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RESUMO

VISNARDI, A. R. Efeito do ultra-som de baixa intensidade no colageno da pele sadia de ratos.
2007. 106 f. Dissertagdo (Mestrado). Programa de Po6s Graduagdo Interunidades Bioengenharia.
Escola de Engenharia de S&o Carlos, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Instituto de Quimica
de S&o Carlos. Universidade de S&o Paulo, Séo Carlos, 2007.

O ultra-som de baixa intensidade & um recurso que vem sendo explorado em varios tipos de tecidos,
inclusive a pele, porém os estudos buscam resultados em pele em reparagdo. Este estudo tem a
finalidade de avaliar a eficacia do ultra-som de baixa intensidade no coldgeno da pele sadia de ratos,
visando analisar o comportamento das fibras de colageno da derme, por meio da Birrefringéncia e da
Anélise Histoldgica. Foi utilizado um aparelho de ultra-som de 30 mW/cm?2 (SATA), modo pulsado, com
frequéncia de 1,5 MHz, largura de pulso de 200 milisegundos. Os animais utilizados foram 15 ratos e
divididos aleatoriamente em 3 grupos (5 animais cada): Grupo Ultra-som (US), tratado com ultra-som;
grupo Placebo (PL), submetido a irradiagdo simulada; e grupo Controle (C). A irradiagéo foi aplicada na
pele do dorso dos animais durante 10 minutos, em 10 aplicagdes consecutivas com intervalo de 2 dias
apds a quinta aplicagdo. Amostras da pele dos animais foram submetidas a analise de Birrefringéncia
com Microscopia de Luz Polarizada, através de medidas de Retardo Optico (RO) e & Analise
Histologica. As medidas de RO foram submetidas a anélise estatistica por meio do teste de variancia
Anova, com nivel de significancia de 5%, e ao teste de Tukey. O grupo US apresentou a menor média
de RO (26,03), comparando com os grupos C (31,09) e PL (29,07) e as diferengas entre as médias
foram significativas (p<0,01). Estes dados demonstram que a agé&o do ultra-som de baixa intensidade
altera o comportamento das fibras de colageno, causando uma desorganizagéo das fibras uma vez que
quanto maior o RO, maior a organizagdo das fibras de coldgeno. Analisando as medidas
separadamente para cada camada da pele observa-se que a derme papilar e a derme reticular
apresentaram o0 mesmo comportamento. A agdo do ultra-som mostrou-se mais acentuada na camada
reticular, pois esta apresentou o menor valor de média de RO (22,51). Os dados do grupo PL
demonstraram que ha uma agéo da irradiagdo simulada, porém ndo na mesma intensidade que a do
grupo US. Nas areas adjacentes a superficie da pele irradiada, nédo houve agédo do ultra-som, pois as
médias de RO nao foram diferentes estatisticamente do grupo C. Na analise histologica pode observar
as fibras de colageno do grupo US com aspecto mais compacto em relagdo aos demais grupos, porém
num nivel moderado. Conclui-se que o ultra-som de baixa intensidade, nas condig¢des deste estudo,
altera a organizagdo das fibras de coldgeno na derme, de maneira mais acentuada na camada
reticular, promovendo uma desorganizagéo das fibras.

Palavras - chaves: pele, colageno, ultra-som de baixa intensidade, birrefringéncia.



ABSTRACT

VISNARDI, A. R. The Effects of a Low Intensity Ultrasound on Health Rat Skin. 2007. 106 f. Master
(Dissertation). Programa de Pds Graduagéo Interunidades Bioengenharia. Escola de Engenharia de
Séo Carlos, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Instituto de Quimica de Séo Carlos.
Universidade de S&o Paulo, S&o Carlos, 2007.

The low intensity ultrasound is a resource that is been explored over many different kinds of tissues,
including skin. However, most studies attempt only to the skin healing process. The objective of this
study was to evaluate the behavior of collagen fibers in the derm when exposed to the low intensity
ultrasound through birefringence and histological analysis. The ultrasound equipment used had 30
mW/cm?2 (SATA) pulsing model, frequency of 1.5 MHz and pulse width of 200 milliseconds. The 15
wistar rats used during the experiment were randomly divided into 3 distinct groups of 5 specimens
each. The ultrasound group (US) was exposed to ultrasound; the placebo group (PL) was exposed to
simulated ultrasound and the control group (C). The ultrasound irradiation was applied on the dorsal
skin portion of the body for 10 minutes/day with two days rest between the sections after the fifth of the
ten programmed sections. Skin samples collected were them submitted to a birefringence analysis
under the polarized light microscopy and measured optical delays (RO) as well as to a histological
analysis. The optical delay (RO) analyses were them statistically analyzed under the ANOVA variance
with 5% significance level and to the Tukey test. The statistical analyses demonstrated that the
ultrasound group (US) having the lowest average of Optical Delay (RO) of the tested specimens with an
RO of 26.03 when compared with to Control Group (C) average of 31.09 and the Placebo Group (PL)
29.07 and the statistical difference between the series averages were significant (p <0.01). The data
demonstrates that the low intensity ultrasound changes the behavior of the collagen fibers generating a
disorganization of the fibers arrangement based on the concept that higher Optical Delay indicates a
higher collagen fiber organization. Analyzing each individual skin layer was possible to see that papilar
derm and reticular derm have the same behavior. The ultrasound action was more visible on the
reticular derm were the Optical Delay average was 22.51. The Placebo Group also demonstrated that
the simulated radiation had some effect over the area; however its level was lower than the Ultrasound
Group. The skin surrounding the irradiated patch showed no change in behavior this fact was confirmed
by the statistical analyses which matched the Control Group Optical delay averages. The histological
analyses allowed to see a more compacted collagen aspect on the Ultrasound group than the observed
on the other groups. Low intensity ultrasound, following this study conditions, changes the collagen fiber
structure of the derm, presenting high intensity disorganization on the reticular layer.

Key words: skin, collagen, low intensity ultrasound, birefringence
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1. INTRODUGAO

Um fato notdrio na cultura brasileira é a busca pelo padréo estético social que vem crescendo
nos ultimos anos e atingindo diferentes classes socio-econémicas. O mercado de Medicina Estética
atual oferece uma diversidade de recursos para atender a demanda do consumidor brasileiro, dentre
eles o ultra-som terapéutico.

Dentre as queixas de pacientes que procuram as clinicas de Medicina Estética, pode-se
salientar 0 anseio dos pacientes na busca por métodos menos invasivos para a obtengdo do
rejuvenescimento, com melhor custo beneficio, uma vez que a maioria dos tratamentos apresenta
valores ostensivos.

O mercado da Medicina Estética atual nos apresenta, entre uma vasta oferta de tratamentos
estéticos, um elevado numero de equipamentos ultra-sdnicos terapéuticos para atuar em tratamentos
corporais. Este recurso se enquadra como método n&o invasivo e de baixo custo, com indicacbes de
aumento da firmeza e elasticidade da pele. Como efeito do ultra-som terapéutico é anunciado um efeito
de estimulo ao colageno e em sua extensibilidade, supostamente melhorando a elasticidade e a
sustentagdo da pele (EBAY, 2007). No entanto, hd uma escassez de estudos que mostrem a agéo do
ultra-som em colageno de tecidos sadios, sem lesdo natural ou por segunda inteng@o. A maioria dos
estudos busca resultados em coldgeno do tecido cutdneo em processo de reparagao tecidual. Os
achados cientificos sobre a ag¢do do ultra-som no tecido conjuntivo e nos elementos da matriz
extracelular encontrados sé@o em tenddes e ligamentos e poucos sdo os registros sobre fibras de
colageno da pele.

Diante destas evidéncias torna-se oportuna a viabilizagdo do estudo experimental que busque

calcar estes apontamentos do mercado atual com achados cientificos.
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Segundo YOUNG e DYSON, (1990) o efeito benéfico do ultra-som tem sido demonstrado sobre
diversos tecidos, inclusive a pele, destacando o0 aumento da angiogénese, do tecido de granulagéo, do
numero de fibroblastos e da sintese de colageno, e a diminuigdo de leucécitos e macréfagos, dentre
outros.

O uso do ultra-som na fisioterapia vem se moldando conforme as pesquisas embasam seus
efeitos e segundo HAAR, 1999, com o passar dos anos tem-se dado preferéncia para a utilizacdo de
ultra-som com intensidades menores, visando os efeitos ndo térmicos.

O ultra-som de baixa intensidade vem sendo investigado conforme WEBSTER et al, (1978) e
DUARTE e XAVIER, (1983) e efeitos benéficos vém sendo demonstrados, sobretudo no modo pulsado,
em diferentes tipos de tecidos bioldgicos, apontando a minimizag&o de risco de lesdes teciduais que
podem ocorrer em doses elevadas e no modo continuo. Uma vez que esta modalidade de ultra-som
terapéutico apresenta efeito sobre diversos tipos de tecidos, torna-se perpicaz a investigagdo de sua
acao na pele sadia.

Um equipamento ultra-s6nico de baixa intensidade de 30 mW/cm2 (SATA) desenvolvido no
Laboratério de Bioengenharia da EESC vem sendo atualmente, a ferramenta de investigacoes de
estudos experimentais e clinicos, principalmente sobre seu efeito na cicatrizagdo de diversos tecidos
bioldgicos, dentre eles osso, musculo e pele (BASSOLI, 2001). Esses estudos ratificaram a
necessidade atual da ampliagdo e aprofundamento dos estudos que envolvam todas as possiveis
aplicagdes do ultra-som de baixa intensidade.

Surgiu ent@o o desejo de investigar a acdo do ultra-som no tecido sadio, especificamente, a
pele sadia, para avaliar o eventual efeito morfométrico do Ultra-som sobre as fibras de colageno,
independente das reagdes inflamatorias que pudessem vir a acontecer sob a influéncia de um processo
cicatricial causado por lesbes externas intencionadas ou ndo. Em vista do desenvolvimento das
pesquisas com o ultra-som de baixa intensidade, optou-se por esta modalidade para dar continuidade e
explorar em todo seu contexto, a sua agado nos distintos tipos de tecido e em diferentes situagdes

fisiolégicas.
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Poucos estudos sobre a influéncia do ultra-som em tecido sadio foram encontrados. Dentre
eles pode-se mencionar LOPES, (2005), onde estudou o efeito do ultra-som pulsado e continuo de 1
MHz na morfometria do tecido muscular, onde ndo encontrou relagdo na influéncia do ultra-som na
variacdo da area da célula muscular. Foi utilizado intensidade maxima de 3W/cm2, em tecido muscular
sadio do musculo vasto lateral de coelhos, em 10 aplicagdes consecutivas. Com esta metodologia
concluiu-se que o Ultra-som n&o produz efeitos morfométricos no tecido muscular sadio de coelhos.

Somado a este contexto, o outro grande fator estimulante deste estudo, foi a atual
apresentacdo do recurso ultra-som no mercado da medicina estética. O ultra-som terapéutico vem se
mantendo sob a sombra de uma midia, caracterizada forte, decisiva e extremamente influente na
classe consumidora, onde atribui a seus efeitos, uma agao rejuvenescedora da pele (BABBIT, 2007).

Sendo um recurso com baixo custo, facil manipulagéo, transporte, armazenamento e operagao,
pode ser instalado em qualquer espago fisico, e sob um contexto sdcio-econdmico favoravel a adeséo
do ultra-som as clinicas que seguem a tendéncia do atual mercado, este recurso vem correntemente
sendo muito utilizado. Além disso, a mais atual apresentagdo deste recurso, € a versao portatil
domiciliar, onde o préprio paciente adquire seu equipamento e o utiliza em casa, sem orientagao de
profissional da area médica, apenas seguindo as instru¢des do fabricante. (EBAY, 2007).

Seus efeitos sdo anunciados como rejuvenescimento da pele, melhora de firmeza da pele,
melhora de estrias e cicatrizes, com melhora da suavizagdo e textura da pele, aumento do fluxo
sanguineo e da sintese de colageno (EBAY, 2007).

Com o intuito de averiguar esta agdo do ultra-som descrita acima, este trabalho visa estudar o
efeito deste recurso fisico nas fibras de colageno da pele sadia de ratos, sem estar sob nenhum
processo inflamatério, utilizando anélise histoldgica e de birrefringéncia do colageno.

