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Resumo

A aceleragao do reparo tecidual pode propiciar a prevengio de
inimeras complicacoes associadas & perda de sua continuidade.
Estudos utilizando o ultra-som (US) terapéutico tém demonstrado
seu efeito benéfico sobre a regeneracio de tecidos e, para a anilise
de seus efeitos sobre a concentragio dos diferentes tipos celulares e
componentes da matriz extracelular, durante o processo de reparo
cutineo, foi realizado um estudo histo-diferenciado, utilizando-se
técnicas de coloragio especiais na pele de 20 Raztus Norvégicus 5
dias apds terem sido submetidos 2 incisdo cutdnea experimental. Os
animais foram divididos em 5 grupos, sendo um grupo controle e
quatro grupos sonados com diferentes intensidades, tendo como
resultados menor quantidade de PMN (polimorfonuclerares) e
auséncia de mastdcitos granulosos no local da incisdo nos animais
sonados, quantidades de coldgeno similares em todos os grupos
embora mantendo, no grupo sonado, um padrio de organizagio
cicatricial mais proximo do normal. O sistema el4stico ndo apresen-
tou recuperagio levando-se a concluir que o US acelera o processo
de reparo da pele de ratos, influencia no padrao de organizacio das
fibras coldgenas, sem, contudo parecer atuar na recuperagio do
sistema eldstico na fase do reparo analisada.

Palavras-chave: cicatrizacdo de feridas, colageno, terapia por
ultrasom, coloracéo.
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Abstract

The acceleration of the tissue repair can prevent a lot of com-
plications associated to the loss of its continuity. Studies using
therapeutic ultrasound (US) have demonstrated beneficial effect in
the tissue regeneration. With the objective of analyzing its effects
on the concentration of different cellular types and the extracellular
matrix component during cutaneous repair process, a histo-diffe-
rentiated study was carried out, using special stain techniques in the
skin of 20 Rattus Norvegicus, 5 days after cutaneous incision. The
animals were divided in 5 groups, a group control and four groups
treated with different intensities of US. Were observed a decreasing
of polymorphonuclear cells and absence of granular mast cell at the
place of incision in animals treated with US, similar quantities of
collagen in all the groups although maintaining, in the group treated
with US, a closer to normal organization pattern. The elastic system
did not present recovery. Was concluded that US accelerates the
repair process in mice’s skin, influences the pattern organization of
collagen fibers, without acting in the recuperation of elastic system
in the analyzed phase repair.

Key-words: wound healing, collagen, ultrasonic therapy, stain.

Enderego para correspondéncia: Gloria Maria Moraes Vianna da Rosa, Av. Oliveira Botelho, 504 Alto 25960-001 Teresdpolis RJ, Tel: 26423545,

glrosa@terenet.com. br




158

Fisioterapia Brasil - Volume 8 - NUmero 3 - maio/junho de 2007

Introducéo

A habilidade do organismo em reparar lesdes ¢ um dos
pré-requisitos da integridade fisica. A aceleragao do pro-
cesso de cicatrizacio tecidual permite diminuir o tempo de
permanéncia do paciente no leito, minimizando uma série
de complicagdes como infecgoes hospitalares, assim como
permite seu retorno mais rdpido as atividades laborativas.

Nas tltimas décadas, pesquisas tém sido realizadas visando
desenvolver equipamentos ¢ também metodologias que auxi-
liem os processos naturais de reparo de forma a obter um melhor
e mais eficaz resultado no tratamento de sistemas bioldgicos
[1]. Vdrios estudos, utilizando o ultra-som (US) terapéutico,
tém demonstrado seu efeito benéfico sobre a regeneracio de
tecidos [2-4] e sintese das proteinas [5]. Contudo, a literatura
sobre esses efeitos ainda é incompleta e muito conflitante [6].

Este trabalho tem por objetivo, através de um estudo
histo-diferenciado, analisar, qualitativamente, os efeitos
do US terapéutico de 3.0 MHz pulsado em intensidades
diferentes sobre a concentragio dos diferentes tipos celulares
e componentes da matriz extracelular da pele de ratos em
processo de cicatrizagio.

Material e métodos

A amostra constou de 20 Rattus Norvegicus (variedades
Wistar) adulto-jovens, machos nio consangiiineos e com
cerca de 200g. Estes foram mantidos em caixas apropriadas,
1 animal por caixa, em biotério com ciclo de luz / escuro de
12/12 horas e cerca de 24 a 28 °C, recebendo racao balanceada
(Purina). A manipulagio e procedimentos com os animais
obedeceram aos principios do Comité de Etica para o uso de
animais em pesquisa da Universidade Gama Filho (UGF).
Os animais sofreram anestesia gasosa por inalagio de éter
etilico seguido por tricotomia em regido lateral de membro
pélvico. O ato cirtrgico consistiu de incisdo cutinea cortante
e transversal, com 2cm de extensio seguida por rafia com fio
de mononaylon 5.0 com pontos eqiiidistantes.

As patas tratadas receberam ultra-som de 3.0MHz nas
proporgoes apresentadas no quadro I.

Quadro I - Detalhamento quanto & composigdo e caracteristicas
dos animais em estudo.

Intensidade  Taxa de Repe- Tempo
ticdo

Grupo 1 0.3 w/cmz 10% 2 min
Grupo 2 1.0 w/cm?2 20% 2 min
Grupo 3 1.0 w/cm?2 10% 4 min
Grupo 4 1.0 w/cm2 10% 2 min
Grupo Sofreram as mesmas aplicac6es, porém com o
controle aparelho desligado.

O ultra-som utilizado foi o Sonacel Expert de 3.0 MHz, da
Bioset Industria de Tecnologia Eletronica Leda, com 4rea efetiva

de irradiaio de 0,8 cm? com 100Hz de freqiiéncia de pulso
sonico, sendo calibrado em balanca de precisao actstica UPM.

A técnica de aplicagio foi realizada de forma direta, com
gel para acoplamento estéril, hipoalergénico e quimicamente
inerte fabricado por Pointer Quimica Industrial Ltda.

Os movimentos do transdutor foram realizados longi-
tudinal i lesdo com velocidade 1cm/seg, de acordo com a
indicacdo de Byl ez al. [7].

Os fragmentos da pele do animal foram obtidos sob
anestesia gasosa por inala¢io de éter etilico através de incisio
eliptica em torno da ferida cirdrgica, com margem de segu-
ranga de 0,5 cm e excisio interessando o segmento de pele
compreendendo a cicatriz.

O material sofreu o tratamento padrio para andlise his-
toldgica, sendo fixado com formol a 10%, lavado em dlcool
e incluido em parafina, segundo Bancroft & Stevens [8].
A clivagem foi realizada perpendicularmente a ferida, com
cerca de 2 mm de espessura, cortes em micrétomo rotativo,
tipo Minot com 5pm de espessura, corados com série de 5
cortes por ldmina, pelos Métodos Dominici, para evidenciar
mastdcitos, neutréfilos e eosinéfilos; Picro Sirius Red para
observar fibras coldgenas; Tanzer Unna — Orceina para evi-
denciar fibras eldsticas e Perls para evidenciar macréfago com
hemossiderina [8]. A anilise foi feita em microscépio éptico
Binocular Leitz Ortholux e os pardmetros observados foram:
presenca de polimorfonucleares (PMN), de mastécitos e de
macrdfagos, fibroplasia, grau de densidade e de organizacio
do coldgeno e neoformagio de fibras eldsticas.

Resultados

Mastécito

No grupo controle e no grupo 01, os mastdcitos revelaram-se
com menor volume a nivel dérmico e mais volumoso a nivel hi-
podérmico, sendo que, na hipoderme a congestao vascular estava
presente com mast4citos mais constantes, comparados aos demais
grupos (Figura 1). Nos demais grupos sonados, o método revelou
auséncia de mastécitos granulados na drea cicatricial, porém, esta
auséncia foi melhor observada no grupo 04 (Figura 2).

Figura 1 - Fotomicrografia dptica de pele de rato do grupo controle
corado pela Técnica. de Dominici.

Observa-se mastdcitos (—)
dérmicos (D), ao lado do pro-
cesso cicatricial da incisdo (v),
menores e em menor quan-
tidade do que os mastdcitos
(—) hipodérmicos (H), estes,
préximos de vasos sanguineos
congestos (VS). 40X.
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Figura 2 - Fotomicrografia dptica de pele de rato do grupo 04 corado
pela técnica de Dominici.

Verifica-se a epiderme hiper-
trofica no local da inciséo (v)
e na regido dérmica fibrose ci-
catricial intensa (D) e auséncia
de mastécitos junto da inciséo
(*) e presenca de apenas uma
célula mastocitaria (—) na
regiéo hipodérmica (H). 40X
Macréfagos

No grupo controle, no qual houve uma congestio perifé-
rica mais intensa e um maior extravasamento hemorrégico,
os macréfagos, em atividade fagocitdria apresentaram-se em
maior quantidade. Os grupos sonados revelaram a presenga
de macréfagos com hemossiderina (Figura 3).

Figura 3 - Fotomicrografia dptica de pele de rato do grupo 04 corado
pela Técnica de Perls.

Observa-se macréfagos positivos
para hemossiderina (—). 400X

Fibras elasticas

A incis3o rompeu as fibras eldsticas e o processo cicatricial
nao evidenciou fibroplasia elastogénica (Figura 4), o que se
observou no local sio fragmentos de fibras pré-existentes

(Figura 5).

Figura 4 - Fotomicrografia dptica de pele de rato do grupo 01 corada
pela Técnica de Taenzer-Unna.

Observa-se que a trama elas-
tica (—) dérmica (D) desfaz-se
na area cicatricial da incisédo
(*) Local da incisd@o (v). Regido
hipodérmica (H).

Figura 5 — Fotomicrografia dptica de pele de rato do grupo 04
corada pela Técnica. de Tanzer-Unna.

Vé-se fragmentos de fibras elas-
ticas pré-existentes positivos (—)
esparsos na cicatriz incisional.
400X

Colageno

A fibroplasia foi relativamente igual em todos os animais
em estudo e o picro sirius permitiu observar poucos coldgenos
novos, no local da lesdo, em todos os animais em estudo em
contraste com o coldgeno dérmico jd existente. O padrio de
organizagio coldgena, contudo, mostrou-se mais proximo do
normal apenas nos animais dos grupos 2, 3 e, principalmen-
te, nos do grupo 4. Em um animal do grupo 04 inclusive,
evidenciou-se fibras coldgenas antigas a nivel dérmico ligadas
as poucas fibras coldgenas subepidermicas imaturas com
tumefagio nas dreas de fusio (Figura 6).

Figura 6 - Fotomicrografia dptica de pele de rato do grupo 04 corada
pela Técnica de Picro Sirius.

Vé-se a epiderme (E), uma
area subepidermica (*) regene-
rativa predominando fibroblas-
to com poucas fibras colagenas
imaturas, confrontando-se com
derma (D) preservado em cuja
interface sofreram tumefag&o
(—). 100X

Polimorfonucleares

Apresentou-se em maior quantidade no grupo controle
e no grupo 01, préximo da drea cicatricial e nos exsudatos
formados nas fendas incisionais.

Discussao

No processo de reparo, a fase inflamatéria é marcada pela
infiltracio de neutréfilos, mondcitos e células T. Cada tipo
de célula parece ter papel importante nesse processo. Neu-
tréfilos limpam os debris e micrébios de ferida; macréfagos
sdo importantes na fagocitose de células apoptéticas e sio
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fonte de fatores de crescimento para estimular a proliferacio
e a regeneracdo da lesdo tecidual, segundo Leibovic e Ross,
citados por Egozi e al. [9]. O papel das células T nio estd
totalmente claro, mas parece ser capaz de regular as fases
tardias do reparo [10,11].

Evidéncias sugerem que os mastdcitos, encontrados no
tecido conectivo, com mais freqiiéncia na pele e préximos a
vasos sangiiineos e linfiticos [9,12-14], tém papel chave no
reparo de feridas, influenciando o recrutamento de neutré-
filos na fase inflamatéria. No trabalho de Egozi ez al. [9] foi
observada uma diminuigio no recrutamento dos neutréfilos
nos animais com deficiéncia de mastdcitos no primeiro e
terceiro dias pds-lesdo.

Com respeito a ativagio funcional, o mastécito da pele, o
qual estd estrategicamente localizado entre vasos e nervos, é
estimulado diretamente por sinais imunolégicos (citocinas IgE
e fragdes complemento) e por estimulos de origem nervosa,
segundo autores citados por Noli e Miolo [15].

As células endoteliais em torno da lesao, uma vez ativadas
pela inflamacao, liberam substancias quimicas que aumentam
a migragio, proliferacao e diferenciagio de mastdcitos, como
observado por Metcalfe er al. ¢ Baghestanian er al., citados
por Noli e Miolo [15].

Os mastécitos, entdo, desgranulam e diminuem drastica-
mente em niimero, em poucas horas apds a lesdo, tendo seus
niveis normalizados cerca de 48 horas [16-18].

Montenegro e Franco [19] descreveram que quando os
mastdcitos sao estimulados, os grainulos aumentam de volume
e fundem-se na parede da membrana celular abrindo-se para
o intersticio.

Os resultados do nosso trabalho nao evidenciaram mast4-
citos granulosos, proximo e no interior da incisio, na maioria
dos animais que compdem os grupos sonados; 0 mesmo nio
ocorrendo com o grupo controle e com o grupo 1 cujos mas-
técitos, a nivel hipodérmico, apresentaram-se inclusive mais
volumosos que a nivel dérmico. A hipoderme dos animais
desses grupos apresentou-se com maior congestio do que a
nivel dérmico. A presenca de mastdcitos mais volumosos nessa
regido congestionada evidencia o estdgio ainda inicial da fase
inflamatdria do processo de reparo tecidual.

As coloragoes especiais utilizadas também revelaram
maior quantidade de polimorfonucleares (PMN) no grupo
controle e no grupo 1, comparando-os aos animais dos
grupos tratados com US por cinco dias na incisdo cutinea,
0 que ratifica a afirmativa anterior jé que os mastdcitos
quando estimulados proporcionam aumento no niimero
de neutréfilos.

A menor quantidade de PMN associado a auséncia de
mastdcitos granulosos no local da incisao dos animais sonados,
com doses mais elevadas, parece, entio, indicar uma aceleragao
da fase inicial do processo de reparo tecidual concordando
com os resultados dos trabalhos de Young e Dyson [20-22].
Com relagio a quantidade de macréfagos, Young ¢ Dyson
[20] observaram maior quantidade destas células no grupo

controle comparado com o grupo sonado. Nossos resultados
também demonstraram uma quantidade maior destas célu-
las fagocitdrias no grupo controle, e pela técnica histolégica
utilizada, também, pudemos perceber maior extravasamento
hemorrégico e atividade inflamatéria nos animais do grupo
controle e grupo 1.

Os resultados deste trabalho nio detectaram grandes di-
ferencas com relagio a fibroplasia colagénica entre os grupos
sonados e controle o que estd de acordo com Kaurfman [23]
e Loch er al. [24].

A coloragio com Picro Sirius permitiu-nos observar pre-
senca de poucos coldgenos novos no local da reparagao da
incisao em todos os animais em estudo.

Trabalhos como os de Egozi er al. [9] ressaltam que o
contetido de coldgeno tem seus niveis aumentados gradati-
vamente, durante o processo de reparo, atingindo seu pico
méximo em 10 a 14 dias pés-lesao. O tempo do trabalho
de cinco dias pode néo ter sido suficiente para promover a
colageniza¢io mdxima.

Embora a fibroplasia nao tenha demonstrado grandes
diferencas, o padrio organizacional colagénico mostrou-se
mais préximo do normal nos grupos sonados, principalmente
no grupo 04 comparados ao grupo controle. Byl ez al. [25]
observaram o mesmo resultado nos grupos sonados com 0,5
w/cm? e 1,5 w/cm? tratados por trés dias, nao sendo, contudo
as diferencas estaticamente significativas. Para Dyson [26] ¢
Webster [4] o US também pareceu atuar no padrao de depo-
sicao do coldgeno, assumindo a pele sonada, uma arquitetura
tridimensional semelhante a nio lesionada.

Com relacio s fibras eldsticas, os resultados deste traba-
lho, obtidos através do método de Orceina, nio revelaram
neoformagio, no local da incisio, nos animais estudados no
periodo observado.

E provdvel que o periodo de 5 dias tenha sido insufi-
ciente para estimular a atividade elastogénica, j4 que ne-
nhum animal do estudo apresentou neoformagio de fibras
eldsticas. Por isso, torna-se precoce afirmar que o US nio
tem influéncia na produgio das mesmas durante todo o
processo cicatricial.

Conclusao

O US parece realmente acelerar o processo de reparo evi-
denciado por um menor nimero de mastdcitos granulosos,
de PMN e de macréfagos na maioria dos animais do grupo
sonado. O periodo de 5 dias nio se mostrou suficiente para
alterar o contetido de novas fibras eldsticas no grupo de ani-
mais em estudo, parecendo, desta forma, nio ter o US acdo
sobre esse processo, durante o periodo em estudo, embora
outros trabalhos tenham que ser desenvolvidos para melhor
exploragio deste efeito. Embora nio havendo atividade
fibroblastica colagénica intensa, o US parece influenciar no
padrio organizacional do coldgeno tornando a pele com uma
aparéncia mais préxima da normal.
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