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RESUMO

JORGE, A. E. S. (2009). Ultrassom pulsado de baixa intensidade na cicatrizacdo de
Ulcera venosa cronica: estudo comparativo de duas técnicas de aplicacdo. 99 f.
Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pos-Graduagdo Interunidades em Bioengenharia —
Escola de Engenharia de Sdo Carlos/ Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/ Instituto de
Quimica de Sédo Carlos — Universidade de Sdo Paulo, Sao Carlos, 2009.

As Ulceras venosas representam um grande problema de saide mundial e elevados custos
associados ao tratamento a longo prazo. A terapia ultrassonica tem sido aplicada por décadas
a fim de acelerar o processo de cicatrizagéo de feridas cronicas. Muitos autores observaram os
efeitos do ultrassom pulsado de baixa intensidade (LIPUS) em Ulceras venosas, no entanto
ndo ha dados concisos sobre os modos de aplicagdo. O objetivo deste estudo foi avaliar a
eficdcia de duas técnicas de aplicacdo (borda e leito) do LIPUS, comparada & terapia
convencional (creme sulfadiazina de prata 1%) na cicatrizacdo de Ulceras venosas cronicas.
Para tanto, vinte e quatro pacientes com ulceras venosas foram avaliados no Ambulatério de
Ulceras da Dermatologia (AUD) do Centro Satde Escola (CSE) da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (FMRP) da Universidade de S&o Paulo (USP) e alocados aleatoriamente nos:
Grupo Borda (média da idade 63 anos; 37,5% mulheres; e 62,5% brancas) com 9 ulceras
(13,49 + 14,41 cm? inicial) tratadas com LIPUS (1,5 MHz, 30 mW/cm?) na borda; Grupo
Leito (média da idade 73 anos; 100% mulheres; e 87,5% brancas) com 8 uUlceras
(15.61 £ 13.36 cm? inicial) tratadas com LIPUS no leito; e Grupo Sulfadiazina (media da
idade 76 anos; 20% mulheres; e 40% brancas) com 7 Ulceras (24,06 + 30,10 cm? inicial)
tratadas diariamente com creme sulfadiazina de prata 1%. Durante o tratamento, as Ulceras
foram fotografadas quinzenalmente e analisadas pelo software ImageJ a fim de se obter a area
ulcerada e posterior indice de Cicatrizacdo da Ulcera (ICU) e Relacdo Esfacelo/ Granulacio
(REG). No Grupo Leito foi realizada uma analise histopatol6gica (contagem de fibroblastos,
células inflamatorias, vasos sanguineos e colageno) a partir de bidpsias coletadas no 1° e no
45° dia de tratamento. Os dados foram analisados pelo teste de efeitos mistos e por Poisson a
fim de comparar os grupos, com um nivel de significancia de 95% (p <0,05). Assim,
considerando as discretas diferencas encontradas no ICU e na REG dos dois grupos irradiados
somadas as alteracdes histopatoldgicas do GL, torna-se evidente a acdo positiva do LIPUS no
tratamento das Ulceras venosas crénicas superior a terapia com sulfadiazina de prata 1%,
independente do local de aplicacéo.

Palavras-chave: Cicatrizagdo. Ulcera venosa cronica. Ultrassom pulsado de baixa
intensidade. Leito. Borda. Analise de imagem. Andlise histopatolégica.



ABSTRACT

JORGE, A. E. S. (2009). Low-intensity pulsed ultrasound on chronic venous ulcer
healing: comparison of two application techniques. 99 f. Dissertacdo (Mestrado) —
Programa de Pés-Graduacéo Interunidades em Bioengenharia — Escola de Engenharia de Séo
Carlos/ Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/ Instituto de Quimica de S&o Carlos —
Universidade de S&o Paulo, Séo Carlos, 2009.

Venous ulcers represent a major health problem in the world and high costs associated with
long-term treatment. Ultrasonic therapy has been applied for decades to enhance the process
of chronics wound healing. Many authors have assessed the effects of LIPUS on venous
ulcers, but there were no data about the different application techniques. This study aimed to
assess the effectiveness of two application techniques (edge and bed) of LIPUS, comparing
with the conventional therapy (1% silver sulfadiazine cream) on the chronic venous ulcers
healing. Therefore, twenty four patients with venous ulcers were evaluated at the Ulcers
Outpatient of Dermatology at the Teaching Health Center, Faculty of Medicine of Ribeirdo
Preto - University of Sdo Paulo (FMRP-USP) and randomly allocated, as follows: Edge
Group (mean age 62.9 years, 37.5% women, 62.5% white) with nine ulcers
(13,49 + 14,41 cm?) treated with LIPUS (1.5 MHz, 30 mW/cm?) at the edge, Bed Group
(mean age 72.6 years, 100% women, 87.5% white) with eight ulcers (15.61 + 13.36 cm?)
treated with the same LIPUS at the bed and Sulfadiazine Group (mean age 75.7 years, 20%
women, 40% white) with seven ulcers (24,06 + 30,10 cm?) treated daily with 1% silver
sulfadiazine cream. During treatment, they were photographed every fifteen days and
analyzed with the software ImageJ to obtain the ulcerated area, Wound Healing Index (WHI)
and Sphacel and Granulation Ratio (SGR) from all ulcers. At the Bed Group, it was
performed a histopathological analysis (fibroblasts, inflammatory cells, blood vessels, and
collagen counting) from biopsies collected at the 1% and the 45" treatment day. Data were
analyzed by mixed effects and Poisson tests for comparison among groups, with the level of
significance set at 95% (p<0.05). Thus, considering the slight differences found in ICU and
REG of irradiated groups and GL histopathological changes, it is evident better effects in
chronic venous ulcers with LIPUS treatment than conventional therapy with silver

sulfadiazine 1%, independently of application site.

Keywords: Wound healing. Chronic venous ulcer. Low-intensity pulsed ultrasound. Bed.
Edge. Image analysis. Histopathological analysis.
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A Ulcera venosa é a manifestacdo clinica tardia da Insuficiéncia Venosa Cronica
(IVC), a qual conduz a uma hipertensdo venosa persistente. Representa a maior prevaléncia
(70 a 80%) das ulceras de perna (MILLER, 2000) e tem incidéncia de até 1% na populacéo
mundial adulta (MARGOLIS et al., 2004). No Brasil, Cabral (2000) demonstrou que a
incidéncia e a prevaléncia de Ulceras venosas sdo altas e responsaveis pela segunda causa de
afastamento do trabalho.

Com isso, 0 objetivo das pesquisas na cicatrizacdo € desenvolver produtos, técnicas e
métodos que estimulem e acelerem 0 processo cicatricial e evitem recidivas. Dentre as
indmeras formas de tratamento das Ulceras venosas cronicas, o uso do Ultrassom Pulsado de
Baixa Intensidade (LIPUS - Low-Intensity Pulsed Ultrasound) esta indicado. Desde a década
de 60, pesquisas apontam evidéncias consideraveis sobre uso do LIPUS como recurso
terapéutico na cicatrizacdo dessas Ulceras (ANASTACIO, 2000; CALLAM, 1987; DYSON;
FRANKS; SUCKLING, 1976; HILARIO, 1993; SANTANA, 2006; WEICHENTHAL et
al., 1997).

No entanto, a maioria dos estudos utiliza protocolos com aplicacdo do ultrassom
(US) na borda da ulcera (na pele integra) em detrimento de seu leito. Provaveis razdes a
respeito dessa escolha apontam riscos de contaminagdo, de causar trauma ou dor
(POLTAWSKI; WATSON, 2007). Por isso, é valido examinar qual a melhor técnica de
aplicacdo dessas ondas sonoras, visto que esse tema € pouco abordado na literatura.

Por sugestdo de alguns pesquisadores (JOHANNSEN; NYHOLM; KARLSMARK,
1998; MENDONCA et al., 2006; POLTAWSKI; WATSON, 2007) e pela necessidade de
entender o mecanismo de interacdo do LIPUS aplicado diretamente no leito das ulceras,
justifica-se este trabalho. Com isso, o presente estudo avaliou a eficacia de duas técnicas de
aplicacdo do LIPUS, como na borda e no leito das ulceras venosas, comparando-as com 0
tratamento convencional a base de creme sulfadiazina de prata 1%.

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar a eficacia terapéutica de duas
técnicas de aplicacdo (borda versus leito) do LIPUS no tratamento de Ulceras venosas
cronicas. Para isso, a dindmica da cicatrizacdo foi avaliada clinicamente pelo Indice de
Cicatrizacdo da Ulcera (ICU) e pela Relagdo Esfacelo/Granulacio (REG); e histologicamente
pela quantificacdo de fibroblastos, de células inflamatdrias, de vasos sanguineos e de

colageno.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19097683?ordinalpos=4&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum�

16

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA



17

2.1 Pele

A pele (cutis) é o 6rgdo mais extenso do ser humano e representa 16% da massa de
seu corpo. De acordo com a Figura 1, € composta por duas camadas principais: a epiderme,
mais superficial e onde se encontram as estruturas anexais; e a derme, que contém o
suprimento sanguineo e a inervacdo da pele. Logo abaixo, situa-se o tecido subcutaneo
(hipoderme), constituido de tecido adiposo (McGRATH; EADY; POPE, 2004).

Epiderme

Derme

Hipo-
derme

Figura 1 - Representacdo das camadas da pele: epiderme, derme e hipoderme
Fonte: Satde Total (2009)

Inimeras sdo suas fungdes: protege 0 organismo contra substancias lesivas e contra a
desidratacdo; auxilia na regulacdo da temperatura corporal; atua como 6rgdo sensitivo de
pressdo, temperatura e dor; excreta agua, lipideos e outras substancias pelas glandulas;
barreira contra a radiacdo ultravioleta (UV); e exerce protegdo mecénica devido a presenca de
elastina e de fibras colagenas (SAMPAIQ, 2001).

2.2 Anatomia da Pele

2.2.1  Epiderme

A epiderme, demonstrada na Figura 1, é constituida por um epitélio pavimentoso
pluriestratificado queratinizado (avascular) e apresenta 4 tipos celulares: queratindcitos,
células mais abundantes nessa camada (95% do total); melandcitos, que sintetizam a
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melanina; células de Langerhans ou dendriticas, apresentadoras de antigenos; e células de
Merkel, que atuam como mecanorreceptores (GARTNER, 2003).

Os queratindcitos sdo renovados devido a mitoses continuas da membrana basal da
epiderme. As celulas recem formadas migram dessa camada mais profunda a superficie da
pele, onde morrem e sofrem descamacdo (McGRATH; EADY; POPE, 2004).
Morfologicamente, a epiderme é dividida em 5 zonas, da mais profunda a superficie: estrato
basal (germinativo); estrato espinhoso (malpighiano); estrato granuloso; estrato ldcido

(presente apenas em pele espessa); e estrato corneo (GARTNER, 2003).

2.2.2 Derme

A derme (cérion) é formada por um tecido conjuntivo denso ndo-modelado e situa-se
subjacente a epiderme, dessa separada pela membrana basal. Essa regido da pele apresenta
duas camadas: a papilar, mais frouxa e superficial; e a reticular, mais densa e profunda
(GARTNER, 2003).

* TeECIDO CONJUNTIVO:

O tecido conjuntivo é composto por uma matriz extracelular (MEC) e células, sendo
responsavel por algumas fungdes, como sustentacdo estrutural, preenchimento, nutricao,
transporte (meio para trocas), defesa e reparo tecidual (GARTNER, 2003).

A MEC é constituida por proteinas fibrosas (colageno e elastina) imersas em uma
substancia fundamental amorfa (SFA), cujo componente principal € um gel hidrofilico de
polissacarideos associados ou ndo a proteinas, isto &, glicosaminoglicanas (GAGS),
proteogicanas e glicoproteinas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2000).

Os tipos celulares presentes na derme sdo: células fixas, que se desenvolvem e
permanecem no préprio tecido, como fibroblastos (mais abundante no tecido conjuntivo),
mastocitos, macrdéfagos e células adiposas; e células transitorias, que migram da corrente
sanguinea para a derme quando recrutadas, como plasmocitos, linfocitos, neutrdfilos,
eosinofilos, basofilos, mondcitos e macréfagos (GARTNER, 2003).

Quanto ao colageno, participa do reparo da pele traumatizada ou ulcerada. E uma
proteina fibrosa alongada que constitui aproximadamente um terco do total de polipeptideos
do organismo (na derme, o colageno tipo 1 predomina). A fibra de colageno é formada por
subunidades delgadas, o tropocolageno (Figura 2), composta por trés cadeias a entrelacadas
em tripla-hélice (MINOR, 1980).
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Figura 2 —Porcdo de uma molécula de tropocolageno
Fonte: Culav, Clark e Merrilees (1999)

= VASCULARIZACAO SANGUINEA, LINFATICA E INERVACAO

Na derme encontram-se ainda 0s vasos sanguineos e linfaticos e as estruturas
nervosas, além dos anexos da pele, como glandulas sudoriparas, foliculos pilosos e 0 musculo
eretor do pélo (SAMPAIOQ, 2001).

As artérias calibrosas do tecido subcutaneo ramificam-se e penetram na camada
reticular da derme, onde se unem e formam reticulos cutaneos. Esses emitem ramos & camada
papilar da derme e formam as redes subpapilares, que irrigam as papilas, glandulas sebaceas e
foliculos pilosos (BAILEY, 1973).

Além disso, os vasos linfaticos sdo formados por uma camada de células endoteliais
e se apresentam em algas na derme papilar, as quais desembocam no plexo linfatico profundo,
que se localiza entre a derme e o tecido subcutdneo. Eles também circundam glandulas
sebaceas, sudoriparas e foliculos pilosos (SAMPAIO, 2001).

Em relacdo a inervacdo, a pele contém nervos cutaneos sensitivos, mielinizadaos,
que se apresentam em terminacgOes nervosas livres ou nociceptivas (receptores de dor) na
epiderme e formacfes mais complexas (6rgdos terminais especificos) - como os Corpusculos
de Vater-Pacini, tateis de Meissner, de Krause, de Ruffini e os Meniscos de Merkel-Ranvier -
na derme das faces plantar e palmar, labios e genitais (REBOLLO, 1973; SAMPAIO, 2001).

2.2.3  Tecido subcutaneo (Hipoderme)

A hipoderme representa a camada mais profunda da pele e é composta por tecido
adiposo de espessura variavel, também chamada de paniculo adiposo. Esta camada tem a
funcdo de reserva energética, isolamento téermico e protecdo mecéanica do corpo as agressoes
fisicas externas (SAMPAIOQ, 2001).
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2.3 Reparo Tecidual

O ser humano é capaz de substituir suas préprias células e reparar o tecido que foi
lesado por qualquer agente fisico, quimico ou bioldgico estranho a ele. Isso garante a
manutengéo da integridade tecidual e sua homeostase e ocorre por duas vias, como mostra a
Figura 3: a da regeneracgdo, que € o reparo tissular por células idénticas as lesadas, e a da
substituicdo por tecido conjuntivo (fibroplasia ou fibrose), com perda funcional do tecido
acometido e posterior formacéo de cicatriz (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000).

Regeneracao

Figura 3 — Reparo tecidual por regeneracéo e por fibrose

2.3.1 Cicatrizagéo

A cicatrizagdo (fibrose) ocorre quando as células parenquimatosas e a MEC s&o
acometidas e impossibilitadas de gerar novos tecidos. Na tentativa de reestruturar a parte
lesada, o organismo sofre um processo complexo e dindmico desencadeado por sinalizacéo
bioquimica e mediadores inflamatérios no local da lesdo. Com isso, 0 espago é substituido por
tecido conjuntivo, que produz fibrose e posterior cicatriz (BALBINO, 2005).