A aplicabilidade pratica deste estudo poderia relacionar-se a extensdo destes resultados a

clinica diaria. Assim, podemos exemplificar trés diferentes situagdes em que pacientes podem se
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beneficiar do conhecimento médico aprofundado acerca deste tema: o tratamento de rejuvenescimento
da pele, tratamento de flacidez de pele, melhora da qualidade e da firmeza da pele. Além disso, este
constituiria sem duvida, um dos recursos de menor custo para o0 usuario e para a clinica, dentre os

recursos existentes hoje, na pratica da Medicina Estética e da Fisioterapia Dermato-Funcional.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste estudo € verificar se ha agao do ultra-som de baixa intensidade sobre as fibras
de coladgeno da pele sadia em ratos.
Para isso foi proposto um estudo da pele dos animais tratados com ultra-som por meio da

andlise histoldgica e da birrefringéncia do colageno da pele.
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3. CONSIDERAGOES GERAIS

3.1 PELE

A pele ¢é formada por tecidos de origem ectodérmica e mesodérmica que se arranjam em trés
camadas: epiderme, derme e hipoderme (Figura 1 e 2). Esta Ultima ndo € considerada por alguns
autores como integrante da pele, porém é estudada dentro do tecido tegumentar. A pele constitui uma
barreira eficiente contra agressores exdgenos, de natureza quimica ou bioldgica e impede a perda de
agua e de proteinas para o exterior. A pele também age como 6rgdo sensorial, participa do sistema
imunoldgico, da regulagdo da temperatura corporea, da produgé@o de vitamina D3, da excregéo de
eletrélitos e outras substancias, entre outras fungdes. Ela é considerada o maior 6rgéo humano,

(SOUZA & VARGAS, 2004).

Figura 1. Arquitetura tipica da pele. Observa-se a epiderme (a), a derme (b) e a hipoderme (c).
Modificado de GUIRRO & GUIRRO, (2002)
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Figura 2. Aspecto histologico da pele normal (visdo geral): (a) epiderme, (b) derme, (c) foliculo piloso,
(d) glandula sebacea (HORIBE, 2000)

A espessura da pele apresenta uma variagdo consideravel de 0,5 a 4 mm. A derme apresenta
em média 2 mm de espessura (GUIRRO & GUIRRO, 2002). A varia¢do na espessura pode irde 4 a 5
mm na regido das costas € 1 mm nas palpebras (ROOK, 1998).

A derme de origem mesodérmica é dividida em duas por¢des: derme papilar e derme reticular.
O limite entre elas € dado pelo plexo vascular superficial, que se situa pouco abaixo da base dos cones
epidérmicos (SOUZA e VARGAS, 2004), este plexo também é chamado de Plexo Subpapilar. A derme
é formada por fibras colagenas e fibras elasticas, inclusas na substancia fundamental amorfa, (Figura
3) todos produzidas pelos fibroblastos. Na derme encontram-se vasos, nervos e musculos eretores do

pélo, além dos anexos cuténeos (LEVER e SHAUMBURG-LEVER, 1991 e FREEDBERG et al., 2005).
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Figura 3. (A) Microscopia eletrénica da derme papilar e reticular DP: derme papilar, PSP:Plexo
subpapilar, DR: derme reticular 525 X; (B) Microscopia dptica da derme papilar e reticular DP, DR,
PSP,300X; (C) Microscopia dptica, da derme papilar, El: fibras elasticas, 700X Modificado de
Freedberg, et al, 2005

A porgao papilar da derme contém um maior nimero de fibroblastos do que na derme reticular,
e as fibras de colageno constituidas principalmente por colageno tipo lll, sdo mais finas, ndo se
agrupando em feixes, como ocorre na derme reticular (SOUZA e VARGAS, 2004 e FREEDBERG, et
al., 2005).

Na derme reticular os feixes de colagenos sdo constituidos por colageno tipo I, correm em
varios sentidos, de forma que sdo cortadas longitudinalmente, transversais e obliquamente, mas todos
se encontram em planos paralelos a superficie cutanea. Os feixes sdo permeados por colageno tipo Il.
Nesta porcao da derme as fibras de colageno se mostram mais espessas, curtas, curvas, retorcidas e

paralelas a superficie (SOUZA e VARGAS, 2004 e FREEDBERG, et al., 2005).
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Envolvendo as unidades pilosebéaceas, as glandulas écrinas e apdcrinas e 0s vasos
sanguineos constituintes da derme, também ha uma malha delgada de fibras colagenas semelhante
aquela presente na derme papilar, denominada de derme perianexial. Por esta razao, a derme papilar e
perianexial s@o consideradas uma unidade anatdbmica chamada de derme adventicial (LEVER e
SHAUMBURG-LEVER, 1991 e FREEDBERG et al., 2005).

As fibras elasticas sdo encontradas entrelagadas entre as fibras de colageno, séo mais finas e
onduladas (Fig.3). Na derme papilar, elas formam um plexo intermediario de fibras elauninas, que
também seguem paralelas a superficie e mais superficialmente as fibras oxitaldmicas seguem
perpendiculares a juncdo dermoepidérmica, arborizando-se nas papilas dérmicas (SOUZA e VARGAS,
2004; LEVER e SHAUMBURG-LEVER, 1991; ROOK, 1998 e FREEDBERG et al., 2005).

Ainda encontra-se na derme a presenca de fibras reticulares, as quais consistem em um tipo
especial de fibra colagena delgada medindo de 0,2um a 1um de didmetro correspondendo a
distribuicdo de colageno tipo Ill. S&o as primeiras fibras a serem formadas durante a vida embrionéria e
em varias condigdes patolgicas onde se tem uma aumenta da atividade fibroblastica. Na pele normal,
0 colageno esta sendo continuamente substituido e o colageno neoformado consiste de fibras grandes,
entretanto ha poucas areas, nas quais fibras colagenas normalmente pequenas estéo presentes sob a
forma de fibras reticulares, sem se transformarem em maiores fibras colagenos posteriormente. J&a em
condigdes patoldgicas, como em feridas, hd& uma abundancia das fibras reticulares, onde os
fibroblastos ativos formam novos colagenos em forma de fibras reticulares e posteriormente séo
gradualmente substituidas por fibras de colageno grandes a medida que se tem lugar a resolucéo da
ferida (LEVER e SHAUMBURG-LEVER, 1991).

Com a finalidade de localizar melhor certos processos médicos HORIBE (2000) sugere outra

divisdo da derme: derme superficial, derme média e derme profunda.
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A substéncia Fundamental Amorfa preenche os espacgos entre as fibras e os feixes de
colageno, constituida de glicosaminoglicanos, ou mucopolissacarideos acidos, denominados
proteoglicanos quando unidos covalentemente a cadeias peptidicas formando complexos de maior

peso molecular (LEVER e SHAUMBURG-LEVER, 1991).

3.1.1 CARACTERISTICAS FiSICAS DA PELE

A caracteristica mais importante das propriedades fisicas da pele € sua variedade no mesmo
individuo. Cada parte da pele é unicamente construida e todas as propriedades fisicas da pele
depende principalmente da dupla rede de colédgeno e elastina, a qual constitui a maior parte da derme e
0 molde de sua arquitetura entrelagada (GIBSON 1977). A derme € responsavel pela flexibilidade,
elasticidade e pela capacidade de estiramento da pele (FREEDBERG et al., 2005).

O tecido conjuntivo constituinte da derme € classificado como tecido conjuntivo denso irregular,
uma trama tridimensional de feixes de colageno, conferindo ao tecido certa resisténcia as tracdes em

qualquer diregao (Figura 4).
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Figura 4. Microscopia de luz polarizada da derme demonstrando a trama tridimensional das fibras de
colageno

O tecido conjuntivo denso também pode ser classificado como regular, onde os feixes de
colageno sdo orientados seguindo uma organizag@o fixa, em resposta a tracbes exercidas num
determinado sentido, como por exemplo, nos tenddes musculares. O tecido conjuntivo denso regular

pode ser visto na Figura 5.

Figura 5. Microscopia de luz polarizada de tendao demonstrando a orientagéo das fibras de colageno.
Modificado de ROSA, (2007)
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O tecido conjuntivo e a sua classificagdo (GUIRRO E GUIRRO, 2002), esta representado na

Figura 6.

Tecido Conjutivo |

Tecido Conjuntivo Tecido Conjuntivo Tecido conjuntivo
Propriamente dito Denso Propriedades especiais

I_I_I

Irregular Regular
DERME Tenddes

Figura 6. Representagéo da classificagéo do tecido conjuntivo

Tanto a espessura da pele e suas propriedades viscoelasticas ndo dependem apenas da
quantidade de material presente na derme, mas também de sua organizagao estrutural (VITELLARO-
ZUCCARELLO, 1994).

Para FREEDBERG (2005) e HERMANNS (2004) as caracteristicas mecéanicas da pele
dependem da interdependéncia das estruturas constituintes, principalmente no que se refere ao
mecanismo de transmissdo de cargas, ou de forcas, ja que a pele € um complexo de tecidos e
heterogénea.

As propriedades fisicas da pele podem ser divididas em trés grupos: propriedades
viscoelasticas, propriedades de tensdo da pele e propriedades de extensibilidade da pele.
Normalmente se confunde tensdo natural da pele e extensibilidade da pele, e sdo incorretamente
chamados de elasticidade. Eles sdo certamente inter-relacionados. A tensdo da pele é de particular

importancia na cicatrizagdo de feridas. (GIBSON 1977).
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As fibras de colageno da pele sdo estruturas extremamente longas comparadas com seu
didmetro. Em seu estado relaxado, apresentam-se torcidas. (Fig. 4) Elas parecem ser randomicamente
orientadas e entrelagadas uma com as outras e ainda, quando a pele é estirada em uma dire¢éo as
torgdes endireitam-se. Além disso, quando ha um estiramento e a carga aumenta gradativamente, um
crescente numero de fibras tornam-se alinhados na dire¢do da forga de estiramento, até finalmente
haver uma estrutura de fibras paralelas, as quais tornam-se mais resistentes para uma préxima
extens&o. Este comportamento impde um limite na extensibilidade da pele naquela direcao e constitui a
base da tipica curva de estresse/tensao da pele. A rede formada por estas estruturas proporciona uma
livre mobilidade da pele para permitir uma vasta margem de movimentos corporais, porém ha um limite
embutido para a quantia de extensao (GIBSON, 1977).

As fibras de elastina da derme sdo muito mais finas que as de colageno e sua fungédo é
retornar a deformidade da rede para a condigao de relaxamento, retornando a sua forma original apds
distencéo, ja que o colageno é inestensivel, embora sua disposi¢do ondulada da derme possibilite a
pele esticar um pouco (LEVER e SHAUMBURG-LEVER , 1991 e FREEDBERG et al., 2005). Na figura
4, pode-se observar de modo apurado por meio da microscopia eletronica como os dois sistemas de
fibras estdo integrados e podem interagir para proporcionar a derme propriedades de firmeza e
resisténcia mecanica.

Como uma microarquitetura movel requer um lubrificante, provavelmente proporcionado por
substancias de mucopolissacarideos que fluem ao redor e por entre as fibras. O coldgeno esta sempre
associado com uma cobertura de mucopolissacarideo (GIBSON 1977).

Conforme Agache (2000), citado por Khatyr et al (2004), quando a pele é submetida @ uma
escala de tens&o, pode-se obter uma curva dividida em 3 fases conforme figura abaixo. A primeira fase

(&) corresponde a deformacéo eléstica, a segunda fase (§e) de deslizamento variavel, corresponde a



Consideragbes Gerais 28

fase de viscoelasticidade e a terceira fase ({s) corresponde a fase de constante deslizamento (Figura

7).

E.;:t /-—-””

Eve

v —

Tensao

Ee

Tempo

Figura 7. Deslocamento da pele sob uma constante forga de tenséo. Onde, &: deformacao elastica da
pele, &e: fase de viscoelasticidade, &: constante de deslizamento Modificada de (KATHYR et al, 2004)

Sasaki, 1996, estudando a curva de tens&o/distengéo do colageno, sugere a existéncia de um
componente viscoelastico dentro da molécula de coldgeno e uma diferenga nas propriedades
mecanicas do colageno pra cada tipo de tecido e relaciona ainda a suposta viscoelasticidade com a
rede de ligagdes de hidrogénio na molécula de colageno.

Segundo GUIRRO e GUIRRO, (2002) e GIBSON, (1977) as linhas de Langer (Figura 8),
também chamadas de linhas de fenda, correspondem a orientagdo dos feixes conjuntivos elasticos,
que indicam, portanto, a diregdo de menor distensibilidade, ou seja, de resisténcia da pele a tragao. As
linhas também sdo chamadas de linhas de clivagem, com as quais € possivel esquematizar

verdadeiros mapas utilizados pelos cirurgides plasticos. Na dire¢do perpendicular as linhas de fenda a

pele apresenta maxima distensibilidade.
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Figura 8. Linhas de Langer. (A) Face Anterior. (B) Face Posterior. Modificado de GUIRRO e GUIRRO,
(2002)

Quando ha um processo de reparo, na fase final ocorre a remodelagem do tecido imaturo e da
matriz que se forma na fase proliferativa e que sera substituida ao longo de meses ou anos até ocorrer
maturacdo do tecido cicatricial. Com o passar do tempo as fibras de colageno reorientam-se ao longo
das linhas de tenséo, aumentando a resisténcia ténsil do tecido (KITCHEN; PATRIGE 1990).

