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Analise histoldgica em tecido epitelial sadio de
ratos Wistar (in vivo) irradiados com diferentes
intensidades do ultrassom

Histological analysis of healthy epithelium of Wistar rats in vivo irradiated with
different intensities of therapeutic ultrasound

Daiane M. De Bem', Carlos D. Maciel, José A. Zuanon®, Carlos B. Neto®, Nivaldo A. Parizotto?

Resumo

Contextualizagao: O Ultrassom (US) é um dos recursos fisicos amplamente utilizado e pesquisado nos tratamentos de fisioterapia.
Sabe-se que diante de uma escassa literatura sobre efeitos do US em tecidos sadios, muitos profissionais fisioterapeutas acabam
realizando aplicagdes infundadas de métodos e parametros. Objetivo: Avaliar possiveis alteragdes histolégicas e morfométricas do
tecido sadio in vivo de ratos Wistar irradiados com diferentes intensidades de US. Métodos: Trinta ratos da linhagem Wistar, distribuidos
aleatoriamente em cinco grupos de seis animais cada foram tratados na regido dorsal do lado direito numa area de 4cm?®. O lado
esquerdo serviu como controle. O tratamento foi feito durante quatro dias com 2 minutos de irradiacao. Verificou-se a intensidade
de saida com dosimetro de precisdo antes das aplicacdes. Analisou-se a histologia e a morfometria por meio do software Image
Tool. Resultados: Observou-se um discreto infiltrado inflamatério e adelgacamento das fibras da derme, principalmente dos grupos
irradiados com 1.5 e 2W/cm?. Notou-se também um aumento na espessura da epiderme nas amostras dos animais irradiados. Para
avaliar os resultados quantitativos, utilizou-se como andlise estatistica ANOVA one way e o teste post hoc de Tukey. Na espessura da
epiderme, obtiveram-se diferencas significativas entre grupo controle e os grupos irradiados com 1.0, 1.5 e 2.0W/cm?. Conclus&o: Sob
acdo do US nas doses maiores houve alteracdes na epiderme e derme, respectivamente, o aumento da espessura e proliferagédo com
adelgacamento das fibras colagenas, o que alerta para possiveis implicacdes do uso do US em estética.

Palavras-chave: ultrassom terapéutico; dosimetria; efeitos colaterais; danos teciduais.

Abstract

Background: Ultrasound (US) is a widely used and studied resource for physical therapy treatments. Given the scarcity of studies
on the effects of US on healthy tissue, many physical therapy professionals make unfounded decisions regarding its methods and
parameters of application. Objectives: The possible histological and morphometric changes in the healthy tissue of Wistar rats in vivo
irradiated with different intensities of US were evaluated. Methods: Thirty Wistar rats, randomly distributed among five groups of six
animals each, were treated on the right side of the dorsal region, over an area of 4 cm?. The left side served as a control. The treatment
was applied over a four-day period, with two mins. of daily irradiation. The output intensity was checked using a precision dosimeter
before the applications. Histological and morphometric analyses were performed using the Image Tool software. Results: There were
slight inflammatory infiltration and thinning of the dermis fibers, particularly in the groups irradiated with 1.5 and 2 W/cm?. There was
also thickening of the epidermis in the samples from the irradiated animals. To evaluate the quantitative results, the statistical analyses
consisted of one-way ANOVAs with the post-hoc Tukey tests. There were significant differences in epidermis thicknesses between
the control group and the groups irradiated with 1.0, 1.5 and 2.0 W/cm?. Conclusions: Higher doses of US produced changes in the
epidermis and dermis, i.e. increased thickness and collagen fiber thinning and proliferation, respectively. These results serve as a
warning of the possible implications of therapeutic ultrasound use in esthetics.
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Introducgao

