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Eferto do ultrassom e do dexapantenol na
organizacao das fibras colagenas em lesao
tegumentar

Effect of ultrasound and dexpanthenol on collagen organization in tegumentary
lesions
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Resumo

Objetivo: Analisar o efeito do ultrassom (US), do dexapantenol (d-P) e da associagéo dos tratamentos (US+d-P) na organizac&o de
fibras colagenas na lesdo tegumentar em ratos por meio da andlise da birrefringéncia. Métodos: Foram utilizados 50 ratos Wistar,
anestesiados com Thionembutal Sédico (50mg/Kg), dos quais foi retirado 1cm? de pele da regido dorsal, divididos em cinco grupos:
controle (C), gel (G), US (3 MHz, 0,1 W/cm?, 1 minuto, modo continuo), d-P (10%) e US+d-P. Apds sete e 14 dias de tratamento didrio,
foram removidos segmentos dessas areas e obtidos cortes de 6um de espessura que, posteriormente, foram corados em Picrosirius.
Os cortes foram observados em microscopia de polarizacéo utilizando um software responsavel pela medida de birrefringéncia das
fibras colagenas (KS400 2.0 - Kontrol Eletronics). As médias das éareas birrefringentes (um?) de cada grupo foram submetidas a
andlise de variancia pela ANOVA, seguida do teste de Tukey (p=<0,05). Resultados: A média de area birrefringente do grupo US+d-P
(1586,43+162,14) foi maior (p<0,001) que a dos grupos experimentais (C: 139,36+35,35, US: 317,55+129,9 e d-P: 192,41+36,57) no
7° dia de tratamento, indicando uma aceleragéo na sintese e organizagéo das fibras colagenas na regiao lesionada. No 14° dia de
tratamento, os grupos US+d-P (2858,47+510,17), US (1779,94+£482,78) e d-P (2546,88+304,45) apresentaram area birrefringente
maior que a do grupo C, porém nao diferiram entre si. Conclusao: A associacéo dos tratamentos (US+d-P) acelerou a sintese e a
organizagao das fibras colagenas apenas no estagio inicial de reparo tegumentar.
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Abstract

Objective: To analyze the effect of ultrasound (US), dexpanthenol (d-P) and a combination of these treatments (US+d-P) on collagen fiber
organization in tegumentary lesions in rats by birefringence analysis. Methods: Wistar rats (50) were anesthetized (Thionembutal - Sodic
=50mg/Kg), 1cm? of dorsal region skin was removed, and the animals were divided into five groups: control (C), gel (G), US (3 MHz, 0.1
W/cm2, 1 minute, continuous), d-P (10%) and US+d-P. After daily treatment for 7 and 14 days, 6um thick sections of lesioned areas were
stained in picrosirius and measurements of the collagen birefringent area (um?) were obtained using polarized light microscopy (Zeiss
Axiolab-ZEISS- Germany) with histological image analysis software (KS 400 2.0 - Kontrol Eletronics, Munique, Germany). The means
were compared by ANOVA followed by the Tukey test (p<0.05). Results: The US+d-P group showed a significantly greater (p<0.001)
birefringent area (1586.43+162.14) than the other experimental groups: C (139.36+£35.35), US (317.55+129.9) and d-P (192.41+3657)
by the 7" day of treatment, indicating acceleration of the wound healing process. By the 14" day of treatment, the US+d-P, US and d-P
groups presented greater birefringence than the control group, but did not differ from each other. Conclusion: The combination of treat-
ments (US+d-P) accelerated collagen fiber synthesis and organization in the early stages of cutaneous repair.
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Introducgao

Proteina mais abundante do organismo dos animais, o co-
lageno é a principal estrutura protéica do tecido conjuntivo.
Existem varios tipos de coldgenos, mas os tipos I, IL, Il e IV
sdo os mais comuns'. Na derme, predomina o coldgeno tipo
L, porém outros trés tipos também estdo presentes em menor
escala, como os tipos III, IV e V.

As moléculas de coldgeno se agregam por meio de ligacoes
cruzadas, e essa rede de interagdes quimicas bem organizada
torna o coldgeno um cristal organico, explicando, assim, por
que essa proteina é resistente a tensoes e pressoes”

As variacOes na organizacdo e na ordem molecular dos
feixes de colageno podem ser detectadas e medidas durante o
processo de reparo por meio de suas propriedades anisotropi-
cas, ou seja, a birrefringéncia’®.