A tensdo da pele decresce com a idade e marcas resultantes de flacidez, do envelhecimento
estardo evidentes (GIBSON, 1977 e ORIA et al., 2003).

Devido as suas propriedades fisicas, a pele é considerada anisotropica (GIBSON, 1977).

Estruturas isotropicas apresentam sempre o mesmo comportamento para determinado
fendmeno, independente da dire¢do analisada, ao contrario das estruturas anisotropicas. No caso da

luz, cristais anisotrdpicos apresentam valores distintos de indices de refragdo em fungao da direcéo de
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propagacdo da luz ao atravessa-los. O carater anisotropico verificado nas amostras de pele pode ser
atribuido as fibras de colageno, estruturas agregadas e ligadas com alta ordem molecular. Este estado
de agregacdo com elevado grau de cristalinidade muito bem estabelecido é fundamentado pela sua
Birrefringéncia, propriedade esta permitida somente para estruturas anisotropicas (VIDAL, 1987).

Segundo ROOK, 1998, as fibras de colageno séo birrefringentes sob luz polarizada.

3.1.2 COLAGENO

A principal fungo fisiologica das fibras de colégeno na pele é promover as propriedades de
tensdo que permitem que a pele sirva como 6rgéo de protegéo contra traumas externos. (FREEDBERG
etal., 2005).

O colageno é a proteina mais abundante do organismo dos animais. E a principal estrutura
protéica do tecido conjuntivo, contem os aminoacidos, glicina, prolina e hidroxiprolina em quantidades
que representam 2/3 de seu conteudo total (FRANCA, 2002).

As fibras de colageno comecam a aparecer durante o desenvolvimento embrionario no
processo inicial de diferencia¢do dos tecidos. Mais tarde tornam-se responsaveis pela integridade dos
tecidos dos 0ssos, da cartilagem, da pele, de estruturas de vasos sanguineos e de outros 6rgéos. Com
resisténcia a tragao, a principal fungdo do colageno é acomodar e modular as forgas mecénicas e
internas que s&o exercidas no organismo (NIMNI, 1988a).

Os colagenos dos tipos I, II, Il e IV sdo 0s mais comuns e ja se conhece 28 tipos de colageno,

conforme GUIDO et al, (2006).
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As proporgdes relativas de cada tipo de coldgeno sdo especificas de cada tecido. Na derme,
predomina o colageno tipo |, porém outros trés tipos de colagenos também estéo presentes em menor
escala, os tipos ll, IV e V. (FREEDBERG et al., 2005,). O colageno tipo Il & encontrado na cartilagem e
no humor vitreo. O tipo Il também é presente nos musculos das paredes arteriais e nas fibras
reticulares. O tipo IV esta presente na membrana basal. O tipo V esta presente tanto nas artérias como
nas membranas profundas da epiderme na pele. As proporgdes dos diferentes tipos de colageno
alteram conforme o tempo no mesmo tecido (MINOR, 1980).

O comprimento de um filamento de colageno é de 300 nm e seu didmetro é de 1,5 nm, e ele é
formado fundamentalmente por uma unidade denominada tropocolageno. Na derme normal, a
espessura das fibrilas colagenas varia de 70 nm a 140nm, a maioria das fibrilas tem aproximadamente
100nm de espessura (LEVER e SHAUMBURG-LEVER, 1991). Para ROOK, (1998), o didmetro da
fibrila de colageno aumenta progressivamente da derme superficial, para a média e para a mais
profunda, aumentando de aproximadamente 20 nm a 70 nm .

O tropocolageno é constituido por trés cadeias polipeptidicas denominadas o, que possuem
forma helicoidal. Estas cadeias enrolam-se umas nas outras formando a hélice tripla (Figura 9), através

das ligagdes de hidrogénio, que estabilizam a estrutura (NIMMI, 1988b).
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Figura 9. Esquema da hélice tripla da molécula de colageno. (A): cadeia alfa, (B): hélice tripla.
Modificado de ALBERTS, (1994)

Essa estabilidade na hélice é necessaria para garantir a secregdo normal do colageno e isso
faz com que a molécula nativa de colageno resista a clivagem por todas as proteases, exceto pela
colagenase (MINOR, 1980).

O arranjo dos aminoacidos nas cadeias o consiste em tripletes em que o terceiro residuo é a
glicina. A forma mais comum, correspondente a 1/3 das estruturas € o tipo (Gly-X-Y), as posi¢oes X e Y
das sequéncias de repeticdo podem ser ocupadas por uma variedade de aminoacidos, exceto os que
contém enxofre, mas em geral a posigdo X € ocupada por Prolina, e a Y ocupada por Hidroxiprolina.
(FREEDBERG et al., 2005; NIMNI, 1988a).

As moléculas de tropocolageno interagem entre si, formando as microfibrilas, menor unidade
estrutural do tecido conjuntivo. Estas, também se agregam formando as fibrilas. Estas fibrilas, por sua
vez, ndo possuem uma resisténcia ténsil até que as moléculas sejam ligadas umas as outras por
ligacdes covalentes especificas conhecidas como ligagbes cruzadas, formando assim as fibras que

compdem a matriz colagénica dos tecidos (FREEDBERG et al., 2005). Este processo, em que as
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moléculas de colageno se organizam ordenadamente in vitro € chamado fibrilogénese (Figura 10) e é

dependente da temperatura, pH e forga idnica do meio. (NIMNI, 1988b).

formagAn de microfibtiiag O@
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Figura 10. Organizacao fibrilar do colageno durante a fibrilogénese. Adaptado de NIMNI, (1988)

Independente do tecido lesado, o colageno &, do ponto de vista funcional, 0 componente mais
importante na reparacao de tecidos (THORTON e BARBUL, 1997; SAVASSI -ROCHA e LOPES, 1994;
GOTTRUP, 1981).

As propriedades fisicas € mecanicas das fibras de coldgeno séo determinadas pelo nivel de
agregacao e estrutura molecular de seus componentes. Através de sua caracteristica anisotropica,
chamada de birrefringéncia, detecta-se e mede-se, as variagdes do estado de organizagéo do colageno

em processo de reparacao (VIDAL, 1990).



Consideragbes Gerais 34

3.1.3 BIRREFRINGENCIA DO COLAGENO

A birrefringéncia € a anisotropia dptica devida a diferenca de indices de refragdo do objeto, o
que significa propagagéo de luz com velocidades e dire¢des diferentes, ou seja, as propriedades
Opticas ndo sdo as mesmas em todas diregdes numa mesma amostra. A anisotropia esta presente em
muitas substancias cristalinas (solidos cujos atomos se distribuem de uma maneira regular). (VIDAL,
1987)

A anisotropia dptica € um fendmeno de ordem espectral que identifica componentes
macromoleculares. Materiais bioldgicos sdo identificados dependendo do grau de agregacdo e
cristalinidade. As propriedades anisotrdpicas s&o importantes para o diagnéstico de patologias e para o
estudo da ordem molecular dos componentes celulares. No tocante do coldgeno a microscopia de
polarizagdo pode dar informagdes de natureza micromorfoldgica, pois evidencia o fendbmeno de
birrefringéncia textural ou de forma que depende da geometria das moléculas, da concentracdo dos
feixes de colageno e da diferenca entre seus indices de refragdo (CUNHA, 2001).

A cristalinidade € definida como a medida de grau de ordem das moléculas no polimero. A
cristalinidade é afetada pela regularidade estrutural e pela mobilidade das cadeias de polimero, pela
presenca de cadeias laterais repetidas que permitem ligagdes intermoleculares e pela auséncia de
cadeias laterais carregadas que interferem na formag&o do cristal (MILLER & KROCHTA, 1997).

Segundo ANGELO Jr. (2000), o estudo das propriedades anisotropicas do colageno através da
técnica de microscopia de polarizagéo, permite determinar as modificagdes do nivel de agregacdo dos
biopolimeros, possibilitando uma interpretacao das bases moleculares e do arranjo dos componentes
da matriz extracelular envolvidos no processo como fibrilogénese, ossificagéo, inflamagéo e

envelhecimento.
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Segundo VIDAL (1964), os tenddes apresentam caracteristicas biofisicas de ordem molecular
que lhes conferem a qualidade de estrutura polimérica anisotropica, caracterizada pela auséncia de
simetria interna, por exibirem mais de um indice de refragao para diregbes determinadas e diferentes
de propagacdo da luz. Essa caracteristica do tenddo & em fun¢do do arranjo hierarquizado de
agregados fibrilares de colageno.

Nas fibras de colageno dois tipos de birrefringéncia podem ser detectados (VIDAL, 1964 e
1986): a birrefringéncia textural ou de forma e a birrefringéncia intrinseca.

A birrefringéncia textural ou de forma resulta da compatibilidade dos comprimentos de onda (1)
com as dimensdes da molécula e também com a alternéncia ordenada da grade molecular. As
informacgdes sobre a birrefringéncia textural ou de forma de um corpo séo obtidas por meio de medidas
acuradas de Retardo Optico (RO).

A birrefringéncia intrinseca deve-se a transigdes de elétrons nas ligagdes peptidicas planares
ao longo do eixo das fibras de colageno (VIDAL, 1986). O indice de refragdo pode ser descrito sendo
uma fungdo da polarizabilidade dos elétrons que transitam nas ligagbes peptidicas planares da
molécula de colageno.

Segundo VIDAL, (1986) Birrefringéncia expressa-se pela equagao

B=(n,—n,) (1)

Sendo B = Birrefringéncia

ne = indice de refracéo na dire¢do de propagacao do raio extraordinario

no= indice de refracdo na diregao de propagagéo do raio ordinario
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e 0 Retardo Optico (RO) pode ser expressado por

RO=(n,—n,)t 2)

Sendo RO = Retardo Optico

t = indice de espessura do material estudado

A medida do Retardo Optico (RO) em agua, corresponde & soma das birrefringéncias de forma
e intrinseca do colageno. (VIDAL, 1987b).

E conhecido que o brilho de birrefringéncia, observado ao microscépio de luz polarizada, é
funcdo do retardo Optico, o qual é diretamente proporcional ao estado de organizagdo de materiais
birrefringentes (VIDAL, 1986).

Na literatura encontram-se estudos que utilizam a birrefringéncia total e a microscopia de
polarizagdo como metodologia para medidas quantitativa e qualitativa de colageno, principalmente em
tenddes e ligamentos (KOEKE, 2003; CUNHA, 2001; VIDAL e CARVALHO 1990; VIDAL, 1986,
PIMENTEL, 1981).

Apesar de ser escasso na literatura a analise de birrefringéncia do colageno em pele, o estudo
de SILVA (2002), observou a birrefringéncia da pele, para avaliar a eficacia da irradiagéo de laser He-
Ne linearmente polarizado em tecido queimado. Amostras de pele queimada foram irradiadas por laser
e comparadas com amostras de pele sadia através das medidas de retardo 6ptico, onde se concluiu
que a dire¢do de polarizagdo do campo elétrico (do laser) afeta o processo cicatricial de queimaduras,
particularmente na organizagdo do colageno da derme. Os pardmetros de organizagao das fibras de

colageno utilizados foram os da pele sadia, com as quais puderam ser comparados.
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3.2 ULTRA-SOM

O Ultra-som é uma onda mecanica longitudinal, ndo audivel pelo ser humano, com freqiéncia
acima de 20 KHz, sendo a energia transmitida pelas vibrages das moléculas do meio pelo qual a onda
é propagada (GUIRRO & GUIRRO, 2002). Para que a propagacdo ocorra é necessario que se tenha
um meio deformavel, podendo ser sélido, liquido ou gasoso (FISH, 1996).

Em 1917, iniciou-se a utilizagdo do ultra-som com a criagdo de sonares para a detecgdo de
submarinos, utilizando o método pulso-eco. Com o passar do tempo, a utilizagdo do ultra-som mostrou
um efeito de aumento de temperatura de tecidos biol6gicos submetidos ao campo acustico. Assim
sendo passou a ser empregado na medicina como recurso terapéutico para produzir calor em tecidos
profundos por volta de 1930 e 1940. Desde ent&o o ultra-som vem sendo utilizado em areas médicas e
pesquisas se desenvolvem para elucidar seus efeitos (OKUNO; CALDAS e CHOW, 1986). Atualmente
0 ultra-som terapéutico e muito utilizado na pratica clinica da Fisioterapia e alcangou grande espago
nas clinicas de Medicina Estética, para tratamentos corporais.