A energia ultrassonica é um dos recursos fisicos ampla-
mente utilizado nos tratamentos de fisioterapia, estéticos
e de diagndsticos médicos'. Vérios pesquisadores eviden-
ciaram o aumento da sintese de coldgeno pela aplicagio
do ultrassom (US), acelerando assim a cicatrizagio tecidual
em diversos tipos de lesées’. Com a estimulagdo do US em
células que produzem coldgeno tipo I e II com diferentes in-
tensidades, Tsai et al.* comprovou um aumento significativo
na sintese das mesmas quando comparadas com as do grupo
controle. Iwashina et al.* pesquisaram o estimulo do US pul-
sado com diferentes intensidades nas células in vitro do disco
intervertebral de coelhos (7.5 até 120 mW/cm?) média espa-

cial e média temporal (I,., spatial average temporal average

SATA,
intensity), constataram aumento significativo da sintese de
colageno pelas células do disco intervertebral. Esse resultado
foi observado também nos grupos irradiados com menores
intensidades. Por outro lado, hd uma escassa literatura sobre
os efeitos do US em tecidos sadios, condic¢do basica dos tra-
tamentos estéticos®, como também em muitos desses efeitos
terapéuticos aplicados clinicamente, ainda néo se sabe clara-
mente quais sdo os mecanismos de a¢do®.

Gongalves et al.” estudaram o risco potencial do US nas
terapias dermatoldgicas, estéticas e suas implicagdes no
sistema cardiovascular. Demonstraram alteragoes dos para-
metros hemodindmicos; niveis de lipidios e glicose séricos,
além de produzir atenuacdo da vasodilatagdo induzida por
adenosina, um possivel fator para a presenca de riscos cardio-
vasculares. Pesquisando a indugdo do US na desgranulacéo
dos mastdcitos da pele®, observou-se a ocorréncia de lesio
nas células dos mastdcitos quando aplicado com intensidade
de 3,0W/cm? Em outra abordagem, Valentini, Maciel e Pari-
zotto® estudaram a calibragem dos aparelhos de US, eviden-
ciando a importancia da conformidade dos equipamentos
de US terapéutico com a NBR-IEC 1689. Neste estudo foram
apresentados relatos de que os aparelhos de US no Brasil e
no mundo néo atendem as especificagdes dos parametros
pedidos pela norma.

Dessa forma, torna-se preocupante a popularizagéo e a
crescente procura do uso do US nos tratamentos estéticos.
Sabe-se que em tratamentos estéticos sdo utilizadas intensi-
dades mais altas (2,5 a 3,0 W/cm?*) em maior niimero de apli-
cagdes. Esses fatores combinados podem aumentar o risco de
leséo tecidual. A principal motivagéo do presente estudo foi a
hipétese dos possiveis riscos das aplicagoes do US nos trata-
mentos estéticos. O objetivo desta pesquisa foi avaliar histolo-
gicamente possiveis alteragdes do tecido sadio in vivo de ratos
Wistar irradiados com diferentes intensidades, analisando os
cortes histoldgicos de forma qualitativa e quantitativa.

Sistema tegumentar

O sistema tegumentar é formado pela epiderme e derme. A
primeira é constituida por células epiteliais chamadas de que-
ratindcitos que sdo produzidas na camada basal, e a derme é
responsavel pela resisténcia e elasticidade da pele’, (Figura 1).
Sabe-se que as camadas da pele sdo avasculares, com isso, a
Unica forma de nutricédo é feita por difusdo através dos leitos
capilares da derme, que se apresenta bem vascularizada’.

Na camada basal, ocorre uma constante renovagéo celular,
com intensa atividade mitética. Essas células sofrem diferen-
ciagdo, sendo empurradas para a camada espinhosa e licida
até chegarem a epiderme. Tais células formam de quatro a seis
camadas sobrepostas de queratindcitos, conferindo uma resis-
téncia mecénica a epiderme. Na camada granular, sdo sinteti-
zadas substancias que asseguram a coesdo ao estrato cérneo.
A camada cdérnea é a mais externa, constituida por células

anucleadas e achatadas chamadas de corneécitos' (Figura 1).