Abirrefringéncia total é dependente da geometria das molé-
culas, do volume parcial (concentragéo), do grau de agregacéo,
da orientagdo dos componentes do feixe e da forca oscilatéria
de todas as transi¢des eletronicas na molécula, bem como das
ligacoes cruzadas entre as moléculas de coldgeno®”.

O processo de reparo de uma ferida apresenta trés fases
que se sobrepdem continuamente: inflamatdria, proliferativa
e remodelamento, e envolve varias alteragdes bioquimicas e
celulares®. Independente do tecido, o coldgeno é o componente
mais importante na reparagdo.

Lesoes de pele sdo tratadas por vitaminas como o dexa-
pantenol ou d-pantenol (d-P). Trata-se de uma pré-vitamina
do complexo B que, quando aplicada topicamente, é conver-
tida em 4cido pantoténico, um constituinte natural da pele’.
Ebner et al.® observaram “in vitro”e “in vivo” que a ativagédo de
fibroblastos com d-P leva a uma aceleracédo da epitelizagéo de
feridas, formando um epitélio com elevado nivel organizacio-
nal das estruturas formadoras da epiderme.

O ultrassom (US) como modalidade terapéutica também
tem sido empregado no processo de reparo tecidual, como no
tratamento de feridas cutdneas’? Estudos apontam aumento
na sintese de coldgeno, na proliferacdo de fibroblastos e na
microcirculagdo local®™®, mas, de acordo com ter Haar',
em muitos desses efeitos, ndo se sabe 0 mecanismo de acgéo.
Alguns trabalhos tém apontado riscos de alteragdes em pele
saudavel com o uso de US continuo de 3 MHz, nas intensida-
des de 1 a2 W/cm? e in vitro'’, quando amostras de pele foram
irradiadas acima de 2,5 W/cm?

Diante da dificuldade de permeagdo de firmacos, tem-se
estudado o uso de aceleradores fisicos como o US, terapia deno-
minada fonoforese'”*®. Estudo deste mesmo grupo de pesquisa
verificou que ndo sé o US acelerou o processo de reparo tegumen-
tar bem como sua associagdo com o d-P". Mostrou também au-
mento da re-epitelizagéo da ferida apds sete dias de tratamento,

mas ndo havia estudado quantitativamente as fibras coldgenas, o
que justifica o presente estudo, na tentativa de verificar se esses
recursos isolados e/ou associados poderiam alterar a organiza-
¢éo dessa proteina, tdo importante no processo de cicatrizagéo.

Como o US requer um meio de acoplamento, a hipétese
que se levanta é a de que, se ele for acrescido de d-P, podera
acelerar a sintese de coldgeno nessas lesdes.

O objetivo deste trabalho foi analisar o efeito do US, do d-P
e da associacdo dos tratamentos na lesdo tegumentar em ratos
por meio de andlise histomorfométrica da birrefringéncia das

fibras colagenas.

Materiais e métodos
Animais

Este trabalho foi aprovado pela Comisséo de Etica em Ex-
perimentagdo Animal da Universidade Federal de Sdo Carlos
(UFSCar), Sdo Carlos, SP, Brasil (Protocolo n° 020/2006). Foram
utilizados 50 ratos Wistar machos, com peso aproximado
de 250 g, mantidos no Biotério de Pesquisa da Universidade
Metodista de Piracicaba (UNIMEP), Piracicaba, SP, Brasil, sob
controle de ciclo claro/escuro (12h/12h), com dgua e racéo “ad
libitum”, em gaiolas individuais, substituidas diariamente.

Procedimentos experimentais

Apés anestesia por Thionembutal Sédico (50mg/Kg), os
animais foram tricotomizados na regido dorsal, de onde foi
removido 1 cm? de pele, incluindo a hipoderme, utilizando
um bisturi e gabarito vasado milimetrado de pléstico. Todos
os animais receberam uma unica aplicagdo, no local da lesdo,
de polivinil pirolidona-iodo (PVPI) ativo - 10,0g com 10% de
estabilizante e emoliente logo apds a cirurgia.