Um transdutor ultra-sonico consiste de uma ceramica piezelétrica, com didmetro maior que a
espessura, onde a freqiiéncia de trabalho € determinada pela espessura do disco. Um transdutor é
basicamente um dispositivo que converte uma forma de energia em outra, no caso do ultra-som
energia elétrica em energia mecanica. A transformagao de energia elétrica em mecanica ocorre devido
as propriedades piezelétricas de certos materiais, € consiste na geragdo de um sinal elétrico quando
este sofre deformagado mecénica e vice-versa, alguns desses materiais sdo naturais, como o quartzo,
turmalina e sulfato de litio, outros sé@o elementos sintéticos como o titanato de bario ou PZT, titanato

zirconato de chumbo (WELLS, 1977).
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A intensidade do ultra-som segundo HAAR et al (1999) é um dos parémetros que exerce maior
influéncia sobre os mecanismos de interagdo do ultra-som com células e tecidos bioldgicos.
Comumente na pratica fisioterapica sdo usadas intensidades médias que variam de 0,25 a 1,5 W/cm?,
para tratar de tecidos moles, e nesta faixa de intensidade encontra-se a maioria das pesquisas sobre
ultra-som em reparacao tecidual.

Na década de noventa é que surgiram novas pesquisas de ultra-som pulsatil de intensidades
préximas de 0,25 W/cm?, sendo abaixo dos limiares cavitacionais. E esta modalidade de estimulos
conseguiu resultados significativos em reparacao tecidual epitelial em animais conforme ALVES (1998).

A frequéncia de saida, em um equipamento de ultra-som, determina a profundidade de
penetragdo da energia, com uma relagédo linear entre a freqiiéncia do ultra-som e a profundidade na
qual a energia é absorvida pelo tecido. A taxa de absorgéo e, consequentemente a atenuagdo aumenta
conforme a freqiiéncia do ultra-som aumenta, devido a friccdo entre as moléculas que as ondas
sonoras devem superar para passar através dos tecidos (FISH, 1996).

O equipamento de ultra-som é uma modalidade terapéutica utilizada atualmente nas mais
variadas aplica¢des clinicas, podemos citar sua aplicagao em:

= Ulceras venosas (PESCHEN et al 1997), e ulceras de pressdo (MACDIARMID;
BURNS; LEWITH, 1985),

= cicatrizagdo tendinosa (GAM e JOHANNSEN 1995; POWELL; NG, 1989; ROBERTS;
RUTHERFORK; HARRIS 1982; STEVENSON et all.,1986; TURNER et al., 1989),

= consolidagdo de fraturas e pseudo-artroses (DUARTE e XAVIER, 1983; DYSON,
1982),e em reparacao de tecido 6sseo animal (COLOMBO et al.,1991)

= regeneragdo muscular (MENEZES, 1997),

= em estimulo a angiogénese (DIONISIO, 1998) e



Consideragbes Gerais 39

= na melhora do tecido cicatricial (CLARKE e STENNER, 1976; FIELDHOUSE, 1979,

MARKHAM e WOOD, 1980; MENDONGA et al., 2006; PATRICK, 1978).

Segundo DURIGAN (2006), que revisou 0s mecanismos e interagdes do ultra-som terapéutico
nos tecidos biologicos, visando as respostas de cada tipo de tecido bioldgico, mostrou efeitos em
sintese de colageno, proliferacdo celular, reparagéo tecidual, circulagdo, angiogénese, tecido dsseo e
concluiu que o ultra-som ainda consiste em um recurso controverso, quanto as suas interagdes e

efeitos no tecido bioldgico, sendo necessario mais investigagoes.

3.2.1 INTERAGAO DO ULTRA-SOM COM TECIDO BIOLOGICO

A agéo do Ultra-som depende de muitos fatores fisicos e biolégicos, como intensidade, tempo
de exposicao, estrutura espacial e temporal do campo ultra-sénico e estado fisioldgico do tecido. A
interacdo destas variaveis dificulta a compreens@o exata do mecanismo de agdo do ultra-som na
interagdo com os tecidos bioldgicos (BASSOLI, 2001).

Os efeitos do ultra-som s&o divididos em térmicos e ndo térmicos. Os efeitos térmicos séo
produzidos por ondas de ultra-som continuas ou pulsadas com alta intensidade, e levam a uma
alteracdo dos tecidos, como um resultado direto da elevagao de sua temperatura, provocada pelo ultra-
som. Os efeitos nao-térmicos produzidos pelo ultra-som pulsado causam alteragbes resultantes do
efeito mecénico da energia (STARKEY, 2001 e DYSON, 1982).

Segundo KITCHEN e BAZIN (1996) efeitos térmicos e atérmicos séo 0s mecanismos fisicos

pelos quais o ultra-som terapéutico induz a repostas clinicamente significativas nos tecidos biol6gicos.
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3.2.1.1 EFEITO TERMICO

O efeito térmico do ultra-som é considerado de grande importancia. O som se atenua a medida
que atravessa um meio e diminui sua intensidade durante este trajeto. Parte desta atenuagéo é
causada pela converséo da energia em calor por absorgdo (KITCHEN & BAZIN, 1996).

O aumento da temperatura nos tecidos, causado pelas ondas de ultra-som, depende da
intensidade de saida (W/cm?) do equipamento e da durag&o do tratamento (STARKEY, 2001).

O aquecimento tecidual ocorre devido as oscilagdes das particulas em torno de sua posi¢ao
média, a energia cinética é convertida em energia térmica sendo esta proporcional a intensidade. O
aumento da temperatura é mais facilmente obtido no modo continuo. Para se obter efeito terapéutico, a
temperatura tecidual tem que ser elevada para algo em torno de 42,5°C e mantida por pelo menos
cinco minutos, segundo LEHMANN (1990).

O aquecimento local atingido pelo ultra-som depende do tipo de tecido (os tecidos altamente
protéicos absorvem mais energia do que os tecidos com alto teor de gordura); do fluxo sanguineo que
irriga o local (uma vez que o calor pode ser dissipado pela corrente sanguinea); e da frequéncia ultra-
sonica aplicada, (as altas frequéncias sdo absorvidas mais superficialmente) (DYSON, 1982).

O efeito térmico pode atingir 5 cm ou mais de profundidade. A resposta fisiolégica atribuida a
este efeito inclui 0 aumento da extensibilidade do colageno, alteragdes no fluxo sanguineo, (DYSON,
1982 e HAAR, 1999) mudancas na velocidade de condug&o nervosa, aumento da atividade enzimatica
e mudangas na atividade contratil dos musculos esqueléticos (STARKEY, 2001). O aquecimento
moderado produz aumento do metabolismo celular, aumento do fluxo sanguineo, reduz a dor, reduz

espasmos musculares, rigidez articular e auxilia no processo cicatricial (KITCHEN & BAZIN, 1996).
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A vasodilatagdo em resposta ao aumento do fluxo sanguineo causado pelo uso do ultra-som,
pode ser considerada em parte, como fenémeno protetor, destinado a manter a temperatura corporal
dentro dos limites da normalidade, 36 a 37°C (KITCHEN & BAZIN, 1996).

As causas que levam a dilatacdo podem ser consideradas como: liberagdo de estimulantes
tissulares em consequéncia da agresséo celular causada pela vibragdo mecénica das ondas ultra-
sOnicas, estimulagdo e possivelmente direta, das fibras nervosas aferentes, o que conduz a depresséao
pos excitatoria da atividade ortossimpatica, levando a uma redugéo do tonus muscular (LONGO, 1996).

Um aumento da temperatura associada com o efeito mecanico do ultra-som pode promover
efeitos adversos (DYSON, 1982). E as intensidades acima de 1W/cm2, no modo continuo, nas
frequéncias de 1 ou 3 MHz, propiciam a prevaléncia do efeito térmico sobre 0 mecanico e podem ser
lesivas. Além disso, os dados cientificos ou clinicos n&o justificam a utilizagdo do ultra-som com

intensidades acima de 1W/cm2.

3.2.1.2 EFEITOS NAO TERMICOS

Segundo LOW e REED (1996), em alguns casos a dissipagdo do calor equivale a geragao do
calor, sdo considerados os efeitos ndo térmicos ou mecanicos, eles podem ser priorizados utilizando o
modo pulsado ou baixas intensidades.

De acordo FISH (1996) e DYSON (1982) os efeitos atérmicos ocorrem devido microfluxo e a
cavitagdo. Esses movimentos unilaterais que ocorrem em fluidos submetidos a um campo ultra-sénico

originam forgas e tensdes que podem modificar a posi¢cdo de particulas intra e extracelulares ou
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mesmo a configuragdo normal das células, e consequentemente podem afetar a atividade celular.
(DYSON, 1982; KITCHEN, 1990; HAAR, 1999).

Cavitagao é o termo usado para descrever o fendbmeno caracterizado pela formagéo de bolhas
ou cavidades micrométricas em liquidos que contém gases. Amplitudes de baixas pressdes resultam
na formagdo de bolhas sendo que estas produzem alteragdes reversiveis na permeabilidade das
membranas celulares e induzindo, portanto a respostas favoraveis ao tecido tratado. Amplitudes de alta
pressao podem resultar em um evento cavitacional violento denominado de cavitagdo temporaria ou
transiente que é prejudicial aos tecidos. Ja as micromassagens ocorrem em decorréncia das ondas de
compresséo e rarefacdo (MORTIMER & DYSON, 1988).

Segundo STARKEY (1999), dependendo do tipo de célula, a movimentag&o iénica produzida
pode desenvolver alteragbes na sintese e secregao celular, como por exemplo, a sintese de colageno,
com secrecdo de fatores quimiotaticos e aumento da atividade fibroblastica durante o processo de

cicatrizagéo tecidual.

3.2.3 ULTRA-SOM E COLAGENO

O efeito benéfico do ultra-som tem sido demonstrado sobre diversos tecidos, inclusive a pele,
destacando-se 0 aumento do numero de fibroblastos e da sintese de coldgeno, (DYSON, 1990), porém,
a maioria dos estudos que referem a a¢do em colageno, é em colageno de tenddes e a maioria dos

estudos em pele, trata-se de tecido em reparacao.
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Para YOUNG (1998), HARVEY et al. (1975), ha um consenso em que o ultra-som pode
incrementar a sintese de fibroblastos e colageno além de acelerar a resposta inflamatéria, promovendo
a liberagéo de histamina, macréfagos e mondcitos.

Um estudo sobre os efeitos do ultra-som pulsado de baixa intensidade (30mW/cm?) sobre a
cicatrizagdo de lesdes cutaneas, realizado em ratos por MENDONCA et al (2006), constatou que esta
modalidade estimula moderadamente a cicatrizagdo cutanea por segunda intengdo em condigdes
experimentais, com potencial para aplicagéo clinica em humanos. Os animais foram estimulados apds
a leséo, divididos em grupos de acordo com o tempo de leséo (3, 7 e 14 dias), por 10 minutos, em dias
alternados. Constatado uma diminuigdo significativa de células inflamatérias, e um incremento na
angiogénese. Porém as observagdes na formagdo de colageno em derme e epiderme nédo foram
diferentes significativamente, mas as anélises qualitativas indicam uma estimulagao.

Amancio (2003) estudou o efeito da estimulag&o ultra-sdnica na integracao de enxertos da pele
e concluiu que o ultra-som induz a alteragdes morfoldgicas nos processos bioldgicos, como proliferagéo
celular da camada germinativa da epiderme, neoangiogénese, envolvidos na integragéo de enxertos de
pele total em coelhos. Apesar dos achados positivos a reparagdo tissular, ndo observou agéo
importante no comportamento das fibras de colageno, sugerindo que a disposi¢éo das fibras ndo se
altera de maneira importante em casos de enxerto de pele. Foi utilizado ultra-som de 3 MHz e 0,5
Wicm2.

Harvey et al. (1975), relatou que cultura de pele humana de fibroblastos musculares tratados
com ultra-som pulsado e continuo sintetizou mais proteinas que os controles. Similarmente, Webster
(1978) achou um aumento na sintese de colageno e proteina em geral em fibroblastos embrionarios
depois da irradiacdo por ultra-som e diz que o ultra-som pulsado aumenta a sintese de colageno que

chega a 30% contra 20% com ultra-som continuo, para a mesma intensidade.
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Ramirez et al (1997) estudou a cultura de fibroblastos estimulada por ultra-som continuo e
pulsado e ainda associou o efeito da vitamina C e da colagenase. A cultura exposta ao ultra-som e a
vitamina C apresentou um aumento do colageno em 200%. Na cultura sem irradiagéo do ultra-som e
somente com vitamina C, também apresentou este aumento de colageno. Quanto a cultura que sofreu
a acdo da colagenase, a sintese de colageno foi maior em 15%, quando comparada ao controle. E
esse efeito perdurou por 5 dias, levando a sugestdo que o ultra-som pode ser beneficial quando
aplicado nas fases precoce do processo de recuperacdo. Quando a matriz foi restaurada, a sintese de
colageno diminuiu. Ele ainda pode indicar que o efeito do ultra-som na sintese de colageno foi maior
em modo continuo do que pulsado, apesar de ser inconsistente estatisticamente.

