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RESUMO

Introducdo: Os retalhos cutdneos tém fundamental importincia na
Cirurgia Plastica e uma das complicagdes de dificil solugdo € a necrose,
levando ao crescimento de pesquisas com agentes farmacoldgicos e fisicos
na tentativa de melhorar as respostas vasculares desses retalhos. Objetivo:
Avaliar o ultra-som com frequéncias de repeticdo de pulso de 16 e 100 Hz
na viabilidade e na angiogénese do retalho cutineo randémico, em ratos.
Métodos: Em 60 ratos Wistar EPM-1 foi elevado retalho cutaneo dorsal de
base cranial (10 x 4 cm) e foram distribuidos aleatoriamente em quatro
grupos, a saber: Controle — apenas retalho cutaneo, Simulado — simulagdo
da aplicacdo ultrasdnica com o equipamento desligado, Grupo 16 Hz —
ultra-som 3 MHz, pulsado a 20%, 0,2 W/ecm® (SATA) e Frequéncia de
Repeticao de Pulso (FRP) de 16 Hz, e Grupo 100 Hz - ultra-som com os
mesmos parametros € FRP de 100 Hz, tratados por 3 dias consecutivos. A
porcentagem de necrose foi avaliada no 7° dia e quatro amostras de pele
foram coletadas de cada retalho para determinar a densidade vascular.
Resultados: A porcentagem de necrose foi de 42,18+13,5% GC,
18,58+13,1% GS, 1347+£10,6% GIl6Hz e 1542+7,6% G100Hz com
diferenca significante entre o controle e os demais grupos (p < 0,001). A
densidade vascular foi de 5,56+5,81% Controle, 6,72+59% Simulado,
22,11+10,96% G16Hz e 25,18+13,32% G100Hz com diferenca significante
entre os grupos tratados em relacio ao controle e simulado (p<0,001). Nao
foram observadas diferencas significantes entre os grupos tratados.
Conclusao: Ambas as frequéncias de repeticdo de pulso (16 e 100 Hz) do
ultra-som aumentaram a angiogénese e, tanto o ultra-som como a sua
simulacdo, aumentaram a viabilidade do retalho cutineo randémico, em

ratos Wistar.
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1. Introducao

No campo da Cirurgia Pléstica, a aplicabilidade dos retalhos é fato
inconcusso frente a sua fundamental importancia na maioria dos
procedimentos reparadores (FERREIRA et al., 1986; FERREIRA,
ANDREWS, LAREDO FILHO, 1987; FERREIRA et al., 1988; IM, LEE,
HOOPES, 1990; FERREIRA, ANDREWS, LAREDO FILHO, 1995;
GOMES et al., 2004). Esses retalhos se apresentam como recurso
primordial em perdas cutdneas advindas de alteracOes congénitas, traumas,
queimaduras e ressec¢oes tumorais (IM, LEE, HOOPES, 1990; DUARTE,
GOMES, FERREIRA, 1998; DAVIS et al., 1999; GHERARDINI et al.,
1999; CARVALHO et al., 2005).

Entretanto, podem apresentar complicacdes no pds-operatorio,
levando ao insucesso do tratamento e ao requerimento de nova intervengao
cirurgica, aumentando o tempo de internacdo e de retorno do paciente as
suas atividades didrias (DUARTE, GOMES, FERREIRA, 1998; DAVIS et
al., 1999; CYMROT, PERCARIO, FERREIRA, 2004).

Os eventos que diminuem a viabilidade dos retalhos cutaneos podem
ser atribuidos a insuficiéncia arterial que ocorre ao longo do retalho, por
seccdo de vasos sanguineos cutaneos e vias nervosas simpdticas
(KERRIGAN, 1983; FERREIRA, ANDREWS, LAREDO FILHO, 1995;
SALMI, HONG, FUTRELL, 1999; ESTEVES JUNIOR, FERREIRA,
LIEBANO, 2004) e a estase venosa que leva a trombose venosa e edema,