Grupos experimentais

Os animais foram divididos em cinco grupos experimentais
(n=10): controle (C), gel (G), gel + ultrassom (US), gel + dexa-
pantenol (d-P), gel + ultrassom + dexapantenol (US+d-P). Cinco
animais de cada grupo receberam tratamento por sete dias, e
os outros cinco animais, por 14 dias, sendo que a eutandsia se
deu no 8° e 15° dia, respectivamente. O tratamento didrio de
todos os animais ocorreu sempre no periodo da manhé, du-
rante o qual foram estabilizados pelos préprios pesquisadores.

Grupo C
Os animais do grupo C ndo foram submetidos a nenhum
tratamento apds o procedimento cirtrgico.
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Grupo gel

O gel utilizado foi o Carbopol 940%, constituido de acido
carboxivinilico, propilenoglicol, trietanolamina, metilpara-
beno e dgua destilada, sendo aplicadas diariamente 2g de gel
por toda a lesdo com o auxilio de espatula.

Grupo d-P
Acrescentou-se 10% de d-P ao gel, e 2g foram aplicadas dia-
riamente sobre a lesdo, como no grupo anterior.

Grupos US e US+d-P

O US (Sonomaster Dual, KW Indiistria Nacional de Tecnologia
Ltda., Amparo, So Paulo, Brasil) foi aplicado diariamente sobre
a leséo dos grupos US e US+d-P, regulado a 3 MHz", intensi-
dade de 0,1 W/cm®", modo de emissio continuo® e tempo de
aplicacdo de 1 min/cm?, com o transdutor sendo movido lenta e
continuamente até o final da aplicacdo®, ERA de 4 cm? = 30%.

A calibragéo da intensidade do US na frequéncia de 3 MHz
foi aferida antes e durante o experimento utilizando agua des-
tilada e desgaseificada, usando uma balanca de US (UPM - DT-
10 OHMICInstruments, Easton, USA). Além disso, verificou-se a
transmissividade da onda ultrassonica no gel de Carbopol 940
e no gel de d-P, conforme proposto por Guirro, Guirro e Fer-
reira®, considerando a variacdo de 10% do US e de 0,07% da
balanca. O procedimento foi repetido cinco vezes para cada
gel, e nenhuma das preparagdes mostrou atenuagédo estatisti-
camente significante (dados ndo demonstrados).

Processamento histoldgico

Vinte e quatro horas apds o dltimo dia de tratamento, os
animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, foi
removida a area da lesdo contendo 2 mm de pele intacta ao
redor. Segmentos transversais da drea central dessas lesdes fo-
ram fixados em solugéo tamponada de formol a 10% e proces-
sados histologicamente para inclusdo em paraplast. De cada
segmento, foram obtidos trés cortes histolégicos néo seriados
de 6um de espessura, corados com Picrosirius a 1% (Sirius red
em solugéo saturada de dcido picrico) em laminas cegadas. A
birrefringéncia das fibras coldgenas foi quantificada por um
unico observador em cinco dreas (10000pm?* cada) por corte,
distribuidas ao longo de toda extensdo da lesdo, por meio de
microscopia de polarizagéo (Zeiss Axiolab, ZEISS, Alemanha),
com auxilio de um software analisador de imagens histolégicas
(KS 400 2.0 - Kontrol Eletronics, Munique, Alemanha).

Analise estatistica

Para a andlise estatistica, utilizou-se o aplicativo GraphPad
Prism 4.0 (GraphPad Software Ind, San Diego CA, USA). O teste

de Kolmogorov-Smirnov foi usado para verificar a normalidade
na distribui¢do dos dados, depois foram utilizados os testes de
analise de variancia ANOVA, seguido por Tukey. Um valor de
p<0,05 foi considerado como estatisticamente significante. Os
dados obtidos foram submetidos & regressdo polinominal, que
tem como objetivo avaliar as dreas birrefringentes em funcéo
do tempo para os diversos tratamentos.

Resultados

No 7° dia de tratamento, o grupo US+d-P apresentou maior
area birrefringente (p<0,001) do que os demais grupos (Tabela
1 e Figura 1).Jd no 14° dia, o grupo tratado com d-P bem como
o do tratamento associado (US+d-P) apresentaram maior drea
birrefringente do que o do tratamento isolado (US). Este, por
sua vez, foi significativamente diferente (p<0,001) dos grupo C
e G, que nédo diferiram entre si.

Os dados também foram tratados pela regresséo polinomi-
nal. Todos os grupos obtiveram um aumento das médias das
areas birrefringentes no decorrer do tempo de tratamento,
porém nota-se que os grupos US, d-P e US+d-P obtiveram uma

Tabela 1. Média e desvio-padrdo das areas birrefringentes (um?) dos
diferentes grupos experimentais tratados por sete e 14 dias.

Grupos experimentais 7 dias 14 dias
Controle 139,36+35,35 316,96+55,15
Gel 218,13+93 448,42+148 87
Ultrassom 317,55+129,9 1779,94+482,78*1
d-pantenol 192,41+36,57 2546,88+304,45**1
Ultrassom + dexapantenol 1586,43+162,14**  2858,47+510,17*#

* significativamente diferente do grupo controle no mesmo periodo de tratamento
(p<0,001); # significativamente diferente do grupo ultrassom no mesmo perfodo de tra-
tamento (p<0,001); T significativamente diferente em relagdo ao mesmo grupo com sete
dias de tratamento (p<0,001).

3500
3000 "
25001 “#
2000

—&—Controle
—=—(el

Areas Birrefringentes (um2)

*f us
1500 * ——(-P
1000 —=—{JS+d-P
500
7 dias 14 dias

Periodo de Tratamento

US=Ultrassom; d-P=dexapantenol; US+d-P=Ultrassom + dexapantenol; * significativamente
diferente do grupo controle no mesmo periodo de tratamento (p<0,001); * significativamente
diferente do grupo ultrassom no mesmo periodo de tratamento (p<0,001); T significativa-
mente diferente em relagdo a0 mesmo grupo com sete dias de tratamento (p<0,001).

Figura 1. Regressdo polinominal das médias das dreas birrefringentes
em fungdo do tempo para os diferentes grupos experimentais.
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evolugdo significativa (p<0,001), o mesmo néo ocorrendo com
os grupos C e G (p>0,05), como mostra a Figura 1.

A Figura 2 visualiza as dreas brilhantes que correspon-
dem a birrefringéncia caracteristica das fibras coldgenas na
area lesionada dos grupos experimentais tratados por sete
dias e por 14 dias, em que o tecido esta mais maduro e con-
sequentemente as fibras coldgenas aparecem com brilho
mais intenso.

us

d-P

US+ d-P

(C=controle; US=ultrassom; d-P=dexapantenol; US+d-P=ultrassom + dexapantenol.

Figura 2. Microscopia de polarizagdo das dreas lesionadas mostrando a
disposicdo e 0 brilho caracteristico das fibras coldgenas (setas). Observa-
se que o grupo US+d-P apresenta maior quantidade de fibras colagenas
no 7° dia (7d) em comparagdo aos grupos tratados isoladamente com
US e d-P. No 14° dia (14d), o grupo d-P é o que mais se assemelha com
0 grupo associado (US+d-P) (200x, Picrosirius 1%).
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Discussao

Aregeneragdo de feridas cutaneas é um processo altamente
organizado, envolvendo interagdes celulares, formacgdo de te-
cido de granulagdo, deposicdo de proteoglicanos e coldgeno,
principal componente de uma cicatriz madura®.

Para proporcionar efeitos terapéuticos no processo de re-
paro tecidual, como a interagéo entre células e matriz, tém-se
utilizado recursos fisioterapéuticos e farmacoldgicos, como a
aplicagdo do US**? e do d-P"® em tratamentos isolados.

Neste trabalho, no 7° dia de tratamento, a area de birrefrin-
géncia das fibras coldgenas do grupo tratado com d-P néo dife-
riu da do C, segundo o detalhamento da analise estatistica por
meio do teste de Tukey, como mostra a Tabela 1. No entanto, no
14° dia de tratamento, observa-se que a média de areas birre-
fringentes do grupo d-P foi significativamente maior (p<0,001)
do que a do grupo C (Tabela 1, Figura 2). Provavelmente, o d-P
tenha promovido um aumento da sintese de coldgeno por
meio da ativacdo dos fibroblastos, confirmando os resultados
de Ebner et al.®. Como a taxa de sintese e remodelagdo do cola-
geno € lenta, seu efeito sé apareceu no 14° dia.