Esse processo € constituido por uma cascata de eventos que se sobrepdem e,
didaticamente, pode ser representado pelas seguintes fases: de coagulacdo, inflamatoria, de
fibroplasia e de remodelamento (STEED, 2003).
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= FASE DE COAGULACAO

A lesdo por fissura ou erosdo da pele frequentemente leva a ruptura dos vasos e
capilares sanguineos adjacentes e subsequente extravasamento de constituintes como plasma,
plaquetas, fibrinogénio e fibrina para a MEC. Esse processo constitui a primeira onda de
sinalizadores para ocorrer o reparo tecidual (BALBINO, 2005).

Apbs o trauma, ocorre uma resposta vasculomotora imediata que permite o
estancamento do sangue. A vasoconstricdo, que propicia a homeostasia, € mediada pela
descarga adrenérgica e pela degranulagao de mastdcitos (STADELMANN, 1998).

Em seguida, ocorre uma vasodilatacdo local e aumento da permeabilidade dos
capilares, o que contribui para a adesdo leucocitaria no endotélio e para o extravasamento de
mediadores pro-inflamatorios. As plaquetas iniciam um processo de agregacdo devido a
exposicdo de colageno subendotelial e ativam a cascata da coagulacdo sanguinea (WITTE;
BARBUL,1997).

As plaquetas agregadas formam um trombo (coagulo) que tampona provisoriamente
a lesdo endotelial. Juntamente a trombina, a fibronectina e a fragmentos plaquetéarios, esse
coagulo libera citocinas, fatores de crescimento, como Fator de Crescimento Derivado de
Plagueta (PDGF), Fator de Transformacdo de Crescimento Beta (TGF-B), Fator de
Crescimento de Fibroblastos (FGF), Fator de Crescimento Epidérmico (EGF) e Fator de
Agregacdo Plaquetaria (PAF), assim como serotonina, bradicinina e histamina
(STADELMANN, 1998; WITTE; BARBUL, 1997).

Esse coagulo, incrementado por fibrina, representa um importante gradiente quimico
sinalizador de células inflamatorias, como neutréfilos, mondcitos, macréfagos, fibroblastos e

células endoteliais.

* FASE INFLAMATORIA

Os neutrofilos ou polimorfonucleares (PMN) sdo os primeiros tipos celulares a
migrarem para o sitio da lesdo em até 24 horas, 0s quais sdo responsaveis pela fagocitose de
micro-organismos, restos celulares e agentes estranhos a ferida. A proliferagdo dessas células
¢ ativada pelo aumento da permeabilidade vascular e por um gradiente de substancias
quimiotaticas, como fatores de complemento, IL-1p, Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a),
TGF-B, Fator Plaquetéario 4 (PF-4) e produtos bacterianos (WITTE; BARBUL, 1997).

Os macrofagos, derivados de mondcitos, constituem o tipo celular mais expressivo e
abundante na fase inflamatdria apos 48 horas aproximadamente. Além de complementarem a

atividade fagocitaria exercida pelos neutrofilos, removem seus restos celulares, desbridam a
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ferida e liberam peptideos (IL-1 e TNF-a) as células T auxiliares (linfocitos). Além disso,
também sdo responsaveis pela quimiotaxia (PDGF e TGF- B como sinalizadores) de
fibroblastos e subsequente sintese e degradacdo de coldgeno (BALBINO, 2005;
DIEGELMANN; EVANS, 2004). Macrofagos também sintetizam Oxido Nitrico (NO), que
exerce propriedades antimicrobianas. Essa substdncia é ativada pela enzima NO sintase
induzida (iNOS), estimulada por citocinas e células pro-inflamatorias, como linfdcitos
(WITTE; BARBUL, 1997).

Os linfocitos recolhem neutrdfilos inativos, induzem a angiogénese e liberam
citocinas, como Interferon (IFN) e IL, que sd@o mitogénicos e quimiotaticos para fibroblastos
(AGAIBY, 1999; STADELMANN, 1998).

* FASE PROLIFERATIVA

Esta fase, que ocorre entre o segundo e o terceiro dia pos-lesdo, é caracterizada pela
proliferacdo de fibroblastos e células endoteliais. Os principais mediadores dessa fase séo
citocinas e fatores de crescimento, como PDGF e EGF, liberados por plaguetas e macro6fagos
presentes no local (AGAIBY, 1999).

Os fibroblastos migram e proliferam na MEC, composta por fibronectina e acido
hialurdnico, a qual garantira o suporte necessario para a fibroplasia. Esse fendmeno é
caracterizado pela sintese de GAGs e colageno, o que torna o tecido conjuntivo mais
resistente pela deposicdo e agregacédo dessas fibras (STADELMANN, 1998).

Paralela a fibroplasia, a angiogénese local é induzida pela baixa tensédo de oxigénio
tissular e por fatores de crescimento (TGF-B e PDGF). Essa neovascularizgdo ocorre pelo
estimulo de receptores de Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) que se
encontram no endotélio de vasos ndo-lesados e propicia o suporte nutricional dos fibroblastos.
As células endoteliais secretam colagenase e degradam os ativadores de plasminogénio,
migram e formam novos tubos capilares no leito da ferida (BALBINO, 2005;
STADELMANN, 1998).

Assim, o tecido de granulacdo é formado, sendo composto por fibroblastos, vasos
neoformados e macréfagos suportados por uma matriz frouxa de fibronectina, &cido
hialurénico e colageno. Segundo Balbino (2005), esse novo tecido exerce papel de
preenchimento e sustenta a migracdo de fibroblastos e queratindcitos da borda ao centro da
ferida, os quais sdo proliferados por estimulo do TGF-B, caracterizando a fase de re-

epitelizacdo.
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A contracdo da ferida ocorre pela re-epitelizacdo e pela aproximacgéo de suas bordas,
realizada por miofibroblastos (fenétipo de fibroblastos ativados pelo TGF-B). Essa nova
célula apresenta capacidade contratil similar as celulas do tecido muscular liso, garantindo o
movimento centripeto das bordas da lesdo (WITTE; BARBUL, 1997).

Por fim, ocorre o processo de maturacdo, no qual os fibroblastos instalados no leito
da ferida sintetizardo colageno, que passara a ser o principal componente da nova matriz. A
deposicdo de fibras colagenas é essencial a resisténcia do tecido neoformado. O tecido de
granulacdo, antes altamente vascularizado e habitado por muitas células, agora apresenta

caracteristicas de uma massa fibrética avascular e acelular, denominada cicatriz.

* FASE DE REMODELAMENTO

O remodelamento da cicatriz € caracterizado pelo balanco entre sintese e degradagéo
do colageno anteriormente depositado. Segundo Witte e Barbul (1997), a enzima colagenase,
responsavel pela quebra da estrutura do colageno, é controlada por citocinas e fatores de
crescimento langados por fibroblastos (TNF, IL-18, PDGF, TGF-p) e queratirocitos (EGF e
TGF-p).

O colageno tipo Il é substituido em sua maioria pelo coladgeno tipo | e hd uma
remodelagem dessas fibras de acordo com a diregdo das tensOes aplicadas no tecido. A
cicatrizacdo, apds o terceiro més, atinge permanentemente sua maxima resisténcia, que
corresponde de 70 a 80 % da pele integra (DIEGELMANN; EVANS, 2004).

2.4 Ulceras Venosas

A Ulcera é uma ferida crénica da pele que se estende a derme com taxa lenta de
cicatrizacdo, presente a mais de quatro semanas (PATEL; LABROPOULQOS; PAPPAS,
2006). Essa afeccdo € um problema comum e muito relevante nos servicos de saude, com
incidéncia entre 0,2 a 1 % na populacdo adulta mundial (MARGOLIS, 2002).

Embora ndo haja dados nacionais concisos, Cabral (2000) demonstrou que a
incidéncia e a prevaléncia de Ulceras de perna sdo altas, especialmente as venosas, as quais
representam a segunda causa de afastamento do trabalho no Brasil. Em um levantamento
realizado em Juiz de Fora (MG), Frade et al. (2005) observaram uma prevaléncia das Ulceras
venosas (59%) dentre as Ulceras de perna, com duracdo média de 94,2 meses e 50% de casos
recidivantes. Os impactos psiquico, social e econdmico dessas lesGes crénicas repercutem em
elevados custos financeiros e em profundas consequéncias sociais sobre o0s pacientes

ulcerados.
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As Ulceras venosas representam a maior prevaléncia (70 a 80 %) das Ulceras de perna
(MILLER, 2000), também denominadas como Ulceras varicosas, Ulceras de estase, Ulceras
hipoestaticas ou Ulceras gravitacionais. Essa lesdo prejudica a qualidade de vida dos pacientes
e constitui um importante desafio a equipe de saude devido a sua alta morbidade e ao seu
comportamento  crébnico e imprevisivel, associado a uma carga econdmica
(VALENCIA, 2001).

Nos EUA, 4% da populacdo acima de 65 anos apresenta Ulcera venosa e a propor¢ao
é de 3:1 entre mulheres e homens, respectivamente. Esse pais gasta em torno de 1 bilhdo de
dolares por ano no tratamento dessa afeccdo (MARGOLIS et al., 2002; MILLER; PHILLIPS,
2000; PATEL; LABROPOULOS; PAPPAS, 2006).

2.4.1 Etiologia e patogénese

= ANATOMIA E FISIOLOGIA DO SISTEMA VENOSO

A circulacdo venosa da perna é dividida em trés componentes basicos: veias
superficiais, veias comunicantes ou perfurantes e veias profundas. O sistema venoso
superficial é interligado ao sistema profundo pelos ramos comunicantes. Essas veias possuem
valvulas bicuspides que permitem a passagem unidirecional do fluxo sanguineo em condicdes
normais (BURNAND et al., 1977).

O retorno venoso ocorre de forma ativa e passiva. A primeira é garantida pelo
mecanismo de bomba muscular das pernas. Ao caminhar, a musculatura da panturrilha
(musculos gastrocnémio e séleo) contrai e comprimi as veias profundas, o que aumenta a
pressdo no sistema venoso e impulsiona o sangue ao coracdo. Nessa ocasido, as valvulas das
veias comunicantes se fecham para evitar um refluxo sanguineo e consequente aumento na
presséo do sistema superficial (BURNAND et al., 1977).

J& 0 mecanismo passivo ocorre durante o repouso. Nessa condi¢do, o gradiente de
pressdo determina a passagem do sangue, que segue das veias superficiais onde ha elevada
pressdo hidrostatica, ao sistema venoso profundo (PATEL; LABROPOULOS;
PAPPAS, 2006).

= FISIOPATOLOGIA
Quando ha uma faléncia do sistema venoso ou uma disfuncdo do mecanismo de
bomba muscular, ocorre um fenémeno chamado Insuficiéncia Venosa Croénica (IVC), que

leva a hipertensdo venosa persistente. A etiologia dessa afec¢do € atribuida a um dos fatores
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descritos: disfuncdo valvar das veias superficiais, comunicantes ou profundas; obstrugéo do
sistema venoso profundo; disfungdo da musculatura da panturrilha (VALENCIA, 2001).

A patogénese da Ulcera venosa cronica ainda é controversa e ndo ha consenso geral
de sua evolucdo, no entanto, sdo consideradas trés hipoOteses consistentes e que tém como
fator comum a hipertensdo venosa persistente.

A primeira e mais antiga hipdtese descreve a formacdo de uma barreira de fibrina
perivascular. Segundo Burnand et al. (1982), a hipertensdo venosa cronica distende o0s
capilares sanguineos e abre as juncbes endoteliais permitindo, assim, o extravasamento
intersticial de macromoléculas, como o fibrinogénio. Devido a anormalidade fibrinolitica,
logo ha formacdo de um tampdo de fibrina, que constitui uma barreira & difusdo de oxigénio e
nutrientes. Com isso, ha hipdxia tecidual, morte celular, necrose e, consequentemente,
ulceracéo.

A segunda hipotese envolve a adesdo leucocitaria e decorrente inflamagéo
persistente. Devido a hipertensdo venosa, o gradiente de pressdo entre o sistema venoso e
arterial (perfusdo sanguinea) reduz e com isso o fluxo sanguineo nos capilares venosos
diminui. Em decorréncia disso, no endotélio desses vasos ocorre uma agregacéo de leucocitos,
que langcam enzimas proteoliticas (colagenase e elastase), citocinas, radicais livres e fatores
quimiotaticos, além de atuarem como barreira fisica. Esses mediadores aumentam a
permeabilidade vascular e permitem a passagem de fibrinogénio para o tecido pericapilar,
posterior formacdo da barreira de fibrina e, por fim, ulceracdo (COLERIDGE-SMITH et
al., 1988).

A terceira hipotese propde a inibi¢do de certos fatores de crescimento endégenos. A
distensdo dos capilares sanguineos devido a hipertensdo venosa favorece o extravasamento de
macromoléculas, como o fibrinogénio e a macroglobulina-a, para o tecido adjacente. Essas
macromoléculas inibem os fatores de crescimento responsaveis pela manutencdo da
integridade tecidual e pelo processo de reparo, como o TGF-f (FALANGA,
EAGLSTEIN, 1993).

Ainda assim, recentemente foi criada a hipdtese de que o desencadeamento e a
persisténcia das uUlceras venosas sdo induzidos pela lesdo por isquemia-reperfusdo, em que
leucdcitos sdo ativados e espécies reativas de oxigénio lesionam o tecido (MUSTOE;
O’SHAUGHNESSY; KLOETERS, 2006).



26

2.4.2  Historia clinica

Pacientes ulcerados apresentam um conjunto de fatores intrinsecos a IVC.
Geralmente, h& grande desconforto associado a Ulcera venosa e seu prognostico é imprevisivel
e individual.

Segundo Finlayson (2009), ulceras recidivantes tém prevaléncia de até 70% dos

casos. Essa recorréncia esta atrelada a certos fatores de risco, como tempo prolongado de
Ulcera e caso de insuficiéncia venosa profunda.

2.4.3  Diagnostico

O diagnostico baseia-se nos achados clinicos advindos de um criterioso e acurado
exame fisico e da histdria pregressa do paciente. Alguns sinais e sintomas sao caracteristicos,
como: edema nos membros inferiores (MMII), veias varicosas, hiperpigmentacdo (dermatite
ocre) devido ao extravasamento de hemossiderina, dermatite (eczema) de estase venosa,
lipodermatoesclerose (induragdo) e perna com aparéncia de “garrafa de champanha invertida”
(KACHEMOUNE, 2002; VALENCIA, 2001).

Frequentemente as Ulceras venosas localizam-se no terco distal e na face medial da
perna, proximas ao maléolo interno. Suas bordas sdo irregulares, porém bem delimitadas, e
tanto seu tamanho quanto sua profundidade sdo variaveis. Apresentam exsudato amarelado
em quantidade moderada a intensa e fibrina (ou esfacelo) contida no tecido de granulacéo,
como demonstra a Figura 4. O odor pode ser forte na ocorréncia de infeccdo e a dor nem
sempre esta presente (ABBADE, 2004; MILLER, 2000).
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Figura 4 — Ulceras venosas cronicas: tecido de granulacdo com presenca de esfacelo
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Muitas vezes faz-se necesséaria uma avaliacdo pelo método ndo-invasivo do Doppler
(ultrassonometria) na busca de possivel obstrucdo venosa. Quando o paciente apresenta sinais
de atrofia da musculatura da perna, a pletismografia é requerida para mensurar o grau de
disfuncdo da bomba muscular (PATEL; LABROPOULOS; PAPPAS, 2006).

2.4.4  Progndstico

A progressdo da Ulcera venosa cronica € tida como individual e complexa, no entanto
alguns estudos demonstram ferramentas Uteis para se avaliar a evolucao de cada caso.