diminuindo o suprimento arterial, e, consequentemente, a necrose

(HIORTDAL et al., 1994).
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A fim de minimizar as condi¢des isquémicas dos retalhos cutineos,
diversas pesquisas vém sendo efetuadas utilizando-se diferentes agentes
farmacoldgicos, como substancias vasodilatadoras (DAVIS et al., 1999;
SARIFAKIOGLU et al., 2004; ESTEVES JUNIOR et al., 2005; ULUSOY
et al., 2005; TUFAN, 2007; TSAI et al., 2008; ARNOLD et al., 2009;
PAZOKI-TOROUDI et al., 2009), antioxidantes (DUARTE, GOMES,
FERREIRA, 1998; GOMES et al., 1998; FREIRE et al., 2003; FONSECA
et al., 2004; ABLA et al., 2005; AYDOGAN et al., 2007; LEITE et al.,
2007), anticoagulantes (SHALOM, FRIEDMAN, WESTREICH, 2008;
BEZUHLY et al., 2009; LIVAOGLU et al., 2009; YU et al., 2009),
hormonios (TOUTAIN et al., 2009), fatores de crescimento (FUJIITHARA et
al., 2008; ZHENG et al., 2009) e, também, agentes fisicos. Dentre esses,
tém-se destacado acupuntura (JANSEN er al., 1989), eletroacupuntura
(NIINA et al., 1997), correntes elétricas polarizadas (IM, LEE, HOOPES,
1990), energia eletromagnética pulsada (KRAG et al., 1979), estimulacdo
elétrica nervosa transcutanea (Transcutaneous Electrical Nerve Stimulation
— TENS) (KJARTANSSON et al., 1988a; 1988b; LIEBANO, FERREIRA,
SABINO NETO, 2002; ATALAY et al., 2003; LIEBANO, FERREIRA,
SABINO NETO, 2003; LIEBANO, ABLA, FERREIRA, 2006; RUSSO et
al., 2006; LIEBANO, ABLA, FERREIRA, 2008; ATALAY & YILMAZ,
2009), laser de baixa poténcia (KAMI et al., 1985; SMITH et al., 1992;
PINFILDI et al., 2005; ASSIS et al., 2006; PRADO et al., 2006; BOSSINI
et al., 2009; PINFILDI et al., 2009; PRADO et al., 2009), iontoforese
(ESTEVES JUNIOR, FERREIRA, LIEBANO, 2004; ESTEVES JUNIOR
et al., 2005; 2009), ondas de choque (KUO et al., 2007) e, também o ultra-
som (EMSEN, 2007).

O equipamento de ultra-som (US) pode ser caracterizado como um
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gerador de corrente elétrica de alta frequéncia, ligado a uma ceramica
piezoelétrica sintética que se deforma na presenca de um campo elétrico e
gera a onda mecanica longitudinal com frequéncia acima de 20 kHz (ndo
audivel) (VALENTINI, MACIEL, PARIZOTTO, 2006; O’BRIEN
JUNIOR, 2007). A transmissdo dessas ondas pelos tecidos causa vibragoes
moleculares que, por sua vez, levam a diferentes efeitos bioldgicos, de
acordo com os parametros ajustados (O’BRIEN JUNIOR, 2007).

O US terapéutico é amplamente utilizado em programas de
reabilitacdo (WEBSTER et al., 1980; VAN DER WINDTA et al., 1999;
EBENBICHER, 2009) e em procedimentos estéticos pré-operatorios em
Cirurgia Plastica (FERRARO et al., 2008; ROUSTAEI et al., 2009), por
ser equipamento acessivel, de facil manuseio, de baixo custo (DOAN et al.,
1999) e por seus efeitos na reparacdo tecidual (WEBSTER et al., 1980;
DYSON, 1987).