O tratamento com US, segundo Young e Dyson'!, acelera a
reagdo inflamatdria e proliferacdo celular nos estégios iniciais
da regeneracdo epidermal em ratos, bem como aumenta a
deposi¢do de coldgeno e forca tensil da ferida. Demir et al.”?,
utilizando US com intensidade de 0,1 W/cm?* e 0,5 W/cm?,
observaram aceleracdo da fase inflamatdria na reparacdo de
feridas. Nos mesmos parametros do presente trabalho, mas
com US pulsado, observou-se diminui¢do do tempo de fase
inflamatdria e, na fase proliferativa, encontrou-se aumento de
hidroxiprolina e nimero de fibroblastos, bem como estimulo
para sintese de coldgeno.

Tais resultados puderam ser observados neste trabalho,
uma vez que, no que se refere as dreas birrefringentes, néo
houve diferenca significativa (Tabela 1 e Figura 1) no grupo
US tratado por sete dias; mas, na fase proliferativa, no 14° dia,
houve aumento em relacéo ao grupo C.

A associagdo dos tratamentos (US+d-P) vem sendo estu-
dada por nosso grupo de pesquisa tanto in vitro* como na re-
generagdo tegumentar”. Polacow et al.'” observaram estimulo
a reepitelizacdo de feridas, aumento do nimero de fibroblas-
tos, além de melhor organizacdo no tecido cicatricial aos sete
dias de tratamento, numa analise qualitativa. Porém, nédo se
estudaram os efeitos dessa associagéo na sintese e organizagdo
do colageno.

No presente trabalho, nas mesmas condi¢des experimentais,
no 7° dia de tratamento, os resultados mostraram que o grupo
US+d-P apresentou birrefringéncia significativamente maior
(p<0,001) do que a dos tratamentos isolados, demonstrando
aceleracdo na maturacéo das fibras coldgenas presentes nesse
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tecido lesado (Tabela 1). Os dados aqui apresentados reforcam
o efeito benéfico dessa associagdo, pois sabe-se que, se ha maior
quantidade de fibroblastos", hd, consequentemente, um incre-
mento na sintese de matriz extracelular, confirmando o papel
dessas células nesse processo, uma vez que liberam fatores de
crescimento que contribuem para a cicatrizacéo de feridas'®'>*.
O efeito de cavitagéo produzido pelo US aumenta o influxo de
célcio nos mondcitos, atuando como segundo mensageiro e pro-
movendo efeito acentuado na sintese e na liberagéo de fatores
que contribuem para a cicatrizacdo das feridas'*.

Segundo KoeKe et al.”, que estudaram o efeito do US asso-
ciado com hidrocortisona 10%, a fonoforese influenciou positi-
vamente o processo de reparo de tendées, comparando-a com
os tratamentos de US e hidrocortisona isolados.

No 14° dia de tratamento, o grupo experimental US+d-P
apresentou maior birrefringéncia, porém néo diferiu do grupo
tratado isoladamente por d-P, j& que, nesse periodo do trata-
mento (de sete a 14 dias), o grupo associado se encontrava na
fase de remodelamento, portanto, diminuindo a taxa de sintese
e deposicédo do coldgeno no tecido lesado.

Os dados submetidos a regressdo polinominal (Figura 1),
que tem como objetivo avaliar as dreas birrefringentes em fun-
¢do do tempo para os diversos tratamentos, mostraram que, no
14° dia, todos os grupos experimentais, com exce¢do dos gru-
pos C e G, apresentaram um aumento significativo (p<0,001)
da birrefringéncia em relagdo ao tratamento por sete dias,
revelando maturidade natural das fibras coldgenas nessa fase
do processo de reparagéo, correspondente ao inicio da fase de
remodelamento. No entanto, vale salientar que o tratamento
associado mostrou-se muito eficaz no 7° dia. Sugerem-se fu-
turos estudos que envolvam essa associagdo de tratamentos,
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