Ultrassom

A terapia ultrassdnica caracteriza-se por apresentar vibra-
¢Oes mecénicas de alta frequéncia, acima de 20 KHz'". A prin-
cipal forma de propagacio da onda sonora no tecido bioldgico
¢ longitudinal, em que as particulas vibram paralelamente &
dire¢éo de propagacio da onda'>. Conforme Hedrick, Hykes e
Starchman'®, a onda se propaga a medida que sofre alteragoes
de pressdo, ocorrem regides de alta pressdo (maior compres-
sdo) e regides de baixa pressdo (rarefagéio). O campo actstico
do US, na parte mais préxima do transdutor, chamada de zona

Derme

Camadas da Epiderme

Cada nimero representa uma camada da epiderme, que serd especificada com seu
respectivo nome; 1- Camada Cérnea, 2- Camada Lucida, 3- Camada Granulosa, 4-
Camada Espinhosa, 5- Camada Basal ou Germinativa. Da camada basal até a cérnea,
as células passam pelo processo de diferenciagdo. A derme estd especificada pela
chave.

Figura 1. Mostra um tecido epitelial normal sem alteragdes. Ao lado,
gncontram-se as seis camadas da epiderme.
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Fresnel, apresenta-se como um feixe bem irregular, com picos
espaciais e temporais de energia. A medida que o feixe se afasta
do transdutor, comega a ter um comportamento mais regular,
chamado de campo distante ou zona Fraunhofer™. Diante

Tabela 1. Separacdo dos grupos para realizagdo do experimento com
suas respectivas intensidades e frequéncias utilizadas.

Grupo LE LD [(W/cm?)
I Controle Sham 0,0
Il Controle Experimental 05
Il Controle Experimental 1,0
v Controle Experimental 15
Vv Controle Experimental 2,0

LE representa a regido denominada de controle; LD é a regido experimental.

Figura 2. Regido dorsal tricotomizada com a marcagdo da respectiva
drea a ser estudada.

Figura 3. Equipamentos utilizados para afericdo das diferentes
intensidades de cada grupo mais o equipamento de US utilizado no
experimento.

disso, sabe-se que os tratamentos de fisioterapia sdo realizados
no campo proximo, o que dificulta mensurar o comportamento
da onda no tecido bioldgico.

Materiais e métodos :::.

Utilizou-se um total de 30 ratos (Rattus norvegicus: var. al-
binus, Rodentia, mammalia), adultos, da linhagem Wistar, ma-
chos, com uma massa corporal de 195,06 g+20,9. No presente
estudo, os animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco
grupos de seis animais. Cada grupo foi irradiado com diferente
intensidade, conforme a Tabela 1.

O local escolhido para a realizacdo das aplica¢des do US foi
a regido dorsal (Figura 2), sendo dividida em duas partes; lado
esquerdo (LE) controle do préprio animal e lado direito (LD)
experimental. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
da Universidade Federal de Séo Carlos (UFSCar) sob protocolo
nimero 007/2008. Inicialmente os animais passaram pelo pro-
cesso de adaptagdo com o pesquisador durante uma semana a
fim de evitar um nivel de estresse elevado e assegurando uma
confiabilidade nos resultados do trabalho. Logo apés, os ani-
mais foram colocados na cuba, onde foram anestesiados com
éter etilico para realizagdo da tricotomia digital da regido a ser
tratada (Figura 2). Durante dois dias, foi simulado o tratamento
- com o US desligado — com o objetivo de adaptar os animais
ao procedimento.

Otratamento foirealizado durante quatrodias consecutivos,
com duragéo de 2 minutos de irradiagdo em uma area de 4cm?.
O aparelho de US utilizado foi da marca BIOSET, Sonacel
Expert, de frequéncia 3 MHz (Figura 3). Antes de cada aplicagéo,
foram realizados testes de aferi¢cdo em cada grupo a fim de se
obter maior precisdo das diferentes intensidades irradiadas.
Para isso, foi utilizado um dosimetro de precisdo (balanga),
ULTRASOUND POWER METER UPT-1 MODEL (Figura 3),
para determinar a intensidade média espaco-temporal.

Ap0s a quarta aplicagdo do tratamento, os animais foram
anestesiados por meio da combinacéo de cetamina ® (35 mg/ Kg)
exilazina ® (4 mg/Kg), injetada de forma intramuscular na coxa.
Em seguida, deu-se inicio a retirada do tecido da regido dorsal,
epiderme e derme. Os animais ainda anestesiados foram subme-
tidos a eutandsia com guilhotina por um profissional treinado.
Ap0s a coleta, as amostras foram colocadas nos cassetes com
papel filtro e mergulhadas em formaldeido 10% néo tamponado
por 24 horas. Pagsaram pela tramitacio padréo para obtencéo
dos cortes histolégicos incluidos em parafina e posteriormente
corados com Hematoxilina-Eosina (HE).

Os cortes histoldgicos foram analisados microscopicamente
de forma qualitativa a fim de avaliar comparativamente a es-
trutura do tecido epitelial no grupo controle e experimental.
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Essas andlises foram realizadas no laboratério de Odontologia
de Fisiologia e Patologia da Universidade Estadual de Sdo Paulo
(UNESP), Araraquara (SP), Brasil. Para obtengéo das imagens his-
tolégicas foi utilizado o microscépio Olympus BX51 e a cdmera
digital da marca Olympus Camedia C-5060, 5.1 mega pixels.

Para obtencdo das medidas da espessura da epiderme de
cada uma das amostras, foi realizada uma andlise quantitativa
das imagens dos cortes histoldgicos, utilizando o software
UTHSCSA Image Tool'. O software foi calibrado utilizando-se
a imagem de uma régua fotografada no mesmo aumento, e
todas as imagens foram analisadas mediante essa calibracéo.
Foram realizadas quatro medidas da espessura da epiderme
em regides aleatdrias. Tal procedimento foi feito nas seis amos-
tras de cada grupo, obtendo-se 120 medidas para cada lado (LE
e LD). Os resultados de cada grupo foram submetidos & anélise
estatistica por meio do teste de varidncia ANOVA one way com
nivel de significancia de 1% e complementado com o post hoc
de Tukey, para verificar a existéncia de diferengas significantes
entre as médias dos grupos. A andlise dos dados quantitativos
foi realizada com a biblioteca de estatistica do Excel e o pro-
grama Bioestat 3.0.

Resultados : ::.
Resultados qualitativos

Os cortes histolégicos foram observados ao microscépio
por um patologista experiente, e foram constatadas altera-
¢oes teciduais nos cortes das amostras irradiadas com US. A
Figura 4 mostra os cortes histoldgicos dos grupos III, IV e V.
As imagens da esquerda (A, C e E) sdo as amostras controle
de cada um dos grupos. As imagens da direita (B, D e F) sdo as
amostras dos grupos experimentais. No grupo Il irradiado com
0,5W/cm? nédo houve alteracdo. As alteragdes foram visiveis a
partir das amostras irradiadas com 1W/cm? quando compa-
radas com o controle. Observa-se aumento na espessura da
epiderme, infiltrado inflamatdrio e uma proliferacdo das fibras
coldgenas, que se apresentam menores e adelgacadas.

Resultados quantitativos

O teste ANOVA indicou haver diferenga entre os grupos
estudados. O teste de Tukey indicou que o grupo I possui
a menor média na espessura da epiderme (29,25pm=6,53),
quando comparado com os grupos III (40,62um+9,49), IV
(45,32pm=*9,43) e V (43,91pm=9,55), e as diferencas foram
significativas (p<0,01). Esses dados mostraram que os
grupos irradiados com intensidades mais elevadas apre-
sentaram as maiores médias. Observa-se, na Figura 5, uma

tendéncia ao aumento progressivo da espessura da epi-
derme quando correlacionado com as intensidades utiliza-
das em cada grupo. Constata-se que ocorre uma saturagéo
desse aumento apés 1W/cm? levando a um patamar com
doses superiores.

Discussao ...

A alta intensidade utilizada em tratamentos estéticos é
uma das principais preocupacdes deste estudo. Sabe-se que

Figura 4. Em A - Mostra o corte histoldgico daamostra do grupo lll, que
ndo recebeu irradiagdo LE. O tecido encontra-se normal, sem alteragoes,
com um aumento de 200x. O triangulo serve para comparar as fibras
dos grupos controle e experimental. Em B - Mostra o corte histologico
da amostra do grupo Il ,irradiado com 1,0 W/cm? LD, com aumento de
200x. O tecido encontra-se com alteragdes, as pontas de setas indicam
aumento da espessura da epiderme, e o tridngulo indica adelgagamento
das fibras. Em C - Mostra o corte histoldgico da amostra do grupo 1V,
(controle) LE. Em D - Mostra o corte histol6gico da amostra do grupo
IV, LD, irradiado com 1,5 W/cm?. Observou-se aumento na espessura
da epiderme indicado apenas com pontas de flecha, o adelgacamento
das fibras na regido da derme marcado com tridngulos e um discreto
infiltrado inflamatério representado pelas flechas inteiras, quando
comparado com as figuras do grupo controle LE. Em E - Mostra o corte
histoldgico da amostra do grupo V, LE (controle), o tecido encontra-se
sem alteragdo, com aumento de 200x. Em F - Mostra o corte histoldgico
da amostra do grupo V, LD irradiado com intensidade de 2,0 W/cm?,
apresentando as mesmas alteragdes do corte dos grupos Il e IV, LD.
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Figura 5. Grdfico Box-Plot mostrando a diferenca das médias das
medidas da espessura da epiderme em um de cada grupo, com desvio-
padrdo e valores de méximos & minimos.

o US é utilizado com muita frequéncia nas clinicas para fins
terapéuticos e estéticos. Entretanto, pesquisas revelam dados
infundados referentes a intensidade, tempo de exposigdo e as
condicdes de calibragem dos aparelhos de US™. Guirro et al.'®
pesquisou a intensidade actstica média temporal e média es-
pacial dos aparelhos de US utilizados nas clinicas da cidade
de Piracicaba, com o objetivo de analisar se haveria alguma
diferenca entre a intensidade que o painel do equipamento
registra e a intensidade distribuida do transdutor. Este estudo
mostrou que a maioria dos equipamentos emitiam energia
acima de 30%, ultrapassando o valor das especificagdes pro-
postas pela norma. Noutro estudo, observou-se que um tergo
dos equipamentos de US estavam fora dos padrdes, reduzindo
a confiabilidade na aplicacdo e nos resultados".

Preocupado em avaliar o efeito e o risco potencial do US
em altas intensidades no sistema venoso, Aratjo et al.' rea-
lizou aplicacdes na veia auricular de coelhos. Constatou-se
que, com intensidade de 3W/cm? no modo continuo, houve
a inducédo de trombose venosa e um aumento dos linfécitos
de forma significativa, podendo ser observada macroscopica-
mente por apresentar edema, eritema e calor. As imagens do
trabalho evidenciam lesdo na parede vascular com extravasa-
mento de células.

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, suge-
re-se que a aplicagdo do US também tinha gerado alteracdes
no tecido epitelial sadio de ratos Wistar. Obteve-se um not6-
rio aumento na espessura da epiderme. Isso provavelmente
ocorreu por estimulo na mitose das células da camada basal
da epiderme. As evidéncias encontradas nos resultados apre-
sentaram uma relagdo com o trabalho realizado por Silva’, que

avaliou o efeito do US pulsado na atividade mitética androge-
nica das células de Leydig. Ele constatou um aumento na velo-
cidade do ciclo celular. Tais evidéncias mostraram o papel da
camada proliferativa da epiderme no processo de renovagao
celular, susceptivel & influéncia da energia do US.

Boucaud et al.” encontraram alteracdes no tecido epitelial.
Eles pesquisaram o efeito biolégico que o US pode causar com
a fonoforese. As amostras de pele in vitro que foram irradiadas
acima de 2,5 W/cm? apresentaram lesdo. Esses autores realiza-
ram estudos em tecido epitelial de ratos in vivo e constataram
lesdes mais profundas, entre as quais necrose capilar e muscu-
lar. Tais dados corroboram os achados deste trabalho.

Conforme a andlise histolégica do presente estudo, tam-
bém foram observadas alteragdes das fibras coldgenas locali-
zadas na regido da derme nas amostras irradiadas a partir de
1W/cm? Isso leva a considerar o adelgacamento das fibras
como um mecanismo de proliferacdo de fibras coldgenas, le-
vando a apresentar no local fibras mais jovens e com grande
probabilidade de reducéo da resisténcia mecanica deste tecido.
Resultados parecidos foram constatados no trabalho realizado
por Visnardi*, que pesquisou o efeito do US de baixa intensi-
dade em coldgeno da pele sadia de ratos e mostrou, por meio
da anélise de birrefringéncia textural (intrinsica), que houve
uma desorganizacgdo das fibras coldgenas, principalmente na
camada mais profunda da derme.

Outra alteracdo tecidual observada neste estudo foi a
presenca de um discreto infiltrado inflamatério abaixo da
epiderme das amostras irradiadas acima de IW/cm? o que
pode estar relacionado com o aumento da temperatura teci-
dual local. Esse aumento de temperatura pode se relacionar ao
comportamento do campo acustico do US que se apresenta de
forma irregular. Essa irregularidade pode apresentar picos de
intensidade, resultando em maior aquecimento em algumas
regides do tecido.

Neste trabalho, as bipsias foram realizadas no mesmo dia
apds a ultima aplicagdo do US. Com isso, pode-se considerar
que as alteracoes obtidas do tecido epitelial sdo de um carater
mais agudo. No entanto, é importante salientar que elas ocor-
reram com apenas quatro dias de aplicagéo. J4 nos tratamentos
estéticos, geralmente sdo realizadas mais de 20 sessdes com
intensidades bastante altas (nas faixas entre 2,5 a 3,0W/cm?),
maiores do que as utilizadas neste trabalho.

Conforme os resultados morfométricos apresentados
na Figura 5, observou-se um aumento linear em relagdo as
medidas da espessura da epiderme até a intensidade de
1,0W/cm?® Nos grupos irradiados com 1,5 e 2,0W/cm? esse
aumento foi mantido. Aparentemente houve uma resposta
maéxima de mitose nas células da camada basal, resultando
em espessuras semelhantes ao final dos quatro dias de
tratamento. Em um trabalho de revisdo de literatura sobre
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dosimetria do US®, os autores relatam que as altas dosagens,
como 1,5 e 2,0W/cm? podem ser menos efetivas do que as
doses baixas. Além disso, os autores chamam a atencédo para
o fato de que nas aplicagdes clinicas se observam evidéncias
de que as altas intensidades nédo sdo tdo eficientes. Diante
disso, sugerem que os profissionais preferencialmente uti-
lizem subdoses ao invés de superdosagens, por serem mais
efetivas e oferecerem menor risco de leséo.

Além de apresentar uma escassa literatura sobre efeitos
do US no tecido sadio, néo se sabe bem ao certo que fatores
causam essas modificagdes no tecido biolégico. A maioria
dos efeitos atribuidos ao tratamento ultrassénico sdo de-
pendentes de mediadores quimicos cujos mecanismos de
acdo no tecido bioldgico ndo sdo bem conhecidos. Existem
muitas divergéncias na literatura®, portanto, sugere-se, com
os resultados deste estudo, que haja uma grande precaugéo
no uso do US, especialmente nos tratamentos estéticos, em
que as doses sdo elevadas, com risco de ocasionar lesdes, al-
gumas delas internas, cujas consequéncias podem aparecer
tardiamente.

Referéncias bibliograficas

Conclusio

O presente estudo experimental demonstra que o US
continuo (de 3MHz, com aplica¢des de 2 minutos de duragdo
e nas intensidades acima de 1W/cm? até 2W/cm?) no tecido
epitelial sadio de ratos Wistar provocou alteragées no tecido
bioldgico. Tais alteracdes se caracterizaram por um aumento
significativo na espessura da epiderme, presenca de um dis-
creto infiltrado inflamatdrio abaixo da epiderme e também
uma alteragio das fibras coldgenas, tornando-as mais delgadas
e numerosas. Portanto, tornam-se relevantes maiores estudos
do US aplicado em tecidos sadios, para avaliar as possiveis al-
teragOes morfoldgicas e bioquimicas, além disso, o estudo dos
mecanismos de agdo que estariam gerando tais modificagdes,
por meio de diferentes técnicas. Cuidados sdo importantes na
aplicacao do US.

Sugerem-se estudos que observem os efeitos a longo prazo
das aplicagées de US, a fim de verificar se as alteragdes per-
manecem e qual a aparéncia que elas apresentam apés um

periodo mais prolongado de tratamento.
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