O US promove aumento do fluxo sanguineo (DYSON & POND,
1973) e da permeabilidade da membrana (DINNO et al., 1989), facilitando
o influxo de célcio intracelular que age como segundo mensageiro em uma
série de reacdes metabdlicas (MORTIMER & DYSON, 1988). O US
também favorece a liberacdo de fatores de crescimento e mediadores
quimicos pelos mastdcitos, macréfagos e plaquetas, acelerando a resolucao
da fase inflamatéria (DYSON, 1987; DINNO et al., 1989; YOUNG,
DYSON, 1990a,b). Dessa forma, aumenta a atividade de fibroblastos e de
células endoteliais, estimulando a formagdo do tecido de granulagdo
(YOUNG & DYSON, 1990a) e a angiogénese (YOUNG & DYSON,
1990c), durante a fase proliferativa da cicatrizagio (WEBSTER et al.,
1980; DYSON, 1987; DOAN et al., 1999).

Estudos mostram que o US provoca estresse de cisalhamento no

endotélio vascular, aumentando o influxo de calcio intracelular, o qual
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favorece a angiogénese, por estimular a producdo do fator de crescimento
do endotélio vascular (Vascular Endothelial Growth Factor VEGF)
(DOAN et al., 1999) e devido ao fato de a enzima 6xido nitrico sintetase
gerar mais 6xido nitrico (SUCHKOVA et al., 2002; BERTUGLIA, 2007;
SUGITA et al., 2008; HIGHTOWER & INTAGLIETTA, 2009). Pode,
destarte, representar potente agente fisico na prevencdo € no tratamento de

tecidos isquémicos (SUGITA et al., 2008).

Até o momento, apenas um trabalho demonstrou a melhora da
viabilidade de retalhos cutaneos randomicos em ratos, tratados com US de
0,75 MHz ou 3 MHz, pulsado 20% (EMSEN, 2007). Entretanto, a
influéncia das diferentes frequéncias de repeticao de pulso na viabilidade e
na angiogé€nese de retalhos ndo foi pesquisada e, em muitos equipamentos

de US, essas podem ser moduladas de 16 a 100 Hz.

Além disso, ainda ndo ha consenso quanto a indicagdo especifica de
cada frequéncia. No entanto, alguns autores (LOW & REED, 2000)
sugerem que a frequéncia de repeticdo de pulso (FRP) de 16 Hz seria a
mais efetiva para a reparacdo tecidual, pois possui 0 mesmo valor da
frequéncia fundamental do sistema de célcio intracelular. Os fons célcio
podem agir como mensageiros intracelulares, mudando sua distribui¢do em
resposta as modificacoes da membrana plasmatica causadas pelas ondas
ultrassOnicas, atuando como um sinal intracelular que regula a expressao
génica e o metabolismo celular (DOAN et al., 1999; MORTIMER &
DYSON, 1988).

Dessa forma, a PRF poderia ser considerado um parametro de
extrema importancia nos equipamentos de US quando utilizado com
objetivo de aceleracio e modulacio do reparo tecidual, norteando

adequadas condutas terapéuticas.
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2. Objetivo

Avaliar o ultra-som com frequéncias de repeticao de pulso
de 16 e 100 Hz na viabilidade e na angiogénese do retalho

cutaneo randdmico, em ratos Wistar.
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3. Literatura

McFARLANE, DeYOUNG, HENRY (1965) desenvolveram um
modelo experimental para estudo e prevencdo da necrose no retalho
cutaneo randémico, no rato. O retalho tinha como limites os angulos
inferiores das escapulas e os 0ssos superiores da cintura pélvica, medindo
10 centimetros (cm) de comprimento por 4 cm de largura, obtendo, assim,
propor¢ao entre comprimento e largura de 2,5:1.

O delineamento do retalho era realizado por meio de molde pléastico,
recortado nas medidas padrdo. O retalho era elevado a partir da fascia
profunda dos musculos, incluindo fascia superficial, paniculo carnoso e
pele. Em seguida, o retalho era recolocado no seu leito e suturado. Os
animais eram observados por varios dias, para determinacdo da extensdo da
necrose do retalho. Em 94,3% dos animais, houve necrose do retalho na

regido distal, variando de 25 a 50%.

UGLAND (1966) apresentou modelo de retalho cutineo de sete cm
de comprimento por dois cm de largura, de base cranial, para avaliar a acao
de um agente anticoagulante (Dicoumarol), para diminuir a formacdo de
trombos venosos € melhorar a viabilidade desse procedimento operatério.
Uma barreira pléstica foi interposta entre o leito e o retalho, pois, de outra
forma, este poderia ser revascularizado a partir do leito, prevenindo a

necrose na sua extremidade caudal e dificultando o modelo de estudo.