Uma das alternativas que prediz a taxa de cicatrizacdo da Ulcera, ou seja, a
velocidade com que ela é reparada, consiste em averiguar a porcentagem de mudanca da area
durante as quatro semanas iniciais de tratamento. Alguns autores (KANTOR; MARGOLIS et
al., 2004; PHILLIPS et al., 2000; ROBSON et al., 2000; SHEEHAN, 2003) afirmam que essa
estratégia prediz com confianca a trajetoria dessas Ulceras, classificando-as em de dificil ou
facil cicatrizacdo.

A éarea inicial da Ulcera, antes de se iniciar a proposta terapéutica, também é levada
em conta (MARGOLIS et al., 2004; PHILLIPS et al., 2000; SKENE et al., 1992). Esses
autores afirmam que Ulceras pequenas — menores que 5 cm?® (PHILLIPS et al., 2000) —
cicatrizam com maior velocidade do que Ulceras médias a grandes.

Essa medida pode ser realizada de diversas maneiras: por planimetria; por medidas
de comprimento e de largura; e por analise de imagem a partir de programas computacionais
(MANI, 2001). Essa ultima pode ser considerada a ferramenta mais fidedigna, pois a partir de
imagens digitais sdo fornecidos dados quantitativos da analise morfoldgica da Ulcera. Um
exemplo disso, é o Imagel, um software livre que fornece a area total da ferida, bem como a
de seus tecidos - de granulacdo, caracterizado pela cor vermelha; e esfacelo ou fibrina, na cor
amarela (CAETANO et al., 2009; SANTANA, 2006).

2.45 Fatores de risco

Alguns aspectos gerais devem ser considerados fatores de risco potenciais a
predisposicdo de IVC e consequente Ulcera venosa, como sexo (feminino), faixa etaria
(idosos), raca, obesidade, nimero de gestacOes, historia familiar de varicosidades, historia
pregressa de fratura de perna (tromboembolia), profissdo (ortostatismo prolongado),
tabagismo e caréncia de servico médico (GREY, 2006; MAFFEI, 2002).
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Fatores sistémicos, como o estado nutricional (deficiéncias vitaminicas e protéicas),
presenca de infeccdo e resposta imunoldgica alterada, interferem no prognostico de
cicatrizacdo da Ulcera (WERDIN; TENENHAUS; RENNEKAMPFF, 2008). Outros fatores
também estdo envolvidos, como o estado metabolico (presenca de Diabetes mellitus), o estado
hormonal (glicocorticdides inibem a sintese de coldgeno) e o estado circulatério -
anormalidades venosas, arteriais e linfaticas (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000).

Segundo Margolis, Berlin e Strom (1999), também afetam a cicatrizacdo fatores
locais, como presenca de tecido desvitalizado ou necrotico, quantidade exacerbada de fibrina

ou esfacelo (mais de 50% da Ulcera), corpos estranhos, tamanho e localizagdo da ferida.

2.4.6 Interacdo medicamentosa

Segundo Karukonda et al. (2000), alguns medicamentos podem afetar a dindmica do
reparo das lesbes, cada qual com seu mecanismo de blogueio. Drogas antiplaquetarias
(aspirina) e agentes anti-inflamatérios néo-esteroidais prejudicam a fase de coagulacao.
Corticosteroides suprimem a fase inflamatoria ao inibir o recrutamento de leucdcitos e
interferem na formacdo tecidual ao impedir a proliferacdo de queratindcitos. A colchicina
impede a formacdo do tecido de granulacdo. Antissépticos tém acdo tdxica contra

queratindcitos e fibroblastos.

2.4.7 Tratamento

O objetivo das pesquisas em cicatrizacédo de Ulceras é desenvolver produtos, técnicas
e métodos que estimulem e acelerem seu processo e previnam recidivas. Para que qualquer
terapia seja eficaz, é necessario considerar cautelosamente os fatores individuais do paciente,
que também deve colaborar com o profissional da saude. Conscientizacdo da moléstia,
higienizacdo adequada e assiduidade ao tratamento sdo principios que contribuem para seu
sucesso (WERDIN; TENENHAUS; RENNEKAMPFF, 2008).

Um conceito que compreende caracteristicas intrinsecas aos cuidados com a ferida
foi adotado pela The Wound Healing Society. TIME é o acronimo em inglés utilizado para
melhor avaliar os elementos envolvidos na Ulcera venosa, como tecido (tissue), infeccao
(infection), umidade (moisture) e borda da ferida (edge). Qualidade do tecido (desvitalizado
ou necrdtico), presencga de infeccdo, estado de hidratagdo e inspecdo da borda da ferida sdo
pontos de partida para uma adequada terapia (KEAST, 2007; WERDIN; TENENHAUS;
RENNEKAMPFF, 2008).



29

A partir dessa andlise criteriosa, o profissional da salde elege a opcdo terapéutica
mais apropriada. Convencionalmente, o tratamento baseia-se na terapia de compressao e na
aplicacdo de agentes topicos e de curativos oclusivos. Quando necessario, a antibioticoterapia
oral é recomendada.

H& muitos anos a terapia por compressdo é tida como cuidado primario das ulceras
venosas, pois controla sua doenca de origem: a IVC. Pode ser realizada de duas maneiras:
pelo uso de meias elasticas especiais que exercem uma pressdo de 30 a 40 mmHg; ou por
bandagens com faixas elasticas, que séo aplicadas firmemente do tornozelo ao joelho,
exercendo um gradiente de pressdo ascendente. Ha também uma bandagem semirrigida
impregnada por uma pasta de Oxido de Zinco denominada Bota de Unna. Sua utilizagio
promove atividade fibrinolitica e reducdo do desconforto, mas frequentemente promove
bastante exsudato (ABBADE, 2004; KUNIMOTO, 2001).

Os agentes antibioticos tdpicos previnem ou tratam a infeccdo instalada na lesdo e
reduzem a contaminagéo bacteriana. Com isso, o odor, o exsudato, a inflamagéo exacerbada e
a dor diminuem. Os principios ativos comumente utilizados incluem a neomicina, a
polimixina, a sulfadiazina de prata 1%, entre outros (EAGLSTEIN, 1997; FALANGA, 1998).

Os agentes desbridantes enziméaticos promovem a remocao do tecido necrético e
desvitalizado, o que auxilia na formacéo do tecido de granulagdo. Os mais utilizados s&o as
colagenases, a papaina e a tripsina (VALENCIA, 2001).

Os curativos oclusivos sdo responsaveis por manter o leito da ferida umido, que
favorece o processo de cicatrizacdo, e protegem contra agressdes externas. Esses curativos
apresentam acdo desbridante autolitica suave, reducdo e prevencéo a infecgdes, diminuigdo da
dor e estimulagéo do tecido de granulagdo. As categorias dessas coberturas compreendem os
filmes, os hidrocoldides, o hidrogel, os alginatos e as coberturas absorventes
(EAGLSTEIN, 1997; KUNIMOTO, 2001).

H& outras opcles terapéuticas mais sofisticadas, porém dispendiosas. Constituem
aplicacdo de fatores de crescimento topicos (PDGF), enxertos de pele autdloga, bioengenharia
de tecido (cultura de fibroblastos e queratindcitos) e terapia génica (HARDING, 2002;
MUSTOE, 2004).

Como coadjuvantes, existem alguns aparelhos responsaveis por estimular o reparo
tecidual e melhorar a resisténcia mecénica da cicatriz. Dentre esses, encontram-se a
fototerapia com Laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation —

Amplificacdo da Luz pela Emissdo Estimulada de Radiacdo) e LED (Light Emitting Diode —
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Diodo Emissor de Luz); a estimulacéo elétrica de alta-voltagem e o Ultrassom, cada qual com

seu mecanismo proprio de interacdo com o tecido ulcerado.

2.5 Ultrassom

2.5.1 Base fisica

O som é uma onda mecénica que, ao se propagar, causa perturbagdes vibratdrias em
particulas contidas em um meio gasoso, liquido ou sélido, conforme a Figura 5. O movimento
periddico e ordenado dessas particulas gera uma transmissdo de energia cinética para sua

vizinhanca, caracterizando a energia acustica.
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Onda Sonora

Figura 5 —Movimento oscilatério de particulas e a onda sonora

O US ¢ a radiacdo sonora cuja frequéncia esta acima do limiar méximo da audicao
humana, que corresponde a aproximadamente 20 kHz (LEIGHTON, 2007).

A propagacdo do US em meios sélidos ocorre por trés modos: longitudinal,
transversal e superficial. Ondas longitudinais apresentam direcdo de propagacdo da energia
paralela & diregdo oscilatoria das particulas, j& as ondas transversais deslocam-se
perpendicularmente. Em meios gasosos e liquidos, como em tecidos bioldgicos, ocorre apenas
propagacdo longitudinal, em que ha regibes de rarefacdo e compressdo criadas pelo
movimento das particulas (GRANDOLFO, 1987).

2.5.2 Caracteristicas das ondas sonoras

Algumas caracteristicas basicas de uma onda serdo descritas brevemente, como

comprimento, amplitude, frequéncia e periodo e velocidade de propagacéo (Figura 6).
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Figura 6 — Caracteristicas de uma onda sonora

O comprimento de onda (A) é caracterizado pela distancia entre as duas regioes
vizinhas de compressao e rarefacdo do meio em um determinado instante.
A amplitude (A) é a distancia méxima do deslocamento de uma particula em relagéo

a sua posicao de repouso.
A frequéncia (f) € o nimero de repeti¢des ciclicas de uma particula por unidade de

tempo (Figura 7).
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Figura 7 — Frequéncias de onda distintas

O periodo (T) é o inverso da frequéncia. E descrito pelo tempo que uma particula
leva para completar um ciclo oscilatorio.

A velocidade de propagacdo (c) de uma onda € descrita como a distancia percorrida
pela particula por unidade de tempo. E diretamente proporcional ao seu comprimento de onda

e a frequéncia, dada pela equacdo: c= A . f.

2.5.3  Producao

A radiagdo ultrassonica é gerada por um transdutor, que recebe a energia elétrica do
aparelho de US e a converte em energia acustica. Tal fato ocorre devido ao fenémeno

piezoelétrico, que é a capacidade de materiais naturais — cristais de quartzo ou turmalina — ou
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ceramicas sintéticas de transformarem energia elétrica em energia mecanica, e vice-versa
(WELLS, 1977).

O transdutor comumente utilizado na préatica terapéutica é cilindrico e feito de
material cerdmico sintético, como o Titanato Zirconato de Chumbo (PZT). Ao passar a
corrente elétrica, o dispositivo contrai e expande numa frequéncia de ressonancia que
determinara a frequéncia do aparelho. Na fisioterapia, esse parametro varia de 0,75 a 5,0 MHz
(Ter HAAR, 1999).

2.5.4  Campo acustico e energia

O campo acustico € a regido na qual € encontrada a energia ultrassénica emitida pelo
transdutor. Segundo Dyson (1990), esse campo apresenta uma configuragdo complexa e é
dividido em duas regifes: campo proximo ou Zona de Fresnel, na qual a distribuicdo
energetica € heterogénea, e o campo distante ou Zona de Fraunhofer, em que hd uma

distribuicdo de energia mais homogénea, como mostra a Figura 8.

”i'l| proxima Camp
(zona da Fresneal) |"“f—u1u|r

Figura 8 — Campo acustico do US

A energia total (E) transmitida pelo feixe de US em uma unidade de tempo €
denominada Poténcia e ¢ medida em Watts (W). Ao considerar essa quantidade de energia por
unidade de area (cm?), tem-se a Intensidade (1) acGstica, medida em Wcn?.

Essa poténcia pode ser aferida por dosimetros, que medem a forca de radiacdo do
US. A partir desse parametro, tem-se a intensidade em medias espacial e temporal ou SATA -
Spacial-Average Temporal-Average (GRANDOLFO, 1987). Na clinica, a faixa de
intensidade SATA utilizada na fisioterapia esta entre 0,1 a 3,0 W/cm? (WATSON, 2008).

2.5.5 Propagacao

Ha dois modos de propagacdo da onda sonora, pulsado e continuo. Seu fator

determinante é a interrupc¢do da radiagdo acustica. O modo continuo € caracterizado por uma
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onda de amplitude fixa, em uma frequéncia constante e em uma duracdo ilimitada. Com isso,
h& uma deposicdo constante de energia no local irradiado. O modo pulsado, por sua vez,
apresenta interrupcfes na propagacdo sonora. Por isso, apresenta novos parametros, como a
largura do pulso (tempo de duracéo) e a frequéncia de repeticdo do pulso, que é o numero de
pulsos propagados por segundo (GRANDOLFO, 1987).

2.5.6  Impedéancia acustica

A impedancia acustica (Z) é o comportamento resistente imposto pelo meio a
propagacao de onda. Essa resisténcia € proporcional a densidade do meig) ea velocidade
do som (c) nesse meio, dada pela equacéo Z = p.c (medida em Rayls).

Conforme Wells (1977), a razéo da impedéancia entre dois meios determina o grau de
reflexdo e refragdo da onda sonora na interface, que € o elemento que propicia a ligacéo fisica

entre esses meios.

2.5.7 Reflexdo e refracéo

A onda sonora, ao se deparar com uma interface, comporta-se de duas maneiras:
reflete e refrata. Quanto maior a discrepancia da densidade desses meios (M1 e M2), maior
sera a reflexdo. Nesse caso, a onda refletida (R) retorna ao meio incidente com a mesma
velocidade e a onda refratada (R’) penetra no segundo meio com velocidade alterada,

conforme Figura 9.

Interface s - M2

Figura 9 — Comportamento da onda incidente em um meio
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2.5.8 Atenuacgéo

A atenuacdo do US é caracterizada pela diminui¢do da energia da onda sonora ao
atravessar um meio. Uma pequena parte dessa energia sofre espalhamento e a outra parte (60

a 80%) é absorvida pelo tecido, que sofre aquecimento (Ter HAAR, 1999).

2.5.9 Interacdo do US com o tecido hiolégico

Wood e Loomis' (1927, apud Ter HAAR, 2007, p.112) foram os primeiros a
descobrir que o tecido bioldgico responde ao estimulo do US. A partir desse estudo, muitas
pesquisas foram realizadas envolvendo o US como ferramenta diagnostica, terapéutica e, mais
recente, ablativa (cirargica).

Ha basicamente dois mecanismos pelos quais 0 US interage com o tecido e produz
mudangas biologicas: térmico e ndo-térmico. Ambos estdo intimamente relacionados com
alguns parametros, como a intensidade acustica e 0 modo de propaga¢do. Quanto maior for o
acumulo e consequente absorcdo de energia, isto €, com uma intensidade alta e no modo
continuo, maior sera o efeito térmico, e vice-versa.

Inicialmente, o US foi utilizado como recurso de diatermia alternativo a terapias
como bolsa-quente, ondas-curtas e micro-ondas. A vantagem do aquecimento por energia
acustica é a seletividade tecidual, determinada pela especificidade dos coeficientes de
absorcdo de cada meio biologico - devido ao gradiente de concentracdo protéica
(ZISKIN, 1987).

Por exemplo, tecidos cuja quantidade de colageno ¢é alta absorvem uma boa fracéo da
energia ultrassénica e sofrem aquecimento. Com isso, alguns efeitos benéficos sdo
observados, como aumento da extensibilidade de tendGes e de cicatriz, diminuicdo da rigidez
articular, alivio da dor, mudancas no fluxo sanguineo e diminui¢do do espasmo muscular (Ter
HAAR, 1999).

Para Baker, Robertson e Duck (2001) e Dyson (1982), os efeitos térmico e néo-
térmico estardo sempre associados, pois a interacdo US e tecido é tanto mecénica quanto
térmica, por mais imperceptivel que seja a elevacdo de temperatura.

No entanto, estudos apontam para uma nova abordagem terapéutica: exaltar o efeito

ndo-térmico, responsével por estimular o reparo tecidual, como a consolidacdo de fraturas

1 WOOD, R.W.; LOOMIS, A.L. (1927). The physical and biological effects of high frequency sound waves of
great intensity. Phil. Mag. v. 4, p. 417-436.
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Osseas (DUARTE, 1983) e a cicatrizagdo de feridas (DYSON, 1976). O fendmeno néo-
térmico (mecénico) é alcancado com o uso do LIPUS (ENNIS; LEE; MENESES, 2007; Ter
HAAR, 2007).

O efeito ndo-térmico no tecido bioldgico é causado por mecanismos distintos, como
ondas estacionarias (sobrepostas), cavitagdo, microfluxo e fluxo acustico, demonstrados in
vitro (DYSON, 1982).

Segundo Dyson e Suckling (1978), denomina-se cavitacdo o fenémeno de formacao,
crescimento e pulsacdo (contracdo e expansao intermitentes) de cavidades preenchidas por gas
ou vapor (bolhas) e pode ocorrer quando o feixe ultrassdnico se propaga em fluidos corporais,
em células em suspensdo ou em tecidos. Ha dois tipos de cavitacdo: estavel e transiente.

A cavitacdo estdvel é caracterizada pelo seu ritmo ciclico ininterrupto. As
microbolhas contraem e expandem, porém permanecem intactas (ndo se rompem). Devido a
pulsacdo dessas bolhas, ao seu redor forma-se uma correnteza oscilatéria denominada
microfluxo. Segundo Baker, Robertson e Duck (2001), esse fendmeno tem forga suficiente
para alterar a permeabilidade da membrana celular, favorecer a entrada de fons célcio (Ca*?) e
estimular sua atividade, porém nédo é detectado in vivo, exceto em cavidades preenchidas por
gés.

A cavitacdo transiente ocorre quando altas pressdes acusticas expandem rapidamente
a microbolha, a qual colapsa violentamente. Esse rompimento ocasiona uma alta liberacéo de
energia e de radicais livres no tecido, 0 que aumenta bruscamente a temperatura local. Esse
fendmeno ocorre apenas em altas intensidades sonoras (em torno de 10 W/cm?) e quando
aplicado no modo estacionario (WELLS, 1977).

O fluxo acustico € caracterizado por movimentos unidirecionais no fluido devido a
passagem do campo sonoro. Essa for¢a de radiacdo modifica a permeabilidade da membrana
celular, aumenta a concentracéo ionica (Ca”*) de seu citoplasma e, consequentemente, altera o
mecanismo de acdo da célula. Com isso, pode haver aumento da sintese de certas proteinas
envolvidas no processo do reparo tecidual, como de colageno (DYSON; SUCKLING, 1978).

2.6 Ultrassom e Ulceras Venosas

Desde a década de 60, pesquisas apontam evidéncias consideraveis sobre uso do
LIPUS como recurso terap@utico na cicatrizagdo de ulceras venosas (ANASTACIO, 2000;
CALLAM et al., 1987; DYSON; FRANKS; SUCKLING, 1976; HILARIO, 1993; ROCHE;
WEST, 1984; SANTANA, 2006; WEICHENTHAL et al., 1997). O primeiro estudo clinico
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com Ulceras foi realizado por Paul et al.> (1960 apud DYSON; FRANKS; SUCKLING,
1976, p.232) e na preparacdo de enxertos de pele em Glceras tréficas por Galitsky e Levina®
(1964 apud DYSON; FRANKS; SUCKLING, 1976, p.232).

A aplicacdo do LIPUS intervém nas diversas etapas da cicatrizacdo e tende a acelerar
o reparo tecidual. Na fase inflamatoria, induz macr6fagos a produzirem citocinas e fatores de
crescimento, como IL-1, TNF-a e FGF-p (REHER et al,1999; YOUNG;
DYSON, 1990a, 1990b), estimula a adesdo leucocitaria e aumenta 0 NO (ENNIS; LEE;
MENESES, 2007).

Na fase proliferativa exerce papel fibrinolitico (WEICHENTHAL et al., 1997),
aumenta a angiogénese local (REHER et al., 1999; YOUNG; DYSON, 1990b, 1990c) e
incrementa a deposicdo da MEC (principalmente colageno) por proliferacdo de fibroblastos
(WEBSTER et al., 1978; ZHOU et al., 2004). Na fase de remodelamento, devido a forca da
radiacdo acustica, reorganiza as fibras coldgenas e aumenta a resisténcia cicatricial (BYL et
al., 1993).

Para dar suporte a esses achados, estudos experimentais (pré-clinicos) abordam o
efeito do LIPUS aplicado no leito de feridas em animais.

Young e Dyson (1990b) utilizaram o LIPUS com frequéncias distintas e avaliaram
guantitativamente células inflamatérias e fibroblastos pds lesdo total de pele em 36 ratas
Wistar no quinto (Grupo 1) e no sétimo (Grupo 2) dia de tratamento. Cada grupo (n = 18) foi
subdividido em mais trés: controle (irradiagdo simulada ou sham) e dois com irradiacédo
efetiva do LIPUS com 0,75 e 3,0 MHz (ambos com intensidade SATA de 0,1 W/cm? e regime
pulsado de razdo on/off 1:4). No quinto dia, 0s subgrupos tratados com LIPUS apresentaram
mais tecido de granulagdo, poucos PMNs e macréfagos (12,1% no de 0,75 MHz e 13% no de
3 MHz) e maior quantidade de fibroblastos (83,2% no de 0,75 MHz e 84% no de 3 MHz)
comparados com o subgrupo controle (33% de células inflamatdrias e 61,9% de fibroblastos).
No sétimo dia ndo houve diferenca significante entre os subgrupos, permitindo a afirmacédo de
que o LIPUS atua na fase inicial do processo inflamatdrio da cicatrizagéo.

Em 1994, Schafer e colaboradores estudaram o efeito do LIPUS combinado a terapia
com colageno em 4 mini-porcos Yucatan. Foram realizadas 13 lesdes totais de pele em cada

animal para testar 3 tratamentos topicos (soro fisioldgico, fibras colagenas derivadas de

2 PAUL, B.J. et al. (1960). Use of the ultrasound in the treatment of pressure sores in patient with
spinal cord injury. Arch. Phys. Med. Rehabil., v. 41, p. 438-440.

® GALITSKY, A.B.; LEVINA, S.I. (1964). Vascular origin of trophic ulcers and application of
ultrasound as preoperative treatmen to plastic surgery. Acta Chir. Plast., v. 6, p. 271-278.
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tenddo bovino e curativo oclusivo Duoderm™) em duas condi¢des de aplicagdo do LIPUS
(aparelho desligado e ligado). O LIPUS (0,75 MHz e 100 mW/cm?) foi aplicado de forma
estacionaria no leito da ferida diariamente por 5 minutos durante 21 dias. A avaliacéo
histologica da lesdo no final do tratamento indicou uma maior organizacao celular na terapia
com colageno e uma reducdo do processo inflamatdrio na terapia ultrassonica. A parte, testes
mecanicos in vitro mostraram que o tecido tratado com LIPUS e soro fisioldgico ou colageno
apresentou-se mais resistente contra um tecido mais fraco e fragil do curativo oclusivo.

Com o mesmo intuito, Thawer e Houghton (2004) examinaram o efeito do LIPUS
em feridas de camundongos diabéticos. Os pesquisadores utilizaram um aparato nebulizador
para conduzir as ondas sonoras ao leito das feridas. Durante 10 dias alternados, 27
camundongos foram efetivamente irradiados com uma intensidade SATA de 0,1 W/cm? e 23
receberam irradiacdo simulada (sham), ambos por 1,5 minuto. Ao final do 10° dia, cada ferida
foi biopsada e analises histoldgicas foram realizadas. Nao houve diferenga significante entre
as areas finais dos grupos, no entanto foi observada uma alta deposic¢éo de colageno no grupo
LIPUS (0,92 + 0,06%) contra o grupo sham (0,82 + 0,14%) e de vasos sanguineos, 41,3 +
23,0 contra 25,7 + 20,3, respectivamente.

Em outro estudo, 60 ratos Wistar foram divididos em 2 grupos (irradiagdes simulada
e efetiva) e tratados durante 14 dias alternadamente. Os parametros do LIPUS utilizado foram
idénticos ao deste trabalho (1,5 MHz de frequéncia, 30 mW/cm? e regime pulsado de raz&o
1:4). Os animais que receberam o tratamento de LIPUS apresentaram maior area cicatrizada
(141,88 + 18,50 mm?) do que o grupo placebo (117,38 + 15,14 mm?) no 14° dia, um ndmero
menor de células inflamatorias (2196,56 + 234,93 cel/mm?) contra (2611,68 + 423,82
cel/mm?) e um incremento na angiogénese ja no 3° dia. Todos esses dados foram
estatisticamente diferentes, com um p < 0,05 (MENDONCA et al., 2006).

Podemos ainda extrapolar esses achados experimentais para estudos clinicos, que
também confirmam a mesma tendéncia angiogénica e ativadora de fibroblatos (e consequente
deposicao de colageno) do LIPUS em Ulceras venosas cronicas.

Dyson, Franks e Suckling (1976) averiguaram o impacto do LIPUS em 25 Ulceras
venosas, as quais foram aleatoriamente separadas em 2 grupos. Os pacientes foram tratados
por 2 meses: no primeiro més, um grupo foi efetivamente irradiado e o segundo recebeu
irradiacdo simulada; no segundo més esse padrdo se inverteu, pois quem era tratado com
LIPUS recebia agora tratamento placebo, e vice-e-versa. Dessa forma foi possivel tornar cada
Ulcera seu proprio controle. A terapia foi realizada 3 vezes por semana e cada ferida tratada de

5 a 10 minutos, dependendo de sua extensdo. Em termos de parametros, o LIPUS foi



38

estabelecido com: 3 MHz de frequéncia, 1,0 W/cm? de intensidade média espacial e modo
pulsado de 2:8 ms (1:4), tornando a intensidade SATA de 0,2 W/cm?. A técnica de aplicacdo
foi na borda da ulcera, com o transdutor em movimento. Os resultados dessa pesquisa
apontaram uma diferenca significante na area total das Ulceras tratadas com LIPUS (66,4 +
8,8%) logo apds 4 semanas, comparada as Ulceras com tratamento placebo (91,6 + 8,9%). O
mesmo efeito se repetiu no final da oitava semana dentro de cada grupo.

Em outro estudo, Roche e West (1984) estudaram o comportamento de Ulceras
venosas cronicas frente ao LIPUS (1 W/cm?, 3 MHz, modo pulsado 1:4, aplicado na borda) e
a sua irradiacdo simulada. Para tanto, 26 Ulceras foram aleatoriamente separadas em 2 grupos:
sham (n = 13) e LIPUS (n = 13), ambos tratados por um periodo de 5 a 10 minutos, 3 vezes
por semana, durante 1 més. As areas das feridas foram mensuradas semanalmente para se
obter a porcentagem do reparo tecidual. Ao término da cada terapia, identificaram uma
diferenca significante nas taxas de cicatrizagdo entre os grupos LIPUS (35,42%) e sham
(9,7%).

Callam et al. (1987) analisaram o uso do LIPUS em 108 ulceras venosas cronicas. Os
pacientes foram aleatoriamente divididos em 2 grupos: controle (n=56), o qual foi mantida
terapia convencional (soro fisioldgico e bandagem); e experimental (n=52), com 0 mesmo
tratamento mais o uso do LIPUS — 0,5 W/cm? de intensidade SATA, 1 MHz de frequéncia,
modo pulsado, aplicado ao redor da Ulcera (borda) com o transdutos em movimento. As
feridas foram tratadas semanalmente durante 3 meses e, a cada 4 semanas, analisadas por
meio de suas imagens digitais por um programa computacional, que calculava a area da
ulcera. Ao final do seguimento terapéutico, houve uma significativa diferenca (p = 0,02) entre
as médias das areas de ulceras resiudual do grupo tratado experimental (9%) e do grupo
controle (27%), o que provou os beneficios do LIPUS na reparo dessas feridas.

Ja Weichental et al. (1997) investigaram o LIPUS de baixa frequéncia (30 kHz).
Pacientes com Ulceras venosas cronicas (n = 38) foram separados aleatoriamente em 2 grupos:
um controle com terapia convencional (agentes topicos fibrinoliticos, antibioticos/
antissépticos e curativo oclusivo) e outro com LIPUS de 100 mW/cm? aplicado diretamente
no leito da ferida pela técnica subaquatica (perna imergida em recipiente com agua), a uma
distancia de 5 cm, por 10 minutos. A terapia ultrassonica também foi adicionada a
convencional e, com isso, a proposta terapéutica foi realizada 3 vezes por semana durante 2
meses. A fim de se comparar a evolugdo dos grupos, as areas ulceradas foram aferidas pelo
método de planimetria ap6s a 3% e a 8% semana de seguimento. Ap6s 3 semanas ja houve

diferencga significante (p < 0,05) na reducédo da area ulcerada do grupo LIPUS (75%) contra o
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grupo controle (96%). Na mesma direcéo, foi observada diferenca no final do tratamento (82
semana) para o grupo LIPUS (57%) contra 87% do grupo controle. Eles concluiram que a
aplicacdo do LIPUS de baixa frequéncia em ulceras venosas cronicas pode ser uma boa opc¢éo
terapéutica.

Hilério (1993) e Anastacio (2000) também trataram Ulceras venosas crdnicas com
LIPUS (25 mW/cm? de intensidade SATA; 1,5 MHz de frequéncia, modo pulsado 1:4). O
tempo de irradiacdo (20 a 40 minutos) foi estabelecido de acordo com os tamanhos das feridas
— pequena (< 5 cm?), média (5 a 15 cm?) e grande (> 15 cm?) — 3 vezes por semana, por até 3
meses em ambas as pesquisas. Hilario (1993) observou a variagdo media das Ulceras
pequenas, médias e grandes apés 8 semanas e constatou valores de 91,75%, 75,59% e
65,59%, respectivamente. Ap0s 12 semanas de terapia, 66,6% das feridas estavam
cicatrizadas. J& Anastacio (2000) elaborou estudos histopatologicos do leito ulcerado no
decorrer do tratamento. Com isso, detectou casos de angiogénese e aumento do nimero de
fibroblastos. Macroscopicamente, também obteve reducdo significativa das areas ulceradas.

Na mesma linha de pesquisa, Santana (2006) aplicou esse mesmo LIPUS
(intensidade SATA 30 mW/cm?) na borda de tlceras venosas cronicas (n = 9) e comparou ao
tratamento convencional diario a base de sulfadiazina de prata 1% (n= 7). Com isso,
observou um reparo acelerado das Ulceras tratadas com LIPUS, com aumento significante de
tecido de granulacdo e diminuicdo de esfacelo/fibrina comparado aquelas tratadas
convencionalmente.

A partir dessas pesquisas podemos afirmar que o LIPUS contribui para acelerar o
reparo das Ulceras venosas crénicas. No entanto, a maioria dos estudos utiliza protocolos com
aplicacdo do LIPUS ao longo da borda da ferida (na pele integra) em detrimento de seu leito.
Motivos na literatura abordam riscos de contaminagdo cruzada, possibilidade de causar
trauma ou dor e diminuicdo da temperatura local quando aplicado diretamente na superficie
ulcerada (POLTAWSKI; WATSON, 2007).

Por sugestdo de alguns pesquisadores (JOHANNSEN; NYHOLM; KARLSMARK,
1998; MENDONCA et al., 2006; POLTAWSKI; WATSON, 2007) e pela necessidade de
entender o resultado da interacdo do LIPUS aplicado diretamente no leito de Ulceras, assunto

pouco abordado na literatura, justifica-se este trabalho.
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3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Material Utilizado

3.1.1 Ultrassom

O Programa de Pds-Graduacdo Interunidades em Bioengenharia da Escola de
Engenharia de Sdo Carlos/USP forneceu o aparelho de US com as seguintes caracteristicas:
baixa intensidade SATA (30 mW/cm?); com frequéncia de ressonancia de 1,5 MHz; modo
pulsado com largura de pulso 200 ps e frequéncia de repeticdo de 1 kHz; e transdutor circular
com diametro de 22 mm e elemento piezoelétrico de PZT. Por seguranca, a poténcia de saida
do LIPUS foi aferida bimestralmente no Laboratorio de Eletrénica do mesmo programa de

pos-graduacdo (ANEXO A), conforme Figura 10.
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Figura 10 — Transdutor do LIPUS acoplado ao dosimetro

3.1.2 Tecnicas de aplicacdo do LIPUS

Neste estudo, duas técnicas de aplicagdo do LIPUS foram estudadas: sobre o leito e
na borda das Ulceras. Para isso, o transdutor do aparelho foi devidamente preparado para
evitar contaminacdes e proporcionar um bom acoplamento a superficie de contato.

Apds assepsia com alcool 70%, o transdutor do LIPUS foi coberto por um filme de
PVC a fim de promover higiene adequada na interface aparelho/paciente. Como agente

acoplador, foi utilizado um gel estéril & base de 4gua (Figura 11).
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Figura 11 — Aparelho de LIPUS e seu transdutor devidamente acondicionado

A aplicagdo foi realizada de forma estacionaria durante 3 minutos até cobrir toda

extensdo da Ulcera, conforme o grupo de tratamento (Figura 12).

©_O
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(a) Aplicagdo na borda (b) Aplicacdo no leito

Figura 12 — Técnicas de aplicacdo do LIPUS nas ulceras

3.2 Selecédo dos Pacientes

Este estudo clinico foi realizado no Ambulatério de Ulceras da Dermatologia (AUD)
do Centro Saude Escola (CSE) da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — FMRP/USP,
sob supervisdo clinica dos dermatologistas Prof. Dr. Marco Andrey Cipriani Frade e
Dra. Camila Teles Franco da Silveira e aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do CSE,
de processo numero 019/20089 (ANEXO B). Os pacientes participaram desta pesquisa apos
leitura, compreensdo e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(APENDICE A).

Os pacientes com Ulceras venosas cronicas foram selecionados de acordo com 0s

seguintes critérios de inclusdo e exclus&o:
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=  CRITERIOSDE INCLUSAO

-

-

Diagnostico de Ulcera venosa;

(lcera maior ou igual a 1,0 cm?;

Ulcera presente por, no minimo, seis semanas;

Ulceras localizadas nas extremidades inferiores;

Ulceras que estendam através da derme e tecidos subcutdneos, porém sem
exposicao de masculos, tenddo, 0sso ou capsula articular;

pacientes que apresentem sinais clinicos classicos de insuficiéncia venosa
como edema, varicosidades, lipodermatoesclerose, eczema e elefantiase nostra;
pacientes que possuam Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) controlada, ou
seja, Presséo Arterial Diastolica (PAD) < 95 mmHog.

= CRITERIOSDE EXCLUSAO

-

-

Evidéncia de celulite, osteomielite ou gangrena em algum lugar da
extremidade afetada;

presenca de uma ou mais condicdes clinicas, incluindo doenca renal, hepética,
hematoldgica, neuroldgica ou imunolodgica, as quais constituem uma variavel
que possa alterar o estudo, na opinido dos investigadores principais;

presenca de doencas malignas ou carcinomas ndo remissivos por mais de 5
anos;

uso de corticosteroide oral ou parenteral, imunossupressores ou agentes
citotoxicos durante o tratamento;

infeccdo conhecida em adjunto a HIV ou presenga de AIDS.

Apos a selecdo, os pacientes foram submetidos ao protocolo clinico contendo:

identificacdo pessoal, doencas associadas, medicamentos em uso, exame da ferida (medidas,

caracteristicas teciduais e recidivas), verificacdo de pulsos arteriais e, quando necessario,
exame Doppler (APENDICE B).

3.2.1 Padronizacao dos grupos

Os pacientes foram distribuidos aleatoriamente em 3 grupos de tratamento, de acordo

com a ordem de chegada, a saber: Grupo Borda (GB), aplicacdo do LIPUS na borda da Ulcera;

Grupo Leito (GL), aplicacdo do LIPUS no leito da dlcera; Grupo Sulfadiazina (GS),

tratamento convencional com curativo tépico diario a base de sulfadiazina de prata 1% em

creme.
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3.3 Tratamento

3.3.1 Padronizacdo dos atendimentos

Inicialmente, as Ulceras foram lavadas com soro fisiologico 0,9% utilizando-se de
instrumental e gazes estéreis. Logo apds, as Ulceras foram levemente secas com gaze limpa
para absorcao do excesso de umidade para o inicio do tratamento conforme respectivo grupo.

Ao final, as Ulceras do GS receberam curativo topico com sulfadiazina de prata 1%
em creme, gazes e enfaixamento. As ulceras tratadas com LIPUS receberam subsequente
curativo oclusivo de gazes umedecidas apenas com soro fisiolégico 0,9% e posterior
enfaixamento.

Os procedimentos clinicos foram realizados 3 vezes por semana no CSE, em dias
alternados, durante 90 dias. Os pacientes ou responsaveis foram instruidos quanto aos

curativos diarios realizados em domicilio.

3.4 Avaliacao Clinico-Fotografica

A captura das imagens das Ulceras foi realizada quinzenalmente com uma maquina
fotogréfica digital Sony® DSC P93 com resolugdo de 5.0 megapixels, fixada por um suporte
metalico com 30 cm de comprimento (Figura 13).

Figura 13 — Suporte metélico e maquina fotografica

As fotografias foram realizadas sem zoom nem flash, apenas com a iluminagdo
ambiente da sala, a qual dispunha de duas janelas que permitiam a entrada da luz solar. As

fotos foram colhidas e armazenadas para posterior avaliagéo.
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3.5 Estudo Histopatologico

Apenas nas ulceras do GL foram realizadas as bidpsias para anélise histoldgica do
tecido ulcerado a fim de detectar possiveis alteracGes teciduais durante o tratamento.

Previamente, os pacientes foram esclarecidos em relagcdo a técnica e tiveram o livre-
arbitrio para participar de tal procedimento. As bidpsias foram executadas pela dermatologista
do AUD em duas etapas: 1° dia (pré-tratamento) e apds 45 dias. O procedimento da retirada
dos fragmentos ulcerados sera descrito a seguir:

Inicialmente, a Ulcera foi lavada com soro fisioldgico 0,9% e gazes. Logo apds,
aplicou-se anestesia local (Xilocaina 2%) para a retirada de dois fragmentos com punch de
6 mm, da borda e do centro da Ulcera.

Logo apos, as bidpsias foram armazenadas em solucéo de formaldeido tamponado a
10% e enviadas ao Laboratério de Patologia da Dermatologia do Hospital das Clinicas da
FMRP/USP. Conforme protocolo estabelecido no laboratério, banhos seriados em solugdes de
alcool, xilol e benzol foram realizados para posterior incluséo dos fragmentos em blocos de
parafina. A partir desses blocos, foram realizados cortes de 4 um para que as laminas
histoldgicas fossem devidamente preparadas e coradas com: hematoxilina-eosina (HE), para
contagem de fibroblastos, células inflamatorias e vasos sanguineos; e Tricrbmio de Gomori
(TG), para quantificacao de colageno.

As imagens histoldgicas dessas laminas foram capturadas pela camera Leica® DFC
280 embutida no microscopio optico Leica® DM 4000B e processadas pelo software LAS -
Leica® Application Suite - versdo 3.2.0 (Leica® Microsystems - Wetzlar, Alemanha) no
Laboratorio da Dermatologia do HC da FMRP/USP. Com aumento de 400 vezes, foram
obtidos 10 campos (264 x 211 pum) aleatorios de cada lamina para posterior quantificacdo no

Imagel.

3.6 Analise de Imagem

Para analise das imagens macroscopicas (Ulceras) e microscopicas (laminas
histoldgicas) foi utilizado o programa ImageJ versdo 1.36 (Research Services Branch, U.S.
National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Esse software processa e analisa imagens
em computadores que possuam Java e pode ser obtido gratuitamente em

http://rsb.info.nih.gov/ij.
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3.6.1 Andlise clinico-fotografica

* DELIMITACAO E QUANTIFICACAO DA AREA TOTAL DA ULCERA
Inicialmente, a fim de padronizar sua escala, cada imagem foi calibrada pela
ferramenta “Analyze/Set Scale”, a qual permitiu ajustar a medida em pixels/cm por meio da
régua contida na foto. Apo6s essa padronizacdo, selecionou-se o plugin “Polygon” para a
delimitacdo da borda da Glcera com o mouse (Figura 14), salva com extensdo ROI. Logo ap06s
o procedimento, o software calculou automaticamente a area em cm? pelo comando

<CTRL+M>. Com isso, os resultados foram tabulados para posterior analise.

i Imagel (== &S

File Edit Image Process Analyze Pluging Window Help

Dol o~z 4+~ Al |alo] | |2klas] |

Figura 14 — Segmentacdo semiautomatica da area ulcerada

= DELIMITAGAO E QUANTIFICAGAO DAS AREAS DE GRANULAGAO E DE ESFACELO
A delimitacdo das areas dos tecidos de granulacdo e de fibrina/esfacelo foi realizada
pelo plugin “Threshold Colour”. Para tanto, foi selecionada a cor de interesse, sendo
vermelha para o tecido de granulacdo e amarela para esfacelo e/ou fibrina. Ao definir o
intervalo da cor de interesse (Figura 15), a regido tornou-se preta como mostra a Figura 16.
Assim, a area delimitada com extensdo ROl foi aberta e pelo comando <CTRL+M>

calculados a 4rea em cm? e o percentual da area analisada.
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Figura 15 — Definicdo da cor de interesse pela barra de rolagem
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Figura 16 — Selecdo (em preto) das areas do tecido de granulacéo e de esfacelo, respectivamente

= CALCULODOICUEDAREG
A partir da quantificacdo das &reas totais, foram calculados quinzenalmente os
indices de Cicatrizagio das Ulceras (ICUs) dos grupos de forma normalizada, conforme a
equacao abaixo:
ICU =L_Af 1)
Al
sendo:
Ai:  éareainicial; e
As. éreafinal (no dia da avaliagdo).
Assim, o ICU representa o resultado do seguimento terapéutico pela area da Ulcera

tendo como base a re-epitelizacdo, com a seguinte interpretacéo:

ICU=0: area da ulcera inalterada;
ICU<DO0: aumento da area ulcerada;
ICU >0: diminuicgdo da area ulcerada; e

ICU=1: Ulcera cicatrizada.
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A partir da quantificacdo das areas do tecido de granulagéo (Agranuiacio) € do esfacelo
(Aesacelo), foi calculada a Relacao Esfacelo/Granulacdo (REG), dada pela equacdo:

— A&fécdo
Agranul acdo

REG 2)

em que:
Acsiacelo:  area do tecido desvitalizado (cor amarela); e

Agranuiagio:  area do tecido viavel (cor vermelha).

A Relagdo Esfacelo/Granulagdo (REG) permite observar o dinamismo das
modificagdes teciduais no leito da Ulcera durante o0 seguimento terapéutico, sendo interpretado

da seguinte forma:

REG =0: Ulcera cicatrizada ou contendo apenas tecido de granulag&o;
REG < 1: predominio do tecido de granulacéo;

REG = 1: quantidades iguais de esfacelo e granulagéo; e

REG > 1: predominio de esfacelo.

3.6.2  Anélise microscopica

=  HISTOMORFOMETRIA DAS CELULASE VASOS SANGUINEOS

Por meio das imagens histoldgicas coradas com HE obtidas pelo software LAS, foi
realizada a contagem do numero de células inflamatorias, fibroblastos e vasos sanguineos do
tecido ulcerado a partir do ImageJ.

Apbs aberto o campo histologico a ser analisado, foi selecionado o plugin “Cell
Counter” para quantificar as células e vasos sanguineos, selecionados pelo avaliador
manualmente com auxilio do mouse. Esse plugin marca e quantifica diferentes areas de
interesse, sendo gque o software automaticamente faz a contagem das marcacdes, fornecendo o
total de cada tipo de célula. Desta forma, foi estabelecido o tipo 1 para fibroblastos, o tipo 2
para células inflamatérias e o tipo 3 para vasos sanguineos, como mostra a Figura 17.
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Figura 17 — Procedimento para analise das laminas coradas com HE (400x) utilizando o Plugin “Cell
Counter” do ImagelJ. Aquisicdo da imagem (A) e respectivas contagens (B)

=  QUANTIFICACAO DO COLAGENO
A partir das laminas coradas com TG, foi obtida a area percentual do coldgeno
contido no campo analisado. Para isso, o plugin “Colour Deconvolution” foi utilizado, como

ilustra a Figura 18.
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Figura 18 — Procedimento para analise do colageno utilizando o Plugin “Colour Deconvolution” do
ImageJ (400x). Aquisicdo da imagem (A) e sua decomposicdo em trés cores (B)
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3.7 Analise dos Resultados

O estudo estatistico foi assessorado pelo Centro de Métodos Quantitativos (CEMEQ)
da FMRP/USP. Inicialmente, a partir dos dados obtidos foi realizada uma estatistica descritiva
a fim de sintetizar valores de mesma natureza em tabelas, graficos e outras descri¢Ges. Para
analise do comportamento das variaveis, foram utilizados dois testes: modelo de regressédo
linear com efeitos mistos (aleatorios e fixos) para analise de ICU, REG e colageno; e modelo
de Poisson com efeito aleatorio para andlise de fibroblastos, células inflamatdrias e vasos
sanguineos, por se tratarem de contagem. Para tanto, os testes foram estabelecidos com 95%
de poténcia (p < 0,05) a fim de verificar possiveis diferencas significantes entre 0s grupos.
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4 RESULTADOS
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Os dados apresentados neste capitulo condizem com a observacdo de 24 Ulceras
venosas cronicas tratadas no AUD do CSE da FMRP/USP, dispostas em 3 grupos:
GB(N=9), GL(N=8) e GS (N =7). Desse total, 16 ulceras (GB e GS) foram previamente
estudadas em outro trabalho realizado no mesmo local, sob as mesmas condicOes
(SANTANA, 2008).

4.1 Analise Descritiva

4.1.1 Dados amostrais

As caracteristicas clinicas obtidas durante a primeira avaliacdo dos pacientes foram

agrupadas e sintetizadas na Tabela 1.

Tabela 1- Dados clinico-demogréficos dos grupos

. Grupo
Caracteristicas Grupo_Borda G“‘p‘i Lelto Sulfadiazina
(n=9) (n=8) _
(n=7)
NUmero de Pacientes 8 8 5
Sexo (feminino: masculino) 35 8:0 1:4
Cor (branca: ndo branca) 5:3 7:1 2:3
Média 63 73 76
Idade (anos) Minima 36 60 59
Maxima 78 89 81

4.1.2 Caracteristicas das Ulceras

A Tabela 2 descreve as caracteristicas das Ulceras observadas no inicio do

seguimento terapéutico dos grupos Borda, Leito e Sulfadiazina, respectivamente.
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Tabela 2 — Caracteristicas das Ulceras dos grupos

. Grupo
Caracteristicas das Ulceras Grupo_Borda GruptzLato Sulfadiazina
(n=9) (n=8) (0=7)
Numero de Ulceras 9 8 7
Pequena
(<5 cmd) 3 1 1
Classificacdo por Média 5 3 2
Tamanho (5-10 cm?)
Grande
(> 10 cm?) 4 4 4
Histdria Pregressa de Ulceras _ ) _
(sim: ndo) 6:3 6:2 6:1
Tempo de Duragéo 68,89 + 70,56 141,50 + 154,86 53,29 + 24,49
(média £ DP — meses)
Areas Inicias 13,49 + 14,41 15,61 + 13,36 24,06 + 30,10

(média + DP — cm?)

4.1.3 Anélise das imagens

=  ANALISE CLINICO-FOTOGRAFICA
Em relacdo a andlise qualitativa, as imagens das Ulceras obtidas nos 1°, 30°, 60° e 90°
dias de seguimento clinico-fotografico dos grupos Borda, Leito e Sulfadiazina estdo
demonstradas nos Apéndices C, D e E, respectivamente.
Para exemplificar, a Figura 19 aponta o efeito do LIPUS na Ulcera venosa. Pode-se
observar uma acentuada diminuicdo na area da ferida, a qual apresenta uma importante re-

epitelizacao ja no 30° dia.

Figura 19 — Seguimento clinico-fotografico da tlcera 8 do GB nos 1°, 30°, 60° e 90° dias

Da mesma maneira, a Ulcera 1 do GL apresentou um bom progndstico, com presenca
de tecido de granulagcdo ja no 30° dia, comparado com o quadro clinico inicial, em que o

esfacelo era predominante (Figura 20).
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Figura 20 — Seguimento clinico-fotografico da tlcera 1 do GL nos 1°, 30°, 60° e 90° dias

Ainda no GL, o esfacelo, tecido desvitalizado e improprio para o processo de

cicatrizacdo, foi logo substituido por um tecido sadio e viavel (granulacdo), observado nas
Figuras 21 e 22.

CarRearReapl 7

Figura 21 — Seguimento clinico-fotogréafico da Ulcera 2 do GL no inicio e ap6s 30 dias

Figura 22 — Seguimento clinico-fotografico da Glcera 4 do GL nos 30° e 60° dias

Ja no GS, o dinamismo tecidual ndo se assemelha ao padrdo dos outros grupos
tratados por LIPUS. Nele encontram-se ulceras indolentes, com uma evolucdo lenta e
prejudicada pela presenca de muito tecido desvitalizado, vistas nas Figuras 23 e 24. Nota-se
que as bordas dessas feridas encontram-se maceradas (tecido esbranquicado pelo excesso de

exsudato) e edemaciadas, o que caracteriza uma inflamacéo croénica.
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Figura 23 — Seguimento clinico-fotogréafico da Ulcera 2 do GS nos 1°, 30°, 60° e 90° dias

Figura 24 — Seguimento clinico-fotogréafico da Ulcera 4 do GS nos 1°, 30°, 60° e 90° dias

Dados como média, DP, minimo, mediana e méaximo dos ICUs e das REGs das

Ulceras dos grupos estdo representados no Anexo C. A Tabela 3 sintetiza os ICUs dos grupos
apenas nos 30°, 60° e 90° dias de seguimento clinico:

Tabela 3 - ICUs dos grupos

Grupos ‘ ICU (médi.ai DP) ‘
30° dia 60° dia 90° dia
Borda -0,21+0,43 -0,04 + 0,68 0,25 +0,53
Leito -0,01 £ 0,34 0,09 £0,39 0,19+0,40
Sulfadiazina -0,13 £ 0,47 0,03+0,45 -0,03+0,49

A Tabela 4 retine as REGs dos grupos nos 1°, 45° e 90° dias de seguimento clinico:

Tabela 4 — REGs dos grupos

REG (média + DP)

Grupos
P °dia 45 dia 90°dia
Borda 142 +2.63 0.55 % 0.55 010+09
Leito 1,66 + 2,63 0,72+ 0,70 0,96+ 1,17

Sulfadiazina 0,75+0,67 299+1,61 1,28 £0,29
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=  MICROSCOPICA PARA O GRUPO LEITO

Qualitativamente, o numero de fibroblastos aumentou do inicio ao 45° dia de

seguimento terapéutico com LIPUS, tanto no centro (Figura 25) quanto na borda da Glcera
(Figura 26).
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Figura 25 — Imagem histopatolégica (HE) do centro da Glcera com infiltrado inflamatério associado a
fibroblastos no 1° dia (A) e aumento do numero de fibroblastos em relacéo as células inflamatorias no
45° dia (B) [barra de escala de 50 pum (400x)]

Figura 26 — Imagem histopatolégica (HE) da borda da tlcera com menor quantidade de fibroblastos
no 1° dia (A), comparado ao 45° dia (B). [barra de escala de 50 pum (400x)]
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Em relagdo ao nimero de células inflamatorias, houve um aumento do infiltrado na

borda da ulcera no 45° dia (Figura 27) concomitante a uma diminui¢cdo em seu centro (Figura
28).

Figura 27 - Imagem hlstopatologlca (HE) da borda da ulcera com pouco infiltrado mflamatorlo no 1°
dia (A), comparado ao 45° dia (B) [barra de escala de 50 um (400x)]

Flgura 28 Imagem hlstopatologlca (HE) do centro da ulcera com grande quantidade de células
inflamatdrias no 1° dia (A), comparado ao 45° dia (B) [barra de escala de 50 pum (400x)]
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Houve um importante incremento no nimero de vasos sanguineos apos 45 dias de

seguimento terapéutico, principalmente na borda da ulcera (Figura 29).

o e 8 A s TP ris

Figura 29 — Imagem histopatolégica (HE) da borda da Glcera com pequena quantidade de vasos
sanguineos no 1° dia (A), comparado ao 45° dia (B) [barra de escala de 50 pum (400x)]

Como ilustra a Figura 30, o colageno no 45° dia apresentou-se mais adelgacado,
porém reorganizado, disposto paralelamente, em relacéo ao coladgeno presente antes de iniciar
o tratamento. Essa caracteristica predominou tanto na borda quanto no centro das Ulceras.

Figura 30 — Imagem histopatoldgica (TG) do colageno menos reorganizado no 1° dia (A) em relagdo
ao 45° dia (B) [barra de escala de 50 pum (400x)]

Dados como média, DP, minimo, mediana e maximo das variaveis Fibroblasto,

Células Inflamatdrias, Vasos Sanguineos e Colageno do GL estéo reunidos no Anexo D.
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4.2 Analise Estatistica

A partir dos dados obtidos dos grupos, isto €, ICU e REG; e fibroblastos, células
inflamatdrias, vasos sanguineos e colageno do GL, foi feito um estudo exploratério dos
resultados a fim de analisar o comportamento dessas variaveis (ANEXQOS E - J). Para tanto,
os testes aplicados foram estabelecidos com 95% de poténcia (p < 0,05) para verificar
possiveis diferencas significantes entre 0s grupos.

O ICU foi analisado pelo Modelo de Efeitos Mistos e a representacdo de sua
amostragem esta ilustrada na Figura 31. No 30° dia observou-se um ICU estatisticamente
maior no GL, comparado ao GB. Da mesma forma, manteve-se maior (p =0,01) no GL no
60° dia. Embora ndo houver diferenca estatistica no 90° dia, os valores dos ICUs dos Grupos
Borda e Leito aumentaram do inicio ao fim do tratamento, o que representou um prognadstico

favoravel as Ulceras.

p=0,05
p=0,02 p=001
Lo = 0,01 %* %
p=0, 3 ‘
* - .
0,54 e
é 0,0+ ~_‘Eﬂ:_‘— —————— ‘= — o
. 1
-0,5 Ao
‘1'0_ T T T T T T T T T
GB GL GS GB Gl GS GB GL  GS
30°dia 60°dia 90°dia

Figura 31 — Box-plot para a variavel ICU dos grupos nos 30°, 60° e 90° dias

A REG também foi explorada pelo Modelo de Efeitos Mistos e sua distribui¢do esta
ilustrada na Figura 32. Estatisticamente, ndo houve diferenca entre os trés grupos, salvo no
45° dia, em que o GS apresentou altos valores (p = 0,01) comparados aos outros grupos (GB e
GL). Apesar de ndo significante, houve uma queda nos valores da REG para 0s grupos
tratados com LIPUS no decorrer do seguimento clinico, concomitante ao aumento dos valores
no GS.
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Figura 32 — Box-plot para a varidvel REG dos grupos nos 1°, 45° e 90° dias

A variavel Fibroblastos, por se tratar de contagem, foi averiguada pelo Modelo de
Poisson. O numero de fibroblastos aumentou significantemente do 1° ao 45° dia de
seguimento terapéutico com LIPUS, tanto no centro quanto na borda da Ulcera (Figura 33).

40 1°dia
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Figura 33 — Box-plot para a variavel Fibroblastos por local e tempo
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A variavel Células Inflamatérias também foi analisada pelo Modelo de Poisson. No
45° dia, a quantidade dessas células apresentou-se estatisticamente maior na borda da ulcera

enquanto ocorreu uma diminuigdo em seu centro, segundo a Figura 34.
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Figura 34 — Box-plot para a variavel Células Inflamatérias por local e tempo

A variavel Vasos Sanguineos, explorada pelo Modelo de Poisson, teve um aumento
significante no 45° dia de seguimento terapéutico na borda da ulcera, de acordo com a Figura

35.

P =001
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Figura 35— Box-plot para a varidvel Vasos Sanguineos por local e tempo
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A variavel Coléageno foi averiguada pelo Modelo de Efeitos Mistos. Em ambos o0s

locais da Ulcera, a porcentagem de area contendo colageno diminui significantemente no 45°
dia, como mostra a Figura 36.
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Figura 36 — Box-plot para a variavel Colageno por local e tempo

Borda
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5 DISCUSSAO
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Este trabalho foi elaborado a fim de comparar a eficicia de duas técnicas de
aplicacdo do LIPUS em ulceras venosas crbnicas, bem como seu papel na dindmica da
cicatrizacdo, tendo em vista a escassa abordagem pela literatura a respeito de sua atuagédo
diretamente no leito da ferida.

Segundo Poltawski e Watson (2007), o fato de a irradiacdo ultrassonica ter sido
restrita a aplicacdo na borda da Ulcera ocorria devido a cautela com o tecido ulcerado, o qual
poderia sofrer traumas (THAWER; HOUGHTON, 2004) ou disparar um estimulo doloroso
em contato com o transdutor. Apregoava-se ainda que poderia haver risco de contaminacéo, o
que danificaria o processo de cicatrizacdo (WERDIN; TENENHAUS; RENNEKAMPFF,
2008).

Contrariamente, alguns autores afirmavam a necessidade de administrar a energia
acustica sobre o leito ulcerado. Em um estudo in vitro para verificar a efetividade de
transmissdo das ondas sonoras através de curativos comumente utilizados em (dlceras,
Poltawski e Watson (2007) sugeriram a utilizacdo do LIPUS diretamente no leito ulcerado,
pois suspeitavam que a irradiacdo sonora aplicada na borda nao alcancaria suficientemente o
tecido danificado, comprometendo o mecanismo da cicatrizacdo. Ja Mendonca et al. (2006)
verificaram o dinamismo do reparo de lesdes cutaneas de ratos tratadas com LIPUS e
confirmaram o efeito benéfico da aplicacdo direta. Por isso a necessidade de novos estudos
para avaliar a real eficicia dessa técnica, comparando-a com a técnica tradicional de aplicacdo
do LIPUS a margem da ferida.

Para tanto, o trabalho comparou o efeito do LIPUS aplicado em locais distintos
(borda e leito) a terapia convencional de Ulceras venosas cronicas, as quais foram avaliadas
clinicamente por registros fotograficos realizados quinzenalmente. As fotos obtidas foram
analisadas pelo software ImageJ, importante ferramenta laboratorial para processamento de
imagens, conforme estabelecido e proposto por Caetano et al. (2009), Collins (2007) e
Santana (2006).

A partir desses dados, a evolugdo das ulceras foi averiguada tanto pela velocidade de
re-epitelizacdo (mensurada pelo ICU), quanto pelo dinamismo tecidual, obtido pelas
modificagdes teciduais durante o seguimento (REG). Essas analises permitiram acompanhar a
trajetoria da cicatrizacdo, fornecendo informacdes relevantes a respeito do progndéstico da
ulcera (ROBSON et al., 2000).

Em média, houve uma diminui¢cdo do ICU do grupo de Ulceras que receberam
radiacdo ultrassdnica na borda (GB) no inicio do tratamento até o 30° dia, periodo no qual as

Ulceras iniciaram o processo de re-epitelizagdo e aumentaram progressivamente o indice até o
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fim do seguimento terapéutico. O ICU do grupo que recebeu radiacdo ultrassonica no leito
(GL) também diminuiu, porém até o 15° dia, seguido por um aumento gradativo. Comparando
a evolucdo dos ICUs das ulceras tratadas com LIPUS, o GL apresentou um ICU
significantemente maior que o GB nos 30° e 60° dias. Esses resultados corroboram aos
achados prévios sobre o efeito pro-inflamatério do LIPUS, como proposto por Young e
Dyson (1990b). Devido a ativacdo da fase inflamatéria, macréfagos sdo recrutados para
fagocitar bactérias, tecido desvitalizado e restos celulares do leito ulcerado (DIEGELMANN;
EVANS, 2004), o que caracteriza o desbridamento dessas Ulceras, motivo do aumento de suas
dimensdes e consequente diminuigdo do ICU no inicio do tratamento.

Contrariamente a esses achados, o GS apresentou ICUs menores que dos grupos
tratados com LIPUS. Em média, as Ulceras dessa amostra resultaram em indices negativos por
todo o seguimento terapéutico, salvo no 60° dia. Com isso, pode-se inferir que as mesmas ndo
foram responsivas a terapia convencional pré-estabelecida com creme sulfadiazina de prata.

Alguns estudos (MARGOLIS; BERLIN; STROM, 1999; MARGOLIS et al., 2004;
PHILLIPS et al., 2000; SKENE, 1992) relacionaram o insucesso de cicatrizacdo da Ulcera ao
seu tamanho inicial, ou seja, quanto maior sua dimensdo, pior o progndéstico. Por isso, esta
pesquisa aderiu & proposta de categorizacdo das Ulceras, as quais foram classificadas em
pequenas, médias e grandes. Considerando as Ulceras menores, duas do GB (N pequenas = 3)
cicatrizaram completamente, contra uma do GL (Npequenas = 1) € uma do GS (Npequenas = 1).

No mesmo raciocinio, Kantor e Margolis (2000) e Sheehan et al. (2003) discutiram a
relevancia de se obter a taxa (ou indice) de cicatrizacdo de uma ulcera como ferramenta
progndstica. Eles ressaltaram que a porcentagem de mudanca da area de uma ferida durante 4
semanas consecutivas prediz a eficacia do tratamento utilizado. Com isso, como proposto por
Caetano et al. (2009), foi observado no estudo um ICU maior ou igual a 0,4 (40% de re-
epitelizacdo) em: 2 Ulceras pequenas no 60° dia e 1 ulcera média e outra grande no 90° dia do
GB; 1 ulcera pequena no 30° dia e outra média no 90° dia do GL; e apenas 1 Ulcera pequena
no 30° dia do GS.

Em relacdo a analise das modificacdes teciduais pela quantificacdo de tecido de
granulacdo e esfacelo (REG), encontraram-se relagdes semelhantes para as Ulceras tratadas
por LIPUS. Em ambos os grupos (GB e GL), a REG diminuiu progressivamente em relagao
ao inicio do tratamento, com diferenca estatistica significante no 45° dia comparado ao GS.
Apenas no 90° dia a REG do GL sofreu um discreto aumento, porem néo significante. Isso
pode estar relacionado com a manutencéo do estimulo inflamatorio, levando a degradacao do

colageno, expressa clinicamente pela cor amarelo-esbranquigada (fibrina).
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A partir desses achados, pode-se sugerir que o LIPUS incrementou o tecido de
granulacdo das Ulceras, visto seu potencial angiogénico e seu efeito na atracdo de fibroblastos,
semelhante ao descrito por Young e Dyson (1990b, 1990c). Esses autores utilizaram o LIPUS
com frequéncias distintas (0,75 e 3,0 MHz) e intensidade de 0,1 W/cm? em leso total de pele
de ratas e avaliaram quantitativamente células inflamatdrias, fibroblastos e vasos sanguineos.
Os grupos tratados com LIPUS apresentaram mais tecido de granulacdo, poucas células
inflamatdrias e maior quantidade de fibroblastos e vasos sanguineos, comparados ao grupo
controle (irradiacéo simulada).

Adicionalmente, a irradiacdo ultrassonica exerce funcdo fibrinolitica como proposto
por Ennis, Lee e Meneses (2007), uma vez que favorece a retirada de tecido desvitalizado,
como a fibrina ou esfacelo. Esses achados foram corroborados pelos de Peschen et al. (1997),
que verificaram que o LIPUS aplicado na superficie (técnica subaquatica) de Ulceras venosas
cronicas 3 vezes por semana contribuiu para diminuir a quantidade de esfacelo e conseguinte
aumento do tecido de granulagéo.

Contrariamente ao observado nos grupos tratados por LIPUS, o GS em média
apresentou pouco tecido de granulacdo. O creme sulfadiazina de prata 1% nao auxiliou na
neovascularizacdo das Ulceras, tampouco na retirada de tecido desvitalizado, fatores que
contribuiram para os altos valores de REG durante o seguimento terapéutico. Margolis, Berlin
e Strom (1999) propuseram que o insucesso de algumas Ulceras em cicatrizar pode estar
relacionado a cronicidade do estado inflamatorio, que aumenta a quantidade de esfacelo
presente no leito ulcerado. Diante disso, os indices negativos do GS se justificam pelo
insucesso de ativagdo da fase inflamatoria pelo tratamento convencional. Entretanto, as
Ulceras dos grupos submetidos ao LIPUS apresentaram tempos semelhantes quanto a sua
cronicidade, surpreendentemente superiores ao do GS, o que reforca a acdo do LIPUS no
desbridamento e granulogése da cicatrizacao.

O estudo histopatolégico foi realizado com as amostras do GL excisonadas da borda
e do leito para avaliar as modificagdes teciduais relacionadas a aplicacdo do ultrassom no
leito. As bidpsias foram realizadas no inicio e na metade do seguimento terapéutico (1° e 45°
dias). Cada Ulcera foi considerada seu proprio controle.

Considerando a varidvel células inflamatorias, o estimulo sonoro diminuiu
significantemente do 1° ao 45° dia a quantidade do infiltrado inflamatdrio no centro da Glcera.
Sabe-se que o LIPUS potencializa a acdo dos macrdfagos e com isso acelera a fase
inflamatéria (YOUNG; DYSON, 1990b), porém esse fendbmeno ocorre nas primeiras

semanas, liberando importantes estimulos para as fases subsequentes da cicatrizagdo. Essa
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constatacdo estda de acordo com o estudo experimental de Mendonca et al. (2006), que
observaram ja no 3° dia um namero menor de células inflamatdrias em lesdes de ratos tratadas
com LIPUS (30 mW/cm?) pulsado de frequéncia 1,5 MHz.

Em contrapartida, a borda da Ulcera apresentou um aumento significante das células
inflamatorias no 45° dia em relagdo ao 1° dia. Esse fato pode estar relacionado ao maior
namero de células envolvidas, como queratindcitos e células de Langerhans da pele integra,
que poderiam ativar maior quantidade de substancias quimiotaticas para as células
inflamatdrias e, consequentemente, reativacdo do processo cicatricial, funcionando o
ultrassom como um agente fisico modificador do estado de indoléncia da Ulcera.

Em relacdo ao numero de fibroblastos no 45° dia, houve um incremento significante
(p < 0,01) na sua proliferacdo, tanto na borda quanto no centro da Ulcera. Qualitativamente, as
células apresentaram-se agrupadas e alinhadas de maneira a favorecer a contracdo da Ulcera.
Esse achado é corroborado pelo estudo de Young e Dyson (1990b), que observaram um
aumento significante de fibroblastos em lesdo de pele de ratos tratada com LIPUS pulsado de
intensidade SATA de 0,1 W/cm?. Os fibroblastos tém grande importancia na cicatrizagdo por
serem responsaveis pela sintese de colageno, proteina fundamental ao reparo tecidual (ZHOU
et al., 2004).

Analisando a porcentagem de colageno depositada até o 45° dia, observou-se um
decréscimo significante em relacdo ao 1° dia, tanto na borda quanto no centro da ferida. A
partir das imagens histologicas, notou-se que o colageno presente no 45° dia estava mais
reorganizado (reordenado) e adelgacado, o que tornaria sua quantidade menos expressiva a
andlise de imagem pelo programa ImageJ. Esse adelgacamento das fibras coldgenas devido ao
ultrasson foi relatado por Thawer e Houghton (2004).

Quanto ao numero de vasos sanguineos no 45° dia, o LIPUS estimulou
significantemente a neovascularizacdo apenas na borda da ulcera, fato que pode estar
relacionado a maior quantidade de células inflamatérias encontradas, o que repercutiria numa
maior producéo/liberagdo de fatores de crescimento e citocinas, importantes para a
angiogénese e consequentemente para o processo de cicatrizacao.

Assim, considerando as discretas diferencas encontradas no ICU e na REG entre a
aplicacdo do LIPUS na borda e no leito, aliado as alteracdes histopatoldgicas encontradas na
borda e no centro das ulceras do GL, torna-se evidente sua a¢do positiva, independentemente
se aplicado na borda ou no leito, superior ao tratamento convencional com sulfadiazina de

prata 1% no tratamento das Ulceras venosas cronicas.
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6 CONCLUSAO
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A aplicacgdo do LIPUS, independente do local de aplicagdo (borda ou leito), mostrou-
se clinicamente segura e eficaz no tratamento das Ulceras venosas cronicas, além de estimular
modificacdes teciduais locais. Por ativar as fases inflamatdria e proliferativa em ambos 0s
grupos (borda e leito), o LIPUS confirma seu efeito pré-inflamatorio e angiogénico na
cicatrizagdo de Ulceras venosas cronicas superior ao tratamento convencional & base de

sulfadiazina de prata 1%.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Este termo devera ser lido, entendido, preenchido e assinado pelo paciente ou pelo

familiar responsavel, quando se tratar de pacientes inconscientes.

Resumo simplificado do trabalho “Ultrassom pulsado de baixa intensidade na

cicatrizacao de Ulcera venosa: estudo comparativo de duas técnicas de aplicagdo”:

Introducéo: O uso do ultrassom sobre a superficie ulcerada estimula a angiogénese
e incrementa a deposicao de colageno, podendo acelerar a cicatrizag&o.

Objetivo: Avaliar o uso do ultrassom no tratamento de Glceras venosas, buscando
conhecer as modifica¢fes que ocorrem com os tecidos da ferida durante o tratamento.

Justificativa: O trabalho se justifica na busca de padronizar a utilizagdo do
ultrassom de baixa intensidade sobre a superficie ulcerada da perna.

Procedimento: O paciente voluntario devera ler este termo, responder a um
protocolo de avaliacdo clinica, além de submeter-se a um exame dermatologico geral. Ficara
ciente da realizacdo de biopsias para posterior avaliagdo das caracteristicas teciduais das
feridas, do tratamento com ultrassom que sera aplicado sobre a ferida, sem perfuragdo ou
penetracdo da pele, além dos curativos que deverdo ser trocados diariamente, apo6s lavagem da

ferida com soro fisioldgico e cobertura com gazes e faixa.

“Eu, DN_ / |
identidade (ou certiddo de nascimento) n° ,sexo: ()M () F,
residente a n° Bairro ,
cidade: , estado_ e telefone: , declaro que recebi

por escrito, li e compreendi o resumo do trabalho da pesquisa “Ultrassom pulsado de
baixa intensidade na cicatrizagdo de Ulcera venosa: estudo comparativo de duas técnicas de
aplicacdo” —EESC, 1QSC e FMRP/USP e estou disposto a participar voluntariamente
como paciente portador da lesdo ulcerada, por saber que ndo me causara nenhum mal
ou risco. Terel aliberdade de a qualquer momento discordar, ndo colaborar ou desistir
de participar desta pesquisa. Apenas ofereco-me a:

Preencher uma ficha que me identifica e permitir que me examinem a pele em busca
de lesBes cutaneas. Isso sera feito sob orientacdo meédica, sem risco a minha pele ou qualquer

parte do meu corpo;
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Aceitar que os pesquisadores fotografem minha ferida;

Aceitar que os pesquisadores realizem bidpsias em minha pele;

Essas informacdes obtidas serdo sigilosas (guardadas em segredo) e sei que néo terei
meu nome citado e que minha imagem sera protegida; ndo permitirei nenhum tipo de atitude
gue me desrespeite; minha religido, minha cultura e meus valores pessoais serdo levados em
conta; sei também que dessa forma ajudarei no estudo cientifico do tratamento das Ulceras,
pois os dados obtidos séo passiveis de publicacdo cientifica e/ou apresentacdo em eventos, o
que ndo acarretard em qualquer tipo de dano moral a minha pessoa.

Para qualquer esclarecimento, acompanhamento ou tratamento dermatoldgico, terei
acesso aos servigos da equipe de salde desta pesquisa, que me fornecerd seu enderego e
contatos caso eu queira.”

Ribeirdo Preto, de de 200__.

Assinatura do voluntario

Ft Ana Elisa Serafim Jorge Prof. Dr. Marco Andrey Cipriani Frade
CREFITO-3/ 79730-F CRM-SP/ 115222 T



APENDICE B - Protocolo de avaliagdo clinica

I ndentificacéo:

Caso n°:

Inicio do acompanhamento:
Nome:

Sexo:

Idade:

Cor:

Residéncia:

Naturalidade:

Estado Civil:

Profissao:

Exame Geral:

Doenca de Base:

( ) Arteriosclerose

( ) Insuficiéncia Arterial

( ) Insuficiéncia Venosa Cronica
() Diabetes tipol

( ) Diabetes tipo 1l

() Outras doencas associadas:

Medicamentos em uso:

( )ATB () Quimioterapicos

() Anti-hipertensivo () Imunossupresor

( ) Hipoglicemiantes () Hemotransfusdes

( ) Vitaminas () Insulina

() Anticoagulante

( ) Outros:

Exames Laboratoriais:

Hemoglobina: Glicemia: Albumina:

Exame Fisico:

Exame da Ferida:

Comprometimento Tecidual:
( ) Estagio |

( ) Estégio Il

( ) Estagio Il

( ) Estégio IV

( YAVC

( )TVE

( )HAS

() Epilepsia
() Alcoolismo
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Maior extensdo: Vertical: cm Horizontal: cm
Presenca de Tecido Necrotico: () Ndo () Sim

Exsudato: ( ) Nao ( ) Sim, caracteristica: ( ) Serosa

() Serossanguinolenta
( ) Sanguinolenta
( ) Purulenta
Volume do Exsudato:
() Ausente () Moderado
( ) Pouco () Acentuado
Sinais de Infeccdo: ( ) Ndo ( ) Sim
Odor: () Ausente ( )Discreto ( )Acentuado
Dor/Escore: ( )Ausente ( )Leve () Moderada ( )Intensa

Tempo de Existéncia da Ulcera:

Exame Histopatol ogico:

Ja cicatrizou anteriormente? ( )Sim () Nao

82

| Inicial: | 45d:

Exame Fotogr &fico:

Inicial: 15° dia: 30° dia: 45° dia: 60° dia: 75° dia: 90° dia:
Avaliacao Terapéutica:

Resposta ao tratamento/ Ferida

Aspecto clinico observado Sim N&o Data

Evidéncia de granulacédo

Evidéncia de re-epitelizagdo

Cicatrizacdo total

Aumento da Ulcera

Controle do odor

Suspenséo do tratamento

Abandono do tratamento

Causas da Suspenséo:
Causas do Abandono:
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APENDICE C — Seguimento Clinico-Fotogr &fico das Ulceras do Grupo Borda

A

Figura 37 —1°, 30° e 60° dias de seguimento clinico-fotografico da Ulcera 1

Figura 38 —1°, 30°, 60° e 90° dias de seguimento clinico-fotografico da Ulcera 2

‘BEB

Figura 39— 1°, 30°, 60° e 90° dias de seguimento clinico-fotografico da Ulcera 3

Figura 41 —1°, 30°, 60° e 90° dias de seguimento clinico-fotografico da Ulcera 5



Figura 45— 1°, 30°, 60° e 90° dias de seguimento clinico-fotografico da Ulcera 9
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APENDICE D — Seguimento Clinico-Fotogr &fico das Ulceras do Grupo Leito
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Figura 52 — 19, 30°, 60° e 90° dias de seguimento clinico-fotogréafico da Ulcera 7

Figura 53 —1°, 30°, 60° e 90° dias de seguimento clinico-fotografico da Ulcera 8



APENDI CE E — Seguimento Clinico-Fotogr &fico das Ulcer as do Grupo Sulfadiazina

Figura 57 —1°, 30°, 60° e 90° dias de seguimento clinico-fotografico da Ulcera 4
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Figura 58 — 1°, 30°, 60° e 90° dias de seguimento clinico-fotografico da Ulcera 5

Figura 59 — 1° e 30° dias de seguimento clinico-fotogréfico da Ulcera 6

....m

Figura 60 — 1°, 30°, 60° e 90° dias de seguimento clinico-fotografico da Ulcera 7
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ANEXO A —Dosimetria do aparelho de US

LABORATORIO DE ELETRONICA SMM BIOENGENHARIA

Relatério dedosimetria
Data: 30/09/2008

Solicitante: Ana Elisa Serafim Jorge

Orientador: Prof. Dr. Marco Andrey Cipriani Frade

Responsavel pela Bioengenharia: Prof. Dr: Jodo Manoel Domingos de Almeida Rollo
Responsavel pelo Laboratério de Eletrdnica: Mario Gazziro

Caracteristica do dosimetro:
Ultrasound Power Meter

Model —UPM -DT -1

Ohmic - Instruments CO
Patrimonio USP 018.012296 BI1 O

Caracteristicas da maquina:

Ultrassom de Baixa Intensidade

Estimulador ultrassénico de regeneracdo 0ssea

Marca: feito pelo Laboratorio de Ultrassom da Bioengenharia USP
Modelo: Bio

N° Patriménio: 018.025322 BIO

Transdutor Americano de 22mm

Valor obtido no dosimetro:

Poténcia: 114 mW

Intensidade: 30 mW/cm?

Responsavel pela dosimetria bimestral: Mario Gazziro
Observacgdo: os valores obtidos nas dosimetrias estavam de acordo com o estabelecido
(Intensidade SATA 30 mW/cm?).



ANEXO B - Apreciacio do Comité de Etica em Pesquisa

FACULDADE DE MEDICINA DE i Rua Terezina, 690 — CEP: 14055-380
RIBEIRAO PRETO Fommnd Ribeirio Preto ~ SP
UNIVERSIDADE DE SAO CSE
PAULO Ve
_ ‘aw,«' Telefone PABX (0**16) 633-2331/4480
CENTRO DE SAUDE e FAX (0%%16) 6332331
ESCOLA

- COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO CENTRO DE SAUDE ESCOLA DA FACULDADEDE
MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO-CEP/CSE-FMRP-USP.

Ribeirdo Preto, 14 de maio de 2008.

Of. N°.101/08/COORD.CEP/CSE-FMRP-USP.

Senhor Professor,

Temos a grata satisfagdo de comunicar que o Comité de Etica em Pesquisa do
Centro de Saude Escola da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao
Paulo, analisou e apreciou o parecer do Relator, referente ao projeto de pesquisa intitulado:
“Avaliacio Clinica e Imuno-Histopatolégica do tratamento de Ulceras Venosas por Ultra-
Som de Baixa Intensidade aplicada Sobre Superficie Ulcerada”, protocolo n°262/CEP-
CSE-FMRP-USP, com a orientagio de V. §" e da pesquisadora principal: Fisioterapeuta Ana
Flisa Serafim Jorge (mestranda do Programa de Poés-Graduagio Interunidades em
Bioengenharia-USP/Sao Carlos).

Lembramos que em atendimento & Resolugdo 196/96, deverd ser encaminhado a
este CEP o relatdrio final da pesquisa e a publicagao de seus resultados.

l0 ensejo, renovamos os votos de estima e consideragao, despedimo-nos.

Atenciosamente,

Prof. Dr. Laerdio Joel Franco
Coordenador do CEP/CSE-FMRP-USP

Ilmo. Sr.
Prof Dr. Marco Andrey Cipriani Frade
Docente FAEPA/FMRP-USP.
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ANEXO C —Tabela DescritivaparalCU e REG
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Tabela 5 - Descritiva para as varidveis ICU e REG de acordo com 0s Grupos e Tempos

o . IC (95%) . . .

Grupo Tempo Variaveis N Média DP —LI S Minimo M ediana M &ximo
1 ICU 9 0,00 0,00 . . 0,00 0,00 0,00
REG 9 1,42 2,63 -0,60 3,45 0,07 0,71 8,33

15 ICU 9 -024 033 -049 0,01 -0,91 -0,28 0,10
REG 9 0,68 0,44 0,34 1,02 0,10 0,69 1,30

30 ICU 9 -021 043 -054 0,12 -0,83 -0,04 0,32
REG 9 0,61 0,58 0,16 1,05 0,04 0,52 1,64

GB 45 ICU 9 -008 054 -049 0,33 -0,80 0,12 0,61
REG 9 0,55 0,55 0,13 0,97 0,07 0,27 1,75

50 ICU 9 -0,04 068 -056 0,48 -0,91 -0,11 0,99
REG 8 0,40 0,33 0,13 0,68 0,02 0,37 1,05

75 ICU 9 0,13 0,57 -0,31 0,56 -0,53 0,03 1,00
REG 7 0,22 0,24 0,00 0,44 0,00 0,17 0,69

90 ICU 9 0,25 0,53 -0,16 0,65 -0,52 0,29 1,00
REG 7 0,10 0,09 0,02 0,18 0,00 0,12 0,25

1 ICU 8 0,00 0,00 . . 0,00 0,00 0,00
REG 8 1,66 2,63 -054 3,85 0,04 0,44 7,51

15 ICU 8 -0,06 012 -0,16 0,04 -0,30 -0,05 0,14
REG 8 1,46 191 -0,14 3,06 0,02 0,52 5,19

30 ICU 8 -0,01 034 -029 0,27 -0,57 0,02 0,62
REG 8 0,88 1,04 0,01 1,76 0,08 0,42 2,80

GL 45 ICU 8 -0,02 044 -0,39 0,35 -0,63 -0,01 0,88
REG 8 0,72 0,70 0,14 1731 0,13 0,49 2,24

50 ICU 8 0,09 0,39 -0,24 0,42 -0,39 0,07 0,94
REG 8 0,56 0,62 0,04 1,08 0,02 0,30 1,91

75 ICU 8 0,10 0,43 -0,26 0,46 -0,30 0,05 0,99
REG 8 0,51 0,60 0,01 1,02 0,10 0,38 1,97

90 ICU 8 0,19 0,40 -0,14 0,52 -0,20 0,11 1,00
REG 7 0,96 1,17 -0,12 2,04 0,07 0,42 3,01

1 ICU 7 0,00 0,00 . . 0,00 0,00 0,00
REG 7 0,75 0,67 0,14 1,37 0,03 0,57 1,85

15 ICU 7 -002 013 -0,14 011 -0,30 0,03 0,08
REG 7 0,69 0,70 0,04 1,34 0,20 0,45 2,19

30 ICU 7 -013 047 -057 0,31 -0,66 -0,21 0,87
REG 7 2,23 226 0,14 432 0,00 1,71 5,37

Gs 45 ICU 7 -004 049 -049 0,41 -0,46 -0,16 1,00
REG 6 2,99 161 1,30 4,68 0,83 2,82 5,80

60 ICU 7 0,03 0,45 -0,39 0,44 -0,41 -0,06 1,00
REG 6 1,67 0,98 0,64 2,69 0,74 1,45 2,86

75 ICU 7 -005 051 -052 042 -0,54 -0,05 1,00
REG 6 1,75 0,63 1,09 241 0,93 1,82 2,63

90 ICU 7 -0,03 049 -048 0,42 -0,52 -0,11 1,00
REG 6 1,28 0,29 0,98 1,59 1,02 1,17 1,66
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ANEXO D — Tabela Descritiva para Andlise Histol6gica

Tabela 6 - Descritiva para as varidveis Fibroblasto, Cé8ulas Inflamatérias, Vasos Sanguineos e
Colageno de acordo com os Locais e Tempos

IC (95%)
Local Tempo Variaveis N Média DP ————— Minimo Mediana Maéaximo
LI LS

Fibroblasto 80 76,06 38,00 67,61 84,52 5,00 70,00 210,00
Cel. Inflamatéria 80 60,65 61,09 47,06 74,24 0,00 37,00 275,00

! Vasos 80 3,03 347 225 380 0,00 2,00 19,00

1 Coléageno 80 59,45 953 5733 61,57 39,77 60,99 74,70
Fibroblasto 68 8896 52,71 76,20 101,71 14,00 72,00 202,00

2 Cel. Inflamatéria 68 80,94 73,15 63,23 98,65 0,00 71,50 262,00

Vasos 68 449 489 330 567 0,00 2,00 21,00

Coléageno 70 54,79 10,23 52,35 57,23 37,74 53,72 73,70

Fibroblasto 70 7553 42,44 6541 85,65 4,00 72,00 206,00

1 Cel. Inflamatéria 70 100,79 76,91 82,45 119,12 0,00 86,50 426,00

Vasos 70 327 300 25 399 0,00 3,00 12,00

) Coléageno 70 59,40 11,28 56,71 62,09 37,00 61,38 82,16
Fibroblasto 80 94,60 49,27 83,63 105,57 1,00 93,00 223,00

2 Cel. Inflamatéria 80 57,38 4498 47,36 67,39 0,00 55,00 162,00

Vasos 80 330 28 267 393 0,00 3,00 13,00
Colageno 80 55,76 956 53,63 57,88 38,30 55,30 73,63

Sendo: Local 1 = Borda; Local 2 = Centro; Tempo 1 = 1° dia; Tempo 2 = 45° dia.



ANEXO E - Tabela dosresultados da andlise pelo modelo de regressio linear com
efeitosmistospara ICU

Tabela 7 - ComparacBes dos tempos e grupos para a variavel 1ICU
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IC (95%)
Compar acdes Estimativas  P-valor

LI LS
Tempo 1 (Grupo 1 - Grupo 2) 0,00 0,99 -0,32 0,32
Tempo 1 (Grupo 1 - Grupo 3) 0,00 0,99 -0,33 0,33
Tempo 1 (Grupo 2 - Grupo 3) 0,00 0,99 -0,36 0,36
Tempo 15 (Grupo 1 - Grupo 2) -0,23 0,15 -0,55 0,08
Tempo 15 (Grupo 1 - Grupo 3) -0,22 0,18 -0,55 0,10
Tempo 15 (Grupo 2 - Grupo 3) 0,01 0,95 -0,35 0,37
Tempo 30 (Grupo 1 - Grupo 2) -0,40 0,01 -0,72 -0,08
Tempo 30 (Grupo 1 - Grupo 3) -0,37 0,02 -0,70 -0,04
Tempo 30 (Grupo 2 - Grupo 3) 0,03 0,86 -0,33 0,39
Tempo 45 (Grupo 1 - Grupo 2) -0,34 0,03 -0,67 -0,02
Tempo 45 (Grupo 1 - Grupo 3) -0,33 0,05 -0,66 0,002
Tempo 45 (Grupo 2 - Grupo 3) 0,01 0,92 -0,34 0,37
Tempo 60 (Grupo 1 - Grupo 2) -0,38 0,01 -0,70 -0,06
Tempo 60 (Grupo 1 - Grupo 3) -0,33 0,05 -0,66 0,002
Tempo 60 (Grupo 2 - Grupo 3) 0,05 0,75 -0,30 0,41
Tempo 75 (Grupo 1 - Grupo 2) -0,21 0,18 -0,54 0,10
Tempo 75 (Grupo 1 - Grupo 3) -0,03 0,81 -0,37 0,29
Tempo 75 (Grupo 2 - Grupo 3) 0,17 0,32 -0,18 0,54
Tempo 90 (Grupo 1 - Grupo 2) -0,12 0,46 -0,44 0,20
Tempo 90 (Grupo 1 - Grupo 3) 0,07 0,66 -0,25 0,40
Tempo 90 (Grupo 2 - Grupo 3) 0,19 0,28 -0,16 0,55

Sendo: Grupo 1 = GB; Grupo 2 = GL; Grupo 3 = GS.



ANEXO F —Tabela dos resultados da analise pelo modelo deregressao linear com
efeitos mistos para REG

Tabela 8 - Comparagdes dos tempos e grupos para a variavel REG
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IC (95%)
Compar acdes Estimativas P-valor

LI LS
Tempo 1 (Grupo 1 - Grupo 2) -0,27 0,68 -1,62 1,06
Tempo 1 (Grupo 1 - Grupo 3) 0,77 0,27 -0,61 2,16
Tempo 1 (Grupo 2 - Grupo 3) 1,05 0,15 -0,41 2,52
Tempo 15 (Grupo 1 - Grupo 2) -0,58 0,39 -1,92 0,76
Tempo 15 (Grupo 1 - Grupo 3) 0,30 0,65 -1,08 1,70
Tempo 15 (Grupo 2 - Grupo 3) 0,89 0,23 -0,57 2,35
Tempo 30 (Grupo 1 - Grupo 2) -0,10 0,87 -1,45 1,23
Tempo 30 (Grupo 1 - Grupo 3) -1,28 0,06 -2,67 0,10
Tempo 30 (Grupo 2 - Grupo 3) -1,17 0,11 -2,64 0,28
Tempo 45 (Grupo 1 - Grupo 2) 0,02 0,97 -1,32 1,37
Tempo 45 (Grupo 1 - Grupo 3) -1,93 0,01 -3,46 -0,40
Tempo 45 (Grupo 2 - Grupo 3) -1,95 0,01 -3,51 -0,39
Tempo 60 (Grupo 1 - Grupo 2) 0,15 0,81 -1,20 1,52
Tempo 60 (Grupo 1 - Grupo 3) -0,52 0,49 -2,05 1,00
Tempo 60 (Grupo 2 - Grupo 3) -0,68 0,38 -2,24 0,87
Tempo 75 (Grupo 1 - Grupo 2) 0,17 0,79 -1,20 1,56
Tempo 75 (Grupo 1 - Grupo 3) -0,74 0,33 -2,28 0,79
Tempo 75 (Grupo 2 - Grupo 3) -0,92 0,24 -2,49 0,64
Tempo 90 (Grupo 1 - Grupo 2) -0,21 0,77 -1,68 1,26
Tempo 90 (Grupo 1 - Grupo 3) -0,32 0,67 -1,88 1,23
Tempo 90 (Grupo 2 - Grupo 3) -0,11 0,88 -1,70 1,47

Sendo: Grupo 1 = GB; Grupo 2 = GL; Grupo 3 =GS.



ANEXO G —Tabela dos resultados da analise pelo modelo de regressao linear com

efeitos mistos para Colageno

Tabela 9 - Comparagdes dos tempos e locais para a varidvel Coldgeno
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S IC (95%)
Compar agdes Estimativas P-valor
LI LS
Local 1 (Tempo 1 - Tempo 2) 4,47 <0,01 1,53 7,42
Local 2 (Tempo 1 - Tempo 2) 3,49 0,02 0,54 6,43
Tempo 1 (Local 1 - Local 2) 0,19 0,89 -2,74 3,14
Tempo 2 (Local 1 - Local 2) -0,78 0,59 -3,72 2,15

Sendo: Local 1 = Borda; Local 2 = Centro; Tempo 1 = 1° dia; Tempo 2 = 45° dia.



97

ANEXO H —Tabela dos resultados da andlise pelo teste de Poisson para Fibroblastos

Tabela 10 - Comparagdes dos tempos e locais para a variavel Fibroblastos

S IC (95%)
Compar agdes Estimativas P-valor
LI LS
Tempo 1 (Local 1 - Local 2) -4,52 0,01 -7,98 -1,05
Tempo 2 (Local 1 - Local 2) -3,10 0,10 -7,01 0,81
Local 1 (Tempo 1 - Tempo 2) -15,46 <0,01 -20,62 -10,30
Local 2 (Tempo 1 - Tempo 2) -23,08 <0,01 -29,52 -16,65

Sendo: Local 1 = Borda; Local 2 = Centro; Tempo 1 = 1° dia; Tempo 2 = 45° dia.
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ANEXO | — Tabela dosresultados da andlise pelo teste de Poisson para Células

Inflamatérias

Tabela 11 - Comparagdes dos tempos e locais para a variavel Cé8ulas Inflamatérias

S IC (95%)
Compar agdes Estimativas P-valor
LI LS
Tempo 1 (Local 1 - Local 2) 44,67 <0,01 27,93 61,42
Tempo 2 (Local 1 - Local 2) 24,41 <0,01 14,87 33,94
Local 1 (Tempo 1 - Tempo 2) -21,09 <0,01 -29,51 -12,66
Local 2 (Tempo 1 - Tempo 2) 48,00 <0,01 30,07 65,92

Sendo: Local 1 = Borda; Local 2 = Centro; Tempo 1 = 1° dia; Tempo 2 = 45° dia.



ANEXO J —Tabela dos resultados da andlise pelo teste de Poisson para Vasos

Sanguineos

Tabela 12 - Comparagdes dos tempos e locais para a variavel Vasos Sanguineos
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S IC (95%)
Compar agdes Estimativas P-valor
LI LS
Tempo 1 (Local 1 - Local 2) 0,31 0,32 -0,39 1,03
Tempo 2 (Local 1 - Local 2) 1,25 0,01 0,37 2,14
Local 1 (Tempo 1 - Tempo 2) -1,53 <0,01 -2,44 -0,61
Local 2 (Tempo 1 - Tempo 2) 0,04 0,89 -0,68 0,76

Sendo: Local 1 = Borda; Local 2 = Centro; Tempo 1 = 1° dia; Tempo 2 = 45° dia.
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