Barros Jr. (2001) estudou os efeitos precoce e tardio do ultra-som pulsado (20%), sobre o
processo de cicatrizacdo de tenddes flexores profundo em coelhos. Os resultados obtidos através da
andlise histologica demonstraram uma diminuigdo da reagdo inflamatéria, menor grau de necrose,
aumento da proliferagéo de fibroblastos e aumento da deposigéo de fibras de colageno na fase tardia
da cicatrizagao do tend&do, mostrando uma agéo positiva do ultra-som no periodo de cicatrizagao.

Jackson, Schwane e Starcher, 1991, usaram o ultra-som continuo na intensidade de 1,5
W/cm2 para o tratamento de rupturas parciais do tendao de Aquiles de ratos, pelo método subaquatico
de irradiagdo, em sessdes de 4 minutos, diariamente nos 8 primeiros dias. Foi constatado que houve
aumento simulténeo da forga dos tenddes e da sintese de colageno.

Ainda em cicatrizag¢do de tenddes sob o efeito do ultra-som GAN et al (1995), utilizou ultra-som
no modo pulsado de 3 MHz, com intensidade de 0,8 W/cm2 em sessdes de 3 minutos, durante 10 dias,
na fase precoce (7dias) da cicatrizagdo e na fase tardia (24 dias) em tenddes flexores de galinhas e
detectou aumento da amplitude de movimento, bem como, em nivel microscopico, alinhamento mais

regular do coldgeno produzido, sendo mais preconizado na fase precoce.
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Cunha et al. 2001, demonstraram que 0 uso do Ultra-som em ratos ap6s a tendinotomia do
tendao de Aquiles estimula a produgéo de tecido de reparagdo, aumentando a sintese de colageno,
com melhor agregagéo e alinhamento das fibras de coldgeno no eixo do tend&o. Foi utilizado Ultra-som
no modo pulsatil, intensidade de 0,5 W/cm2, na freqiiéncia de 1 MHz, por 5 minutos durante 14 dias
consecutivos, sendo que no modo continuo, ndo foram encontrados efeitos benéficos no tecido de
reparagao dos tenddes.

Baker, Robertson e Duck (2001) também menciona um aumento na extensibilidade do
colageno como efeito térmico adicional aos demais efeitos biofisicos resultantes da estimulagéo ultra-
sonica. Segundo eles ha uma discrepancia entre o pequeno numero de estudos in vivo realizados em
contraste com o grande numero de estudos in vitro, geralmente em ratos. Eles comentam o estudo de
REED e ASHIKAGA (1997) sugerem que o aumento da extensibilidade dos ligamentos pelo
aquecimento foi pequeno e acreditam ser duvidosa a relevancia para humanos..

Reed e Ashikaga (1997) realizaram um estudo in vivo, onde estudaram o efeito do ultra-som
em joelhos humanos e registraram que o ultra-som em doses clinicamente aceitas (1,5 W/cm2 em 1
MHz, por 8 minutos) aumenta ligeiramente a extensibilidade dos ligamentos colaterais medial e lateral,
apesar de este aumento ndo ser considerado significante. Eles sugerem que a diferenga entre os
resultados de experimentos in vitro com os estudos in vivo deve-se aos efeitos da disseminagédo do
calor pelo fluxo sanguineo.

Estudos como JOHANSEN; GAM; KARLSMARK, (1998) vem mostrando efeitos da terapia
ultra-sdnica em tratamentos de ulceras cutaneas cronicas, nos quais tem sido apontado um aumento
da velocidade de cicatrizagdo, a diminuicdo do numero de células inflamatorias e a melhora da
qualidade do tecido neoformado, sobretudo em trabalhos de investigacao clinica.

Conforme CAMPANELLI (2004), a utilizagdo de ultra-som de baixa intensidade em tratamento

de manifestagbes cuténeas de Mal Perfurante Plantar, em pacientes de Mal de Hansen que
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apresentavam ulceras de tegumento, obteve resultado satisfatério na cicatrizag&o destas lesées com o
modo pulsado.

O emprego do ultra-som como acelerador da cicatrizagdo cutdnea em feridas de diversas
origens, mostra evidéncias de que sua correta aplicagdo numa fase precoce da inflamagéo, pode
contribuir para o reparo de tecidos moles (HART, 1993).

Referente a estimulagdo de tecido muscular, pode-se citar BASSOLI (2001) o qual notou em
seu estudo com ultra-som de baixa intensidade (16mW/cm2) e freqiiéncia de 1,5 MHz, a ac&o positiva
do ultra-som pulsado de baixa intensidade na aceleragéo da regeneragéo de fibras musculares e
relaciona este efeito a neoformagéo vascular e formagéo de mioblastos.

Poucos estudos sobre a influéncia do ultra-som em tecido sadio foram encontrados. Dentre
eles pode-se citar LOPES (2005), onde estudou o efeito do ultra-som pulsado e continuo de 1 MHz na
morfometria do tecido muscular, onde ndo encontrou relagdo na influéncia do ultra-som na variagéo da
area da célula muscular. Foi utilizada intensidade maxima de 3W/cm2, em tecido muscular sadio do
musculo vasto lateral de coelhos, em 10 aplicagbes consecutivas. Com esta metodologia concluiu-se
que o Ultra-som nado produz efeitos morfométricos no tecido muscular sadio de coelhos.

Efeitos benéficos da irradiagdo ultra-sdnica pulsada sobre o processo de cicatrizagédo e
regeneracdo de diferentes tipos de tecido foram relacionados a baixa intensidade, com uso de
equipamentos especificamente construidos com essas caracteristicas (DUARTE & XAVIER, 1983).

Os efeitos e a eficacia do ultra-som de baixa intensidade foi comprovado em varios estudos
sobre o reparo de tecidos como a pele (ANASTACIO, 2000; CAMPANELLI, 2004; PESCHEN, 1997) e
sobre 0 musculo (BASSOLI, 2001 e GUIRRO & GUIRRO, 1995).

Xavier e Duarte 1983 supde que a onda ultra-sbnica & absorvida pelo tropocolageno e
transforma a energia mecanica em energia elétrica, criando assim um campo elétrico na regido, isso se

deve a capacidade piezelétrica do colageno.
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Silva 1987 demonstrou teoricamente que a aplicagdo de um campo acustico no tecido dsseo
causa um campo elétrico na regido da membrana celular e supde que este efeito deva ocorrer em todo
tecido que contenha colageno, o que pode ser um dos mecanismos do efeito do ultra-som na pele.

Dyson et al. (1990) conclui que o ultra-som usado na fase aguda de uma les&o, pode estimular
a liberagdo de agentes quimiotaxicos e a degranulagdo celular. Ja durante a fase de proliferagéo
celular, que se inicia aproximadamente no terceiro dia apds a lesao, os fibroblastos expostos a niveis
terapéuticos de ultra-som seriam estimulados a sintetizar maior quantidade de coldgeno, possibilitando
assim um tecido cicatricial mais forte e elastico, ja que o colageno é a proteina que confere resisténcia

a tragéo aos tecidos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Todo o procedimento metodolégico foi previamente submetido a apreciacdo e aprovagao do
Comité de Etica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, CEUA (anexo A).

O modelo animal deste estudo foi o rato macho da linhagem wistar, com massa corporal
aproximadamente de 300 gramas, fornecidos pelo biotério da Unesp de Araraquara. Os animais foram
mantidos no biotério do Laboratério da Bioengenharia da EESC, com livre acesso a agua e
alimentagéo, sob condigdes de higiene, em gaiolas de polipropileno padréo forradas com serragem,
mantidos em grupos de 3 e de 2 animais por gaiola, sob iluminag&o natural e temperatura ambiente.

Foram utilizados 15 animais, divididos randomicamente em 3 grupos:

e Grupo Ultra-som (US);
e Grupo Placebo (PL);
e Grupo Controle (C).

O grupo de ultra-som (US) composto de 5 animais foi submetido a irradiagéo ultra-sénica.

O grupo placebo (PL) também constituido de 5 animais foi submetido a irradiagdo simulada
com o equipamento desligado.

O grupo controle (C) foi mantido sob as mesmas condi¢des dos grupos anteriores, porém néo

foi submetido ao tratamento, também composto por 5 animais.
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4.2 Tratamento

O equipamento utilizado foi o ultra-som de baixa intensidade 30 mW/cm? (SATA), modo
pulsado com largura de pulso de 200 ms (200/800 ms), desenvolvido pelo laboratério de Bioengenharia

da EESC, com frequiéncia de 1,5 MHz e com &rea do transdutor de 3,8 cm? (Figura 11).

Figura 11. Aparelho de Ultra-som terapéutico de baixa intensidade, desenvolvido pelo Laboratério de
Bioengenharia da EESC utilizado neste estudo.

O aparelho foi submetido a dosimetria através do dosimetro de precisdo Ultra Sonic Power
Meter, modelo UPM-DT-1, no Laboratério do Programa de Interunidades Bioengenharia da EESC/USP,

antes de iniciar o tratamento e apds a quinta aplicagao.
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Antes de submeter os animais as irradiacdes, eles foram tricotomizados pela técnica de
depilagéo digital, na regido do dorso. Esta depilagéo consiste na retirada dos pélos do animal, realizada

com os dedos, com o animal sob sedag&o, conforme PINFILDI (2005) (Figura 12).

Figura 12. Depilaco digital do animal

A irradiagdo foi aplicada na regido central do dorso (area de 5 cm?) do animal (Figura 13),
durante 10 minutos no periodo de 10 dias, com o intervalo de 2 dias ap6s a quinta aplicagéo. Durante a
aplicagao do ultra-som, o animal era contido pelas proprias méaos do aplicador, em decubito ventral,

mantidos despertos, sem utilizagéo de drogas, nem uso de imobilizadores (Figura 13).

Figura 13. (A) Demonstracéo da &rea tratada e (B) da aplicagéo do ultra-som no dorso do animal.
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O ultra-som foi aplicado pelo método direto, com movimentos circulares e uniformes por toda a
area pré-definida na pele do dorso do animal (Figura 14). Foi utilizado um gel hidrossolivel como meio
acoplador do transdutor, para assegurar a transmiss@o das ondas para a pele do animal, evitando
presenca de bolhas de ar (CASAROTTO, 2000; WILLIANS, 1987).

Ao final do tratamento (um dia apds a Ultima aplica¢do) foi realizada uma bi6psia da pele

tratada para coletar material para analise.

4.3 Coleta de material

O dia da coleta foi também o dia do sacrificio dos animais. Cada animal recebeu uma injegéo
de Ketamina, cloridrato de xylasina 2% e cetomina 10%, aplicado intra-muscular, na dosagem de 1:1,
com 0,5 cc/300 gramas de peso corporeo (Figura 14). Sob efeito anestésico, o animal foi novamente
tricotomizado pela técnica digital com a finalidade de se retirar os pélos que haviam crescido a partir do

dia da primeira tricotomia.



Materiais e Métodos 52

Figura 14. Anestesia intramuscular do animal

Foi retirado um retalho de pele da area tratada e deste retalho, foram extraido 2 punchs de

5mm com uso de material apropriado para biopsia por punch (Figura 15).

Figura 15. (A) Demonstragéo do retalho da pele do dorso do animal e (B) detalhe do retalho

Também foi retirado um punch de 5 mm numa &rea adjacente a area tratada, situada na regido
do pescogo do animal. Esta ultima amostra foi incluida num sub grupo denominado USpescogo com o
objetivo de se comparar 2 amostras de pele do mesmo animal, sendo uma da area tratada e outra de
uma area ndo irradiada pelo ultra-som, servindo como controle do mesmo animal (NORONHA et al,

2001) e também pra averiguar se ha efeito do US na area adjacente.
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As amostras do grupo PL foram retiradas de maneira idéntica as amostras do grupo Ultra-som,
e 0 subgrupo correspondente a area adjacente a area tratada, foi denominado de PLpescogo.

Para o grupo controle, as amostras foram retiradas na forma de 2 punchs da &rea central do
dorso.

As amostras de pele foram colocadas em soro fisiologico, em frascos individuais, devidamente

identificados e armazenados até iniciar a rotina de preparagao de laminas.

4.4 Preparagao das laminas

Ao iniciar a rotina histolégica, o0 material passou pelas etapas de descri¢do, desidratacao,
difusé@o do tecido em xilol e impregnagéo por meio de parafina com a incluséo do material em bloco de
parafina para posterior microtomia.

Os procedimentos descritos acima foram executados no Laboratério do Programa de
Interunidades em Bioengenharia da EESC. Os cortes histologicos foram realizados no Laboratorio de
Patologia da Faculdade de Odontologia da UNESP de Araraquara.

Os cortes histolégicos foram confeccionados no sentido transversal, para melhor interpretagao
do comportamento das fibras de colageno conforme a profundidade da derme. Os cortes histologicos
destinados a analise histologica foram executados na espessura de 5 um , enquanto os cortes
destinados a analise de birrefringéncia foram executados na espessura de 7 um, e todos foram fixados

em laminas.
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4.5 Analise Histologica

As laminas histologicas foram coradas com 2 tipos de corantes: Hematoxilina-Eosina e

Tricdmio de Masson (apéndice A) e submetidas a analise descritiva de um patologista, através de um
microscopio de transmissao de luz (Zeiss, modelo Axiophot) no Laboratério de Patologia da Faculdade
de Odontologia da UNESP de Araraquara. Em anexo B encontra-se a descrigéo da rotina de
preparagao para as duas coloragdes.

As fotomicrografias das l&minas histolégicas foram realizadas com uma camara digital Olimpus
Camedia C 5060, de 5 megapixels, acopladas a um microscopio de transmissédo de luz (Zeiss, modelo
Axiophot) e a um microcomputador dotado de programa de anélise computacional de imagens

(Camedia).

4.6 Analise da Birrefringéncia

A analise de birrefringéncia foi realizada no Departamento de Engenharia de Materiais da
UFSCar, no Laboratério de Materiais Vitreos (Lamav).

As medidas foram realizadas num microscépio de luz polarizada LEICA, com objetiva Pol (ex
10X/0,22), condensador (0,0), compensador (sénarmosnt's A/4), com luz monocromatica A 546 nm

obtida por meio de filtro de interferéncia “Zeiss”, do Lamav.
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Antes do inicio das medidas, todas as ldminas, com cortes histologicos de 7 micras, ficaram
imersas em agua destilada por 30 minutos para a hidratagéo. A lamina foi coberta com uma laminula,
contendo agua destilada nas interfaces, durante a realizagéo das medidas, conforme Vidal (1987).

Foram realizadas medidas de Retardo Optico das laminas de todos os grupos, inclusive os
subgrupos. Dos grupos US e Uspescogo, foram obtidas 450 medidas de RO para cada grupo, e dos
grupos C, PL e PLpescogo foram obtidos 270 medidas de cada grupo. Em todos os grupos foram
diferenciadas as medidas realizadas nas duas camadas da derme: papilar e reticular e para analise
especifica para cada camada foram utilizadas 135 medidas.

Os resultados relativos a birrefringéncia total constituirdo de observagdo semiquantitativa das
fibras de colageno a qual sera mostrada pela medida do Retardo Optico em nm, enquanto a analise

qualitativa sera apresentada por fotomicrografias das imagens obtidas pelo microscopio de polarizagéo.

4.7 Analise Estatistica

As medidas de Retardo Optico (RO) foram submetidas & analise estatistica.
O teste utilizado foi o teste de varidncia ANOVA (amostras independentes, uma variavel e com
dados numéricos) e complementado pelo Tukey, para examinar a diferenca entre as médias dos

grupos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O modelo ideal para se estudar a a¢do do ultra-som sobre o coldgeno da pele seria em
humanos, uma vez que no mercado da Medicina Estética, encontram-se equipamentos de ultra-som
que podem ser adquiridos diretamente pelo consumidor para efetuar tratamentos estéticos em
domicilio. No entanto, para seguir os padrdes apropriados ao Comité de Etica ao qual este estudo foi
submetido (anexo A), optou-se por utilizar o rato como modelo experimental.

O rato é um animal de facil aquisicdo, transporte, manipulagéo e condicionamento e o animal
mais utilizado nos estudos encontrados na literatura. Este modelo animal também € o mais utilizado
para avaliagdo de birrefringéncia em colageno de tendao (CUNHA, 2001).

A éarea do corpo do animal escolhida para realizagdo do tratamento foi o dorso seguindo
trabalhos realizados em pele, tais como BARROS (2002); MENDONCA et al. (2006) e SILVA (2002) ja
que € uma area de facil acesso.

A técnica para depilagao da regido do dorso do animal, foi de inicio com o uso de l&mina para
barbear, no entanto, esta técnica agride de maneira suave a epiderme do animal. Por sugestao de
pesquisadores da Escola Paulista de Medicina e seguindo PINFILDI et al (2005), optou-se pela
depilagdo digital, que consiste na retirada dos pélos com os dedos (Figura 12), estando o animal sob
um efeito sedativo.

Dyson (1982), defende a importancia de se ter grupo controle, e mostra algumas
evidéncias que muitas vezes 0 método de tratamento pode conter efeito placebo. E HASHISH (1996)
ainda sugere que esses efeitos placebos podem ser medidos através de processos fisiologicos. Diante

disso, foi optado por ter neste estudo grupo controle e grupo placebo.
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Segundo VIDAL (2003), a melhor forma de analisar e descrever a orientagdo das fibras de
colageno é através de suas propriedades fisicas tal como a birrefringéncia, inicialmente proposto por
VIDAL (1964), a qual permite medir de modo acurado através do RO, interpretar e validar a
organizagao dessas fibras. Quanto maior o brilho de birrefringéncia, melhor a organizagéo e o estado
de agregag@o macromolecular.

Baseado na experiéncia do autor acima com esta metodologia para a analise de colageno, este
estudo tentou fugir dos métodos convencionais utilizados para observar o efeito do ultra-som em fibras
de coladgeno os quais consistem em andlises quantitativas, sem avaliar o comportamento da fibra de
colageno, sua orientagdo e organizagdo. A avaliagdo dos valores de RO pode ser traduzida em
melhora da organizagéo e orientagao das fibras de colagenos.

KOEKE (2003) em estudo em tenddes de rato, utiliza a analise de birrefringéncia de colageno
para observar seu grau de concentragdo, estado de agregagao, orientagdo e deposicao de fibras de
colageno no local de tenotomia, além de observar a morfologia do crimp e do brilho caracteristico. E
nota-se que esta metodologia empregada é de grande significancia para avaliar fibras de colageno.

Em &gua destilada, os feixes apresentam os maiores valores de birrefringéncia,
correspondendo aos valores de birrefringéncia total, ou seja, representam com objetividade a
morfologia das moléculas de colageno, o didmetro e grau de empacotamento das fibras (VIDAL, 1987).
Sendo assim, as laminas ficaram imersas em agua destilada por 30 minutos antes de serem
submetidas as medidas de RO.

Segundo PIMENTEL (1981), apesar do conhecimento ja existente sobre os aspectos de
birrefringéncia da molécula do colageno, ainda pode-se conseguir maiores informagdes sobre estes
aspectos de ordem molecular quando nos encontramos frente a diferentes processos fisiologicos. Dai,
a relevancia de se pesquisar a birrefringéncia do coldgeno da pele, diferente tecido, e sendo pele sadia,

encaixando-se também numa diferente condicéo fisioldgica dos demais estudos relatados.
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O periodo de 10 dias consecutivos de tratamento, com intervalo de dois dias apés o quinto dia

de aplicagao, foi escolhido para simular condigdes clinicas (KOEKE, 2003 e CUNHA, 2001).

5.1 Analise da birrefringéncia

A representagdo quantitativa por meio da analise de birrefringéncia deu-se por meio
das medidas de Retardo Optico (RO) em nanémetros (nm) realizados ao microscopio de luz polarizada,
nos cortes histologicos de todos os grupos.

A observagédo qualitativa por meio da analise de birrefringéncia esté apresentada em
forma de microfotografias das imagens da pele, tomadas durante a realizagdo das medidas de Retardo
Optico.

Para verificar se houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos
estudados, as medidas de RO foram submetidas a analise estatistica utilizando-se o teste ANOVA com
nivel de significancia de 5%, seguido do teste Tukey para verificar a diferenga entre os grupos.

Apenas uma referéncia bibliografica sobre medidas de birrefringéncia em pele foi encontrada,
na qual SILVA (2002) compara pele queimada com pele sadia para estudar o efeito do laser de He-Ne
sobre a recuperagdo da pele queimada. E este estudo também se fundamentou nos trabalhos de
VIDAL (1986).

Como né&o foi encontrado referéncias cientificas que estabelecessem parametros sobre
medidas de birrefringéncia do colageno da pele, exceto por SILVA (2002), os parametros utilizados
para o nivel de organizagdo das fibras de colédgeno foi o proprio comportamento das fibras do grupo

controle.
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5.1.1 Analise Quantitativa

Avaliando as medidas de RO das amostras de pele deste estudo, de acordo com teste ANOVA,
pode-se observar que 0 grupo que apresentou a maior média de RO foi o grupo C (31,09), sendo a
menor média a do grupo US (26,03), e grupo PL apresentou o valor intermediario entre os outros dois
grupos (29,07). Sendo as médias diferentes entre si estatisticamente, pois p<0,01.

Na Tabela 1, pode-se observar a analise do dois testes estatisticos empregados entre os
grupos US, C e PL, sendo GL: grau de liberdade, SQ: a soma dos quadrados, QM: quadrado médio, Q:

quadrado e (p): probabilidade.

Tabela 1. Anélise das médias de RO em nm da derme por meio dos testes estatisticos Anova

e Tukey
FONTES DE VARIAC}AO GL SQ QM
Tratamentos 2 42.1 e+02 21.1e+02
Erro 921 30.3 e+03 32.906
F = 63.9902
(p) = < 0.0001

Media C 31.0935
Media US 26.0373
Media PL| 29.0703

Tukey: Diferenga Q (p)
Médias C e US 5.0562 15.6187 <0.01
Médias C e PL 2.0232 5.7409 <0.01
Médias US e PL| 3.033 9.4539 <0.01

Sendo o grupo C o que apresentou maior média de RO (31,09) interpreta-se que este grupo
apresenta o maior nivel de organizagao das fibras de colageno, quando comparado com o grupo US

(26,03) e PL (29,07) uma vez que a diferenga entre 0s grupos é estatisticamente significante, pois
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p<0,01 (Tab 1). Esses dados permitem sugerir que a aplicagdo de US pode alterar a organizagéo e a
agregacao das fibras de coldgeno, quando aplicado nas condigdes deste estudo.

A média dos valores de RO do grupo US (26,03), sendo a menor média, revela uma menor
organizagéo das fibras de colageno, uma vez que o retardo dptico (RO) esta diretamente relacionado
com a birrefringéncia do coldgeno: quanto maior o retardo dptico, maior a birrefringéncia dessa proteina
e maior sua organizac&o no tecido conjuntivo (VIDAL, 1986).

O grupo PL apresentou o valor intermediario de média de RO (29,07) e este dado revela que o
efeito da irradiagdo simulada sobre a pele altera a organizagdo das fibras de colageno, porém nédo ao
nivel da agdo apresentada no grupo US. Era esperado encontrar neste estudo um efeito da agéo

simulada da irradiagdo com ultra-som conforme HASHISH (1996).
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O comportamento das médias dos grupos esta representado na Figura 16. Pode-se observar

que o grupo US apresentou 0 maior desvio padréo.
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Figura 16. Grafico Box Plot para representagdo das médias de RO em nm dos grupos C, US e
PL, com desvio padréo e valores maximos e minimos.

Para uma analise mais localizada do efeito do ultra-som de baixa intensidade nas diferentes
camadas da derme, foi realizado a estatistica das medidas das camadas papilar e reticular
separadamente.

A realizagdo das medidas separadamente por camadas na pele foi de facil execugéo, uma vez
que a propria disposi¢do das fibras de coldgeno descrevem as camadas tornando facil de serem
observadas pela microscopia de luz polarizada.

Na analise das médias dos valores de RO realizadas especificamente na camada papilar da
derme pode-se observar que os grupos apresentaram o mesmo comportamento da analise das médias

de RO realizada na derme completa. O grupo US, apresentou a menor média (24,04). O grupo C
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apresentou a maior média de RO (31,01) e o grupo PL apresentou um valor intermediario (28,47). Aqui

também as médias dos grupos sao diferentes entre si estatisticamente (p<0,01) (Tabela 2).

Tabela 2. Anélise das médias de RO em nm da derme papilar, por meio dos testes Anova e

Tukey
FONTES DE VARIA(}AO GL SQ QM
Tratamentos 2 28.6 e+02 14.3 e+02
Erro 367 92.0e+02 25.061
F= 57.0474
(p)=| <0.0001

MediaC|  31.0153
Media US|  24.0438
Média PL|  28.4716

Tukey: Diferenca Q (p)
Médias ( C e US) = 6.9715 15.0355 <0.01
Médias (C e PL) = 2.5436 5.8484 <0.01

Medias ( US e PL) 44278 9.5975 <0.01
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O comportamento das medidas de RO realizadas na camada papilar da derme pode ser

observado na Figura 17. Pode-se observar que o grupo C apresentou o maior desvio padrao.
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Figura 17. Grafico Box-Plot para representagao das medias de RO em nm da camada papilar
da derme dos grupos C, US e PL, com desvio padrao e valores maximos e minimos.

O ultra-som de baixa intensidade altera a organizagao das fibras de colageno da derme papilar

com 0 mesmo comportamento da alteragdo na derme em geral.
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Na analise das médias dos valores de RO realizadas especificamente na camada reticular da
derme, observou-se que a menor média dos valores de RO pertence ao grupo US (22,51). O grupo C

apresentou a maior méida (30,78) e o grupo PL, o valor intermediario (29,30) (Tabela 3).

Tabela 3. Anélise das médias de RO em nm da camada reticular da derme por meio do teste
Anova e Tukey

FONTES DE VARIAGAO GL SQ QM
Tratamentos 2 47.1 e+02 23.5e+02
Erro 379 78.7 e+02 20.763
F= 113.3441
(p) = <0.0001
Média C = 30.7895
Média US= 22.5130
Média PL = 29.3060
Tukey: Diferenga Q (p)
Médias (C e US) = 8.2764 20.1725 <0.01
Médias ( C e PL) 1.4835 3.7616 <0.05
Médias (US e PL) = 6.7929 16.5854 <0.01
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A anélise das medidas de RO realizadas na camada reticular da derme dos grupos C, US e PL
apresenta 0 mesmo comportamento das analises realizadas na derme papilar e na derme geral, como

pode ser observado na Figura 18.
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Figura 18. Grafico Box-Plot para representagao das medias de RO em nm da camada reticular
da derme dos grupos C, US e PL, com desvio padrao e valores maximos e minimos

A média de RO da camada reticular da derme do grupo US (22,51) € menor quando
comparada com a média do grupo US na derme geral (26,06) e a média do grupo US na derme papilar
(24,04). Esse dado permite sugerir que quanto maior a profundidade da derme, maior a agéo do Ultra-
som de baixa intensidade na organizagao das fibras de colageno.

Esse efeito mais pronunciado na camada reticular pode ter relagdo com a freqiéncia do
equipamento utilizado neste estudo (1,5 MHz), (FISH, 1996) e também com o conceito de campo

acustico proximo e distante exposto por ZEMANECK (1970).
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A média do grupo C (31,78) na camada reticular € a menor quando comparada com a média do
grupo C na derme papilar (31,01) e na derme geral (31,09), apesar de ndo apresentar diferenca
estatisticamente. Assim sendo, pode-se sugerir uma menor organizagédo das fibras de colageno na
camada mais profunda da derme do grupo C de acordo com a analise de Birrefringéncia.

Regides adjacentes ao dorso dos animais também foram analisadas. Amostras dos subgrupos
USpescogo e PLpescogo (regibes adjacentes a area irradiada com ultra-som e a area submetida a
irradiacdo simulada respectivamente) apresentaram médias muito proximas da média do grupo C. O
subgrupo USpescogo com a média 30,47 e o subgrupo PLpescogo com a média 30.98 ndo foram
estatisticamente diferentes ao grupo C (31,09). Portanto, nas areas adjacentes as areas irradiadas néo

houve alteragao das medidas de RO (Tabela 4).

Tabela 4. Anélise das médias de RO em nm dos grupos C, US, PL incluindo os subgrupos
USpescocgo e PLpescogo, da derme por meio do teste Anova e Tukey

FONTES DE VARIA(;AO GL SQ Qm
Tratamentos 4 63.5 e+02 15.9 e+02
Erro 1583 49.1 e+03 30.998
F= 51.2481
(p) = <0.0001

Média C 31.0935

Média US 26.0373

Média Uspescogo, 30.4713
Média PL| 29.0703

Média Plpescogo, 30.9852

Tukey: Diferenga Q (p)
Médias C e US 5.0562 16.0923 <0.01
Médias C e Uspescogo 0.6222 1.9802 ns
Médias C e PL 2.0232 5.9149 <0.01
Médias C e PLpescogo 0.1083 0.3169 ns
Médias US e Uspescogo 4.434 15.808 <0.01
Médias US e PL 3.033 9.7405 <0.01
Médias US e PLpescogo 4.9479 15.9079 <0.01
Médias Uspescogo e PL 1.4011 4.4996 <0.05
Médias Uspescogo e PLpescoco 0.5139 1.6521 ns

Médias PL e PLpescogo, 1.9149 5.6463 <0.01
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O comportamento das medidas de RO em todos os grupos deste trabalho, incluindo os
subgrupos USpescogo e PLpescogo pode ser observado na Figura 19. Nota-se que os subgrupos
comportam-se similarmente ao grupo C. Estes dados sugerem que o ultra-som de baixa intensidade

nao interferiu na organizagao das fibras de colageno nas areas adjacentes as areas irradiadas.
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Figura 19. Grafico Box-Plot para representagdo das médias de RO em nm da derme dos
grupos C, US e PL, incluindo os subgrupos USpescogo e PLpescogo com desvio padrao e valores
maximos e minimos

De acordo com os resultados encontrados na anélise da birrefringéncia, este estudo mostra
que o ultra-som de baixa intensidade interfere nos valores de RO das fibras de colageno da pele. O
grupo US apresentou a menor média dos valores de RO, em relagéo ao grupo C e ao grupo PL e esta
diferenga foi estatisticamente diferente. Conforme VIDAL, 1987, a organizacéo das fibras de colédgeno é

diretamente proporcional com o valor de RO, ou seja, quanto maior 0 RO, maior a organizagdo das

fibras de colageno. Assim sendo, a ag¢do do ultra-som nas amostras deste estudo promoveu uma
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desorganizagdo das fibras de colageno, em toda a derme, a nivel papilar e reticular. Pode-se
acrescentar que esta acéo foi acentuada a nivel reticular, pois nesta camada a média de RO foi a
menor de todas e que nas regides adjacentes a irradiagéo (efetiva e simulada), ndo houve alteragao na

organizag&o das fibras de colageno.

5.1.2 Andlise Qualitativa

As microfotografias referem-se as observagdes qualitativas da analise de birrefringéncia total
das fibras de colageno da pele, realizadas por meio da microscopia de luz polarizada nos grupos deste
estudo. A barra vermelha das microfotografias corresponde a 500p.

Por meio das microfotografias pode-se observar a disposigéo das fibras de coldgeno na derme,
apresentando-se em todas as direcbes. E possivel distinguir as duas camadas da pele, papilar e
reticular, devido a disposicao, ao tamanho e a grossura das fibras. Porém a observagdo ndo permitiu

determinar um padréo de comportamento das fibras de colageno para cada grupo estudado.
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Na Figura 20, pode-se observar o brilho de birrefringéncia das fibras de colageno (grupo US)

distribuidas em varias dire¢des da pele apresentado em todos os grupos deste estudo.

Figura 20. Imagem referente a observagao qualitativa da anélise de Birrefringéncia total por
meio de microscopia de luz polarizada da pele do grupo US

Em todos os grupos é possivel distinguir as 2 camadas da derme, a camada papilar e a

camada reticular. Esse fato possibilitou a realizagdo das medidas de RO para cada camada. (Fig. 21).
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Figura 21. Imagem referente a observagao qualitativa da anélise de Birrefringéncia total por
meio de microscopia de luz polarizada da pele (a) derme papilar, (b) derme reticular. (A) grupo C; (B)
Grupo US; (C) Grupo PL.
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Figura 22. Imagens referentes a observagao qualitativa da analise de Birrefringéncia total por
meio de microscopia de luz polarizada da pele. Derme papilar (A) grupo C, (C) grupo US e (E) grupo
PL. Derme reticular (B) grupo C, (D) grupo US e (F) grupo PL.



Resultados e Discusséao 72

As fibras mais grossas apresentam maior brilho, o que pode ser observada na Figura 22 (C) e

C

Né&o foi possivel estabelecer padrdes de diferengas entre os grupos, no comportamento das
fibras de colageno na camada papilar e também na camada reticular, conforme demonstrado na Figura
22.

Por meio da anadlise qualitativa das microfotografias de birrefringéncia, ndo foi possivel
estabelecer diferengas entre os grupos US e Uspescogo, e entre os grupos PL e PLpescogo. (Figura

23),
- .

Figura 23. Imagem referente a observagéo qualitativa da analise de Birrefringéncia total por meio de
microscopia de luz polarizada da pele. (A). grupo USpescogo; (B). grupo US; (C). grupo PLpescoco;
(D). grupo PL.
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5.2 Andlise Histolégica

As observagoes foram relatadas conforme a observagéo qualitativa e descritiva dos preparados
histolégicos das amostras deste estudo, realizadas por um patologista. Foi considerado a distribuicao,
disposi¢do e integridade das fibras de coldgeno coradas por Hematoxilina-Eosina e Tricomio de
Masson.

Nas microfotografias coradas com Hematolina-Eosina, é possivel observar o tecido conjuntivo,
na cor rosa, ja o Tricomio de Masson, cora especificamente o coldgeno na cor azul.

Os achados histologicos permitiram observar claramente a disposi¢éo das fibras de colageno
em todas as camadas da pele, permitiram identificar o comportamento, a disposi¢do e constituigao
inerente a cada camada, porém nao foi possivel detectar diferengas fortemente marcantes entre os
grupos analisados.

Em todas as laminas examinadas observou-se o estrato epitelial pavimentoso estratificado com
hiperqueratose, camada basal integra e camada granulosa ampla (Figura 24). Em geral o aspecto do
tecido conjuntivo apresenta-se com densidade de colageno variavel, observando fibras dispostas
longitudinalmente e ora dispostas transversalmente ao corte (Figura 25). H& presenca de inimeros

foliculos pilosos em todas as amostras (Figura 24).
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Figura 24. Grupo C, aumento 100 X, (a) estrato epitelial, (b) foliculo piloso. Coloragéo Tricdmio
de Massom

Figura 25. Grupo C, 400X, fibras de colageno na disposic¢ao (a) longitudinal e (b) transversal,
(c) fibroblasto. Coloragéo Tricomio de Masson

A distribuigéo das fibras de colageno do grupo C foi homogénea em toda extensao da derme
papilar e reticular, observando feixes de colagenos grossos e compactos com tecido ao redor (estroma)
separando as fibras. Nos cortes histolégicos deste grupo também pode-se observar a continuidade das

fibras longitudinalmente (Figura 26).
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Figura 26. Grupo C. (A) — aumento 100X , (B) - aumento 200X, (C) - aumento 400X.
Coloragao Hematoxilina-Eosina
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Na camada papilar, em todos os grupos, pode-se observar fibras de colageno dispostas
predominantemente no sentido longitudinal. Nesta camada parece ter maior concentragdo de colageno,
mas ndo organizado em fibras, e os fibroblastos apresentam-se mais arredondados, que podem ser
vistas nas fotos do grupo C (Figura. 27). Isto sugere uma idade mais jovem, provavelmente colageno
tipo lll que posteriormente se transformara em tipo I. (ROOK, 1998 e LEVER e SHAUMBURG-LEVER,
1991).

Ainda nesta area, o colageno parece estar mais organizado apresentando uma cor mais clara,
indicando fibras mais finas. Enquanto na camada reticular, as fibras sdo mais grossas e néo

apresentam predominancia na disposi¢ao, apresentando-se em varias diregoes.
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Figura 27. Grupo C. (A) —200X —, derme papilar e reticular. (B) - 400X, derme papilar e
reticular. (C) - 400X, derme reticular. Coloragéo Tricdmio de Masson
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O grupo US apresenta suas fibras de colageno com aspecto mais compacto, num nivel

moderado, quando comparado com grupo C. Isso pode ser observado nas duas coloragdes (Figura 28).

Figura 28. (A) e (B) - Grupo US, aumento 200X , (C) e (D) —Grupo C, aumento 200X. (A) e (C)
coloragdo Hematoxilina-Eosina, (B) e (D) coloragao Tricomio de Masson.
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Porém, este padréo de comportamento ndo se manteve em todas as amostras do grupo US.
Em algumas I&minas pode-se observar os feixes de coldgeno com um aspecto mais delgado e menos
compacto.

Em alguns casos o padrdo de distribuicdo das fibras de colageno na derme deste grupo
mostrou heterogéneo, alternando em zonas de tecido mais compacto e zonas de tecido mais relaxado,

dando um aspecto de mosaico. (Fig 29 e 30).

Figura 29. Grupo US. Coloragdo Hematoxilina-Eosina. (A) e (B) - aumento 400X .
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Figura 30. (A), (B) e (C) Grupo US, coloragao Tricomio de Masson, (A) e (B) aumento 200X e
(C) aumento 400X.
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Comparando os grupos US e PL através das laminas histolégicas, ndo foi possivel estabelecer

diferengas no comportamento das fibras de coldgeno de cada grupo. (Figura 31).

o L ;h '.:,_ i :-I ”
Figura 31. (A) Grupo PL, 400X; (B) Grupo PL 400X; (C) Grupo PL, 200X; (D) Grupo US 400X; (E)

grupo US 400X; (F) Grupo US 200X. (A) e (D) coloragéo Tricdmio de Masson, (B), (C), (E) e (F)
colorag@o Hematoxilina-Eosina
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O comportamento das fibras de colageno do grupo US da regido adjacente (USpescogo) ao
dorso (grupo US) apresenta-se, ao corte histoldgico, levemente com um aspecto de fibras mais curtas,
como se fossem interrompidas, ou fragmentadas, o que pode ser interpretado como uma disposicéo
levemente mais ondulada, e retorcida das fibras de coldgeno da regido do pescogo, quando

comparadas com as fibras da regido do dorso do animal. (Fig. 32).
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o

Figura 32. (A) grupo US pescogo, 400X; (B) grupo US pescogo, 400X; (C) grupo US pescogo, 200X;
(D) grupo US, 400X; (E) grupo US, 400X; (F) grupo US, 200X. (A), (B), (D) e (E) coloragéo Tricémio de
Masson, (C) e (F) coloragdo Hematoxilina-Eosina

A apresentacado das fibras de colageno das areas adjacentes ao dorso (subgrupos USpescogo
e PLpescogo) em forma mais onduladas, ou retorcidas, ou mais curvas do que na regido do dorso,pode

ser devido, a heterogenidade da pele, onde cada parte é unicamente construida (LEVER

SHAUMBURG-LEVER, 1991), e se tratando do dorso e da area adjacente, que corresponde proximo
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ao pescogo, duas areas diferentes, isso explicaria tal diferenga. Ainda de acordo com RODRIGUES,
2004, ha uma diferenca na resisténcia cicatricial da pele da parte cranial e caudal do corpo do rato,
onde demonstra ter maior resisténcia na parte cranial.

Diferengas na disposigéo das fibras de colageno nos diferentes grupos deste estudo, podem
ser apontadas num grau de moderado a leve, pois ndo foram muito evidenciadas, podendo-se dizer
que o grupo US apresenta-se com suas fibras de coldgeno num aspecto mais compacto quando
comparados com o0s grupos C e PL, num grau de leve sob a descri¢do do patologista. Esse aspecto de
compactagdo, néo se apresenta em todas as amostras do grupo, oscilando com areas onde as fibras
se apresentam mais frouxas, formando o desenho de mosaico.

Por meio das observagdes da histologia nao foi possivel estabelecer uma diferenca nitida entre
o comportamento das fibras de colageno entre os grupos US e PL, como em PL e C.

Em todos os grupos € possivel observar claramente a disposi¢do das fibras de colageno nas
diferentes camadas da derme: papilar e reticular.

Uma questéo levantada por PUGLIESSE et al, 2003, o colageno tipo | e tipo Il séo sintetizados
no tecido cutdneo especialmente por fibroblastos ativados pelo fator de crescimento presente numa
situacdo especifica denominada de micro meio ambiente de cicatrizag&o. Assim sendo, em situagéo
diferente deste micro meio, o qual encontra-se a pele sadia, surgiu a questdo se o ultra-som
conseguiria estimular um aumento da produgdo do coldgeno pelos fibroblastos sem estar num meio
ambiente de cicatrizagdo. Esses autores ainda sugerem que o aumento das fibras de coldgeno pode
ocorrer por dois mecanismos: aumento da proliferacdo dos fibroblastos, células responsaveis pela
sintese e secrecdo desta proteina, ou através do aumento da atividade celular anabolica. Alguns
recursos terapéuticos podem estimular um destes mecanismos individualmente ou ambos. O recurso
por eles estudados foi o laser de baixa poténcia. E este estudo incentivou o questionamento da agéo

de outros recursos fisicos, dentre eles o do ultra-som, no colageno do tecido sadio.
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A hipétese de que o ultra-som exerca real efeito sobre as propriedades fisicas da pele sadia,
pode ser considerada, levando em conta sua agdo em outras estruturas também responsaveis pelas
propriedades fisicas da pele, que néo as fibras de colageno, as quais comportam-se como estruturas
interrelacionadas, quando se considera a mutua interdependéncia de seus componentes conforme
exposto por HERMANNS (2004). Além disso, segundo FREEDBERG et al (2005), os componentes da
matriz da pele normal sofrem reorganizagéo e remodelamento em processos patoldgicos e em resposta
a estimulos externos

Apesar dos varios trabalhos apresentarem agéo do ultra-som pulsado de baixa intensidade em
colageno, poucas sao as referéncias em colageno de pele, os estudos se concentraram em colageno
de tecido tendineo. Nos estudos sobre pele, a agdo do ultra-som era para colaborar com o processo de
reparacdo. Nao foram encontrados estudos sobre a a¢éo do colageno diretamente sobre o colageno da
pele sadia, que embasariam a utilizagao do ultra-som terapéutico na medicina estética proporcionando
um efeito de rejuvenescimento.

Com os resultados alcangados com este trabalho da-se o inicio a compreensdo da agdo do
ultra-som no colageno da pele sadia, € preciso dar continuidade, como verificar a agdo do ultra-som

numa fase tardia para acompanhar a evolugdo da alteracdo nas fibras de colageno.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo por meio da Analise Histolégica ndo demonstraram agao do
ultra-som de baixa intensidade nas fibras de colageno. Ja os achados através da Anélise de
Birrefringéncia permitem admitir que o ultra-som de baixa intensidade altera o comportamento das
fibras de colageno da pele sadia de ratos quando aplicado sob as condigdes deste estudo, promovendo

uma desorganizagéo das fibras, sendo este efeito mais acentuado na camada mais profunda da derme.
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8. APENDICES

APENDICE A - ROTINA HISTOLOGICA E COLORAGOES

DESCRIGAO DA ROTINA HISTOLOGICA

= As pecas permaneceram no fixador até iniciar a desidratagao.

= banho em &gua corrente por 24 horas.

Desidratacédo

= O material passou por banhos de solugdes crescentes de alcool etilico
70%, por 1 hora,
90% por 1 hora
95% por 1 hora

= Em seguida o material passou por 3 banhos com &lcool etilico a 100% com duragéo de 1 hora

cada banho

Diafanizacéo
= em solugéo de alcool/xilol 1:1 por 1 hora
= em seguida em 3 banhos de xilol puro com duragéo de 1 hora cada banho
= O material foi retirado do xilol e colocado imediatamente na parafina liquida (60°), onde foi

submetido a 3 banhos de parafina liquida por 1 hora cada banho.

Inclusdo em blocos de parafina

Apobs os banhos de diafanizagao, as amostras foram inclusas em blocos de parafina para o
procedimento dos cortes das pecas.
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COLORAGAO - HEMATOXILINA & EOSINA

Desparafinar e hidratar (3 min. cada etapa):

1.

2.

10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Xilol |

Xilol Il

Alcool / Xilol (partes iguais)

Alcool absoluto

Alcool 90%

Alcool 70%

Agua destilada

A Hematoxilina deve ser filtrada em papel filtro e corada por 1,5 min. tecidos moles e 3,5 a 4
min. tecidos descalcificados (tempo varidvel de acordo com o uso anterior do corante)

Lavar em agua de torneira tirando o excesso de corante e deixar na agua por 3 min.

Agitar o frasco de Eosina (NAO FILTRAR) e corar por 2 min. (tempo variavel) Se a solugéo for
nova, apenas alguns segundos.

Lavar rapidamente em agua de torneira até tirar o excesso de corante.

Passar rapidamente no alcool 5% (os passos seguintes seréo de 3 min. cada para desidratar,
diafanizar e montar)

Alcool absoluto |

Alcool absoluto Il

Alcool / Xilol (partes iguais)

Xilol |

Xilol Il - as laminas ficam imersas no xilol enquanto véo sendo montadas.

Montar com laminula e PermounT
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COLORAGAO - TRICROMICO DE MASSOM

Desparafinar e hidratar (4 min. cada etapa):

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Xilol |

Xilol 1l

Alcool / Xilol (partes iguais)

Alcool absoluto

Alcool 90%

Alcool 70%

Agua destilada

A Hematoxilina deve ser filtrada em papel filtro € corada por 1,5 min. para tecidos moles e 3 a 4
min. para tecidos descalcificados (tempo variavel de acordo com o tempo de uso anterior da
solugéo)

Lavar em agua de torneira tirando o excesso de corante e deixar na agua por 4 min.

Lavar em agua acetica a 1% (1 minuto)

Mergulhar rapidamente em agua destilada

Corar na Solugao A por aproximadamente 10 seg. (observagédo1)

Lavar rapidamente em agua de torneira até tirar o excesso de corante.

Lavar em agua acetica a 1% (1 minuto)

Lavar em agua destilada (2 minutos)

Lavar em acido fosfomolibidico a 1% durante 5 a 8 minutos, controlando a cor dos cortes que
passaram de uma cor carmim intensa para um rosa/carmim mais claro.

Passar por agua destilada
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35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

Corar na Solugao B por aproximadamente 25 seg. (observagéo 2)

Lavar em agua de torneira para tirar o excesso de corante

Lavar em &gua acética a 1% (1 min.)

Passar por agua destilada

Banho em éacido fosfomolibidico por 5 min. para fixar a cor azul da solugéo B.
Lavar rapidamente em agua de torneira

Passar rapidamente no alcool 95% (os passos seguintes serdo de 4 min. cada para desidratar,
diafanizar e montar)

Alcool absoluto |

Alcool absoluto |l

Alcool / Xilol (partes iguais)

Xilol |

Xilol Il

Montar com laminula e Permount

(observagéo 1) Solugéo A do tricromico de Masson

Fucsina &cida 19
Biebricht 19
Agua Destilada 200m|
Acido acético 1ml

(observacgdo 2) Solugao B do tricromico de Masson

Azul de anilina 29
Agua destilada 100ml
Acido acético 2,5ml
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APENDICE B - MEDIDAS DE RO (nm) DOS GRUPOS

Medidas de RO - grupo C

60.00

50.00

40.00

30.00

20.00

10.00

0.00

Medidas de RO - grupo US

60.00
50.00
40.00

30.00

20.00

10.00

0.00
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40.00
35.00
30.00
25.00
20.00
15.00
10.00

5.00

0.00

Medidas de RO - grupo PL

50.00
45.00
40.00
35.00

30.00 4

25.00
20.00

%0+ =

10.00
5.00
0.00

Medidas de RO - grupo Uspescoco
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50.00
45.00
40.00
35.00

Medidas de RO - grupo PLpescogo

30.00 | *"* ¢+

25.00
20.00
15.00
10.00
5.00
0.00

+ Plpescoco

50.00
45.00
40.00
35.00
30.00

25.00

Medidas de RO - grupo C derme papilar

20.00 * = <

15.00
10.00
5.00
0.00
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40.00
35.00
30.00
25.00
20.00
15.00
10.00

5.00

0.00

Medidas de RO - grupo US Derme Papilar

40.00
35.00
30.00
25.00
20.00
15.00
10.00

5.00

0.00

Medidas de RO - grupo PL Derme Papilar

¢ PL
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50.00
45.00
40.00
35.00
30.00
25.00

20.00 :

15.00
10.00
5.00
0.00

Medidas de RO - grupo C derme reticular

40.00
35.00
30.00
25.00
20.00
15.00
10.00

5.00

0.00

Medidas de RO - grupo US derme reticular

¢ US
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40.00
35.00
30.00
25.00
20.00
15.00
10.00

5.00

0.00

Medidas de RO - grupo PL derme reticular

¢ PL
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9. ANEXOS

ANEXO A - CERTIFICADO DO COMITE DE ETICA

UNMIVERSIDADE DE SAD PALULD
Cavnpies de Ribalirio Proto

L oaiEads il L dvca we Dlse e A nreses

CERTIFICADO

Certilicamos aua o rabaihs [(Prolocoin o 08 1 330053.9), mddulade
Esluds da irnffudres da Ullra-5om e Baixa Inlensidads o do Laser do Baig Poténss
anbre gy Fibras de Colageno da Pese Sadis de Ratos” de aulona de Ana Rosa
Vismardl, por estar de acorda oom 08 Principios Eticos na Expenrmentacac Animal
adeiedn pela Comissao de Etica no Uso de &nimais [CEUA) da Camaus de Ribsirés

Proto = LISP foi gprovads-gm reuniBo da CELR g2 08 0506

Rib&irfe Prals, 3 de ulihd S 2006

Pragidenite oa CELIA
Praf. Or. ‘Wagner Ferraire ooe 5amos

Secretdria de CELA
Mlaria Angsica Daping
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