KERRIGAN (1983) investigou o mecanismo fisiopatolégico da

necrose em retalhos cutineos no porco, por meio de microesferas
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radioativas. Pontuou que a perda do retalho poderia ocorrer por fatores
extrinsecos sistémicos € locais, mas o unico fator intrinseco descrito foi a
insuficiéncia arterial do retalho. Esta seria explicada pela sec¢cdo de vasos
cutaneos e de vias nervosas simpaticas durante o procedimento operatorio,
com diminui¢do nas taxas de fluxo sanguineo em sentido distal, ao longo
do retalho. Diante disso, sugeriu que as modalidades de tratamento que
aumentassem o influxo arterial para o retalho, ou que estabilizassem a

membrana celular em tecidos isquémicos, deveriam ser escolhidas.

YOUNG & DYSON (1990a), pesquisaram a ag¢do do US na
cicatrizacdo de lesdes de pele de espessura total em ratos. Os 36 animais
foram distribuidos em dois grupos: G1 (tratados por cinco dias) e G2
(tratados por sete dias). Cada grupo foi subdividido em trés subgrupos:
simulado, US 0,75 MHz e US 3 MHz. Usaram densidade de poténcia de
0,1 W/cm? (SATA) e modo pulsado a 20%, por cinco minutos. No 5° dia,
observaram diminui¢do significante no numero de células inflamatdrias,
aumento na quantidade de fibroblastos e maior formagdo de tecido de
granulacdo (com ambas as frequéncias). Com 3 MHz, houve aumento
significante de células endoteliais. No 7° dia, ndo observaram diferencas
significantes no nimero de células, sugerindo que o US acelera a resolugdo

das fases inflamatoria e proliferativa do reparo tecidual.

YOUNG & DYSON (1990c) investigaram o efeito do US na
angiogé€nese em 36 ratas submetidas a ferida excisional de um cm?. Os
animais foram distribuidos em dois grupos, um examinado cinco dias apos
a lesdo (G1 - tratados por cinco dias), no final da fase inflamatéria do

reparo; € o outro, sete dias apds a lesdo (G2 — tratados por sete dias),
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durante a fase proliferativa. Cada grupo foi subdividido em trés subgrupos:
A — controle (ndo tratado); B — US de 0,75 MHz, pulsado a 20%,
frequéncia de repeticao de pulso ndo informada, densidade de poténcia de
0,1 W/cm? SATA; C — US de 3 MHz com os mesmos parametros. O tempo
de aplicacdo foi de cinco minutos. Cinco dias apds o ato operatdrio, em
todos os grupos havia vasos invadindo todos os espacos da ferida.
Entretanto, nos grupos tratados com US, a quantidade de vasos foi maior,
sendo 30% a mais para 0,75 MHz e 20% para 3 MHz. No 7° pds-operatorio
(PO), o crescimento dos vasos estava direcionalmente mais organizado,

porém sem diferencgas entre os grupos.

LEITE et al. (2003) evidenciaram a influéncia das frequéncias de
repeticao de pulso de 16 e 100 Hz do US de 1 MHz, no processo de reparo
da tibia apds osteotomia experimental. Quarenta ratos foram distribuidos
em quatro grupos: controle; simulado; 16 Hz e 100 Hz. O tratamento teve
inicio 24 horas apds o ato operatorio, com US de 1 MHz, pulsado a 20%,
0,5 W/cm® (SATA), durante seis dias, por trés minutos, € as analises
sanguineas, histolégicas e radiograficas foram efetuadas no 7° PO. O
diametro da lesdo na tibia diminuiu significantemente em todos os grupos
tratados em comparagdo ao controle, bem como o nivel sérico de fosfatase
alcalina. Os autores concluiram que a frequéncia de repeti¢do de pulso de

100 Hz foi a mais efetiva em acelerar a reparacdo apds osteotomia da tibia.

AMANCIO er al. (2006) identificaram maior proliferacio de células
germinativas € novos vasos sanguineos em enxertos cutaneos de espessura
total, apds estimulacdo ultrassonica. Vinte coelhas foram submetidas ao

procedimento operatdrio € um dos lados recebeu US 3 MHz, 0,5 W/em?,



Literatura 12

por cinco minutos, a partir do 3° PO, durante sete dias consecutivos. O lado
contralateral recebeu tratamento simulado. Os autores sugeriram que o US
levou ao aumento na proliferagdo da camada germinativa, na formacao de

novos vasos € na unido mais rapida dos enxertos.

MENDONCA et al. (2006) pontuaram o papel do US de 1,5 MHz,
pulsado, frequéncia de repeticdo de pulso de 1 kHz, com densidade de
poténcia de 30 mW/cm? (SATA), durante 10 minutos (min), na cicatrizacao
por segunda intencdo de lesdes cutineas totais, em 60 ratos. Mostraram que o
US estimulou o processo de cicatrizacdo, acelerando a resolucdo da fase
inflamatéria (menor quantidade de células inflamatérias no grupo tratado) e

aumentando a quantidade de vasos sanguineos na fase proliferativa.

BERTUGLIA (2007) revisou a acdo do US de baixa intensidade no
aumento dos niveis de 6xido nitrico (Nitric Oxide — NO) em diferentes
modelos, tanto in vifro quanto in vivo. Forneceu uma visdo geral da
isquemia-reperfusdo, caracterizando-a por lesdo das células endoteliais,
principalmente como resultado do estresse de cisalhamento associado a
vasoconstricdo, a perfusdo capilar reduzida e ao excessivo estresse
oxidativo. Mostrou que as oscilagdes mecanicas do US, decorrentes da
diferenca de impedancia acustica entre as células endoteliais e seu
contetido, levam a maior estresse de cisalhamento pelo fluxo sanguineo na
parede do vaso, elevando os niveis de NO com acdo vasodilatadora e

aumentando o calibre dos vasos e a perfusao.

EMSEN (2007) elucidou o uso do US na viabilidade de retalhos

cutaneos, em ratos. O retalho utilizado, com 10 cm de comprimento por 3
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cm de largura, foi elevado em 30 ratos, distribuidos em 3 grupos. O
controle recebeu simulacdo da terapia ultrassOnica com o equipamento
desligado; um grupo (G1) recebeu a terapia com 0,1 W/cm? (SATA) e o
outro grupo (G2), com 0,18 W/cm?. Nos dois grupos tratados, o US teve
frequéncia variavel de 0,75 e 3 MHz, modo pulsado a 20%, frequéncia de
repeticdo de pulso ndo informada. A aplicacado foi realizada na base cranial
do retalho, por 5 min, iniciando no pds-operatorio imediato (POI) e sendo
repetida até o 15° PO. A drea de necrose foi avaliada no 15° PO, com
planimetro, mostrando 65% de necrose no grupo controle, 36,7% no G1 e

16,5% no G2, sendo que essas diferencas foram significantes.

GONCALVES et al. (2007) salientaram a possibilidade do US na
integracdo de enxertos cutaneos de espessura total em 20 coelhas. O enxerto
do lado direito (G1) foi tratado com US de 3 MHz, pulsado a 50%, frequéncia
de repeticdo de pulso ndo informada, com densidade de poténcia de 0,5
W/em? (SATA), por 5 min didrios, por 20 sessdes a partir do 3° PO. O enxerto
esquerdo foi o controle (G2). Observaram aumento significante no nimero de
c€lulas em proliferacao (G1 = 12,18% e G2 = 7,34%) e novos vasos por
campo (G1 =627% e G2 =3,07%).

TACANI et al. (2008) quantificaram a angiogénese no retalho TRAM
em ratos tratados com US pulsado. Doze animais foram submetidos ao
procedimento operatorio de retalho TRAM e, em seguida, distribuidos em
quatro grupos: controle (GC), no qual os ratos nao receberam tratamento;
US 0,5 W/em? (GUS 0,5); US 1 W/em? (GUS 1) e US 1,5 W/em? (GUS 1,5
— SATP). Os animais foram tratados com US 3 MHz, pulsado a 20%, com

frequéncia de repeticao de pulso de 100 Hz, por 8 min, na zona 1 do retalho
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TRAM, imediatamente apds o procedimento operatério € nos 2 dias
subsequentes. Observaram diferenca significante entre GUS 1 e GC, bem
como na comparag¢ao entre GUS 1 e GUS 0,5, tanto para a drea de necrose,
como para a contagem de vasos. A aplicacdo de US com densidade de
poténcia de 1 W/cm?, na zona 1 do retalho TRAM, reduziu

significantemente a drea de necrose e aumentou a densidade vascular.
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4. Métodos

4.1 DESENHO DE PESQUISA

O presente estudo, do tipo primdrio, intervencional, experimental,
analitico, controlado, aleatorizado e uni-cego, foi realizado em centro inico
e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da Universidade Federal
de Sao Paulo (UNIFESP), sob nimero 1131/07 (Anexo 1).

4.2 AMOSTRA

A amostra foi composta por 60 ratos (Rattus norvegicus albinus),
Wistar EPM-1, machos, adultos, pesando de 280 a 300 gramas, oriundos do
Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais (CEDEME) e
transferidos para o Biotério da Disciplina de Cirurgia Pléstica da

UNIFESP.

Os animais permaneceram durante 15 dias aclimatando-se ao
ambiente, antes do inicio do experimento. Estavam em gaiolas individuais,
com ragdo comercial e dgua ad libitum, durante todo o experimento, em
ciclos de claro-escuro de 12 horas cada, com temperatura constante de
22°C, umidade do ar de 55% (*10) e controle de ruidos, conforme normas
do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) (Lei 6.638 - de
8 de maio de 1979). Os procedimentos operatérios foram realizados no
Laboratério de Cirurgia Experimental da Disciplina de Cirurgia Plastica da

UNIFESP.
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4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Todos os animais foram submetidos ao mesmo procedimento
operatorio e apos, foram distribuidos aleatoriamente pelo programa

Bioestat® 5.0 em 4 grupos de 15 ratos, como segue:
Grupo Controle (GC) — Nao receberam aplicacdo de US;
Grupo Simulado (GS) — Simulacéo da aplicacdo do US (desligado);

Grupo Ultra-som 16 Hz (G16Hz) — Aplicacdo do US de 3 MHz, pulsado
com ciclo de trabalho de 20% (12,5 ms on; 50 ms off) e FRP de 16 Hz;

Grupo Ultra-som 100 Hz (G100Hz) — US de 3 MHz, pulsado com ciclo
de trabalho de 20% (2 ms on; 8 ms off) e FRP de 100 Hz.

A simulacdo e os tratamentos do US foram realizados do POI (60
segundos apds o procedimento operatdrio), repetindo-se, diariamente, até o
2° PO, totalizando 3 aplicac¢des de 24 min (12 min no lado direito e 12 min

no esquerdo, na base cranial do retalho).

Para os grupos tratados, a densidade de poténcia de 1 W/cm? que
corresponde a intensidade de pico (Spatial Average Temporal Peak —
SATP) foi determinada apds estudo piloto (Apéndice 1). Pode-se calcular a
intensidade média de acordo com o ciclo de trabalho utilizado, que

corresponde a 0,2 W/cm? (Spatial Average Temporal Average - SATA).
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O fluxograma a seguir mostra a relacdo grupos/procedimentos:

N=60

animais

GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO
CONTROLE SIMULADO US 16 Hz US 100 Hz
n=15 n=15 n=15 n=15

RETALHO RETALHO RETALHO
RETALHO CUTANEO CUTANEO CUTANEO
CUTANEO " " b

US DESLIGADO US 16 Hz US 100 Hz

Figura 1. Distribui¢do dos grupos e respectivos procedimentos.

4.4 PROCEDIMENTO OPERATORIO

O modelo de retalho cutaneo dorsal utilizado para todos os grupos
deste experimento foi o de base cranial proposto por McFARLANE,
DeYOUNG, HENRY (1965).

Os animais foram pesados e anestesiados com injecao intramuscular
de cloridrato de ketamina (100 mg/kg) associado a cloridrato de xilazina
(50 mg/kg). Os animais foram retirados das gaiolas e contidos pela regido
dorsal, para aplicacdo intramuscular dos anestésicos (no musculo
gastrocnémio direito). Para aplicacdo dos anestésicos foi utilizada seringa

de 1 ml e agulha hipodérmica de 45 x 13 mm.



Metodks 19

Em seguida, os animais foram posicionados em decibito ventral,
sobre mesa operatdrnia, para realizaclio da epilacho digital por tracio da
regifio dorsal, em drea de 6 cm (Idtero-lateral) por 12 cm (crinio-caudal),
adotando como limite cranial a margem cranial das escapulas ¢ como limite

caudal, | cm candalmente &s cristas iliacas do rato,

Apds a epilagio digital, foram demarcados os limites do retalho, por
meio de molde padronizado de canolina, com 10 cm de comprimento por 4
om de larguni, com marcador Pilor” , Sdo Paulo, Brasil (Figura 2).

Figura 2. Animal epilado, com as demarcagdes do retalho cutineo
randdmico de 10 x 4 cm,

Em seguida, a pele foi incisada em todo o perimetro do retalho, com
auxflio de lmina de bisturi ndmero 15. O retalho foi elevado a partir da
fdscia profunda dos mdsculos, contendo a fdscia superficial, o panfculo
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camoso, o tecido arcolar ¢ a pele, ¢ teve como limites os dngulos candais

das escdpulas ¢ 0s 0ssos craniais da cintura pélvica (Figura 3).

Figura 3, Elevagiio do retalho cutiineo dorsal de base cranial,

Uma barreira plastica impermedvel (filme F1 -~ poliéster ¢
polictileno), recortada nas medidas padrdo (10 x 4 cm) foi interposta entre
o retalho ¢ o seu leito doador (UGLAND, 1966). A sutura do retalho foi
realizada com pontos simples de ndilon monofilamentar 4.0, com

intervalos de | cm (Figuras 4 ¢ 5, respectivamente).



\h tilon 2'

Figura 4. Barreira pliastica inerposta entre o retalho ¢ o leito
doador.

. Retalho suturado com pontos simples.,
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Os animais receberam colar cervical de plastico, para evitar a
autofagia, confeccionado a partir de garrafa de agua de 500 ml da marca
Crystal®, medindo seis cm o didmetro distal, trés cm o proximal e trés cm a
altura. Foi fixado por meio de cinco pontos, dois na regido cervical dorsal e
trés na regido ventral, com pontos simples efetuados com nailon

monofilamentar 0-0 (Apéndice 2).

ApOs o procedimento operatdrio, os ratos permaneceram mais 30
minutos anestesiados, para aplicacdo do US e, diariamente, até o dia da
eutandsia, foi realizada analgesia com 5 mg/kg de cloridrato de tramadol,

por gavagem.

Todos os animais foram operados pelo mesmo pesquisador, que nao

teve conhecimento dos grupos aos quais pertenciam 0s animais.

A documentacdo fotogrifica dos ratos foi realizada com etiqueta
padronizada com o nimero do animal, com a utilizacdo da camera digital

Sony® Cyber-Shot (modelo DSC-s730).

Os animais foram recolocados em gaiolas individuais com racdo e

com agua ad libitum.

4.5 EQUIPAMENTO

O equipamento utilizado para este experimento foi o US SONACEL
Expert® S. 1070, de 3 MHz, nimero de série 0403001, da Bioset Industria
de Tecnologia Eletronica Ltda. (Av. 55, n® 1.212, Jardim Kennedy, Rio
Claro, SP) (Apéndice 3).

Antes do inicio da pesquisa, o aparelho foi calibrado com dosimetro

de precisao (Ultrasonic Power Meter, modelo UPM-DT10) e recalibrado
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quatro semanas depois, no final do experimento, segundo especificacoes
técnicas propostas pela Comissdo Internacional Eletronica (IEC 601-2-5)
(1984) e Normas Vigentes no Brasil (NBR — IEC 60601 — 1) de 1689, para
garantir acurdcia e reprodutibilidade dos parametros (GUIRRO et al., 1997,
VALENTINI, MACIEL, PARIZOTTO, 2006) (Anexo 2).

O transdutor do equipamento de US foi elaborado para essa pesquisa,
possuindo area de radiacao efetiva (Effective Radiation Area, ER.A) de 0,5
cm’ (Anexo 3) e taxa de ndo-uniformidade do feixe (Beam Non-uniformity

Ratio, BN.R) de 6:1.

4.6 APLICACAO DO ULTRA-SOM

A aplicagcdo do US iniciou-se 60 segundos apds o procedimento
operatorio, na base cranial do retalho, em uma &4rea de 3 cm de
comprimento por 4 cm de largura, equivalente a 12 cm’. Foi subdividida
em duas dreas de 6 cm?, € 0 tempo foi calculado conforme a férmula abaixo
(HOOGLAND, 1986): Tempo (T) = Area (6 cm®) / E.R.A (0,5 cm®) = 12
min.

Com os animais anestesiados, a drea a ser tratada foi higienizada com
salina a 0,9% e demarcada com caneta (marcador Pilor®, Sdo Paulo, Brasil)
sendo colocado um ml de gel acoplante (Carbogel®, Sio Paulo, Brasil) no
lado direito e mais um ml no lado esquerdo, com auxilio de seringa de 20
ml, para controle dessa quantidade. O meio acoplante utilizado foi o gel de
uso corrente em humanos, hidrossolivel, ndo gorduroso, ndo irritante, nao

abrasivo, hipoalergénico, inodoro, incolor e viscoso, composto de polimero
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carboxivinilico  polipropileno glicol (PPG), trietilamina (TEA),

conservante, dgua purificada e pH neutro.

O US foi aplicado durante 12 minutos, no lado direito e, entdo, o
equipamento interrompia a emissao de energia automaticamente e avisava
com um sinal sonoro, sendo acionada a tecla sfop seguida pela start, para

mais 12 minutos de aplicacdo no lado esquerdo.

Tanto a simulagdo como a aplicagdo da terapia ultrassOnica em si
foram executadas por meio do transdutor do US de forma direta, uniforme,
ininterrupta e lenta, aproximadamente 15 movimentos por minuto
(cronometrados por meio do relégio modelo HRM200, da marca
Challenge®, Sio Paulo, Brasil) equivalentes a 2 cm/s. Os movimentos
executados foram circulares, no sentido anti-horario, deslizando
suavemente sem pressionar, apenas para manter perfeito acoplamento entre

o transdutor, o gel e a pele do animal (Figura 6).
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Figura 6. Regiio de aplica¢io do US, na base cranial do

retalho, dividida em duas dreas de 6 cm”,

A Fgura 7 ilustra o esquema dos movimentos do transdutor
representados por trés circulos com setas no sentido anti-horidno. Iniciava
se a aphicagio do US no circulo mais distal (mais distante da base cramal),
girando o transdutor uma vez. A seguir, era feito outro giro, no segundo
circulo (central) e mais um giro no dltimo circulo (o mais préximo da
base). Para voltar, iniciava-se pelo circulo da base cramal, pelo circulo
central ¢ pelo circulo mais distal, repetindo-se esses movimentos durante os
12 minutos de aplicagdo no lado direito, totalizando 180 movimentos. Da

mesma forma, realizava-se no lado esquerdo,
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M \‘ S
r/) Direito Primeiro \

Figura 7. Esquema da forma de aplicacao do US, iniciando-
se pelo circulo distal, central e proximal, depois voltando na

ordem inversa.

4.7 ANALISE DA AREA DE NECROSE

A porcentagem de drea de necrose do retalho foi determinada no 7°

PO, pelo método do gabarito de papel (SASAKI & PANG, 1980).

Para essa mensuracdo, os animais foram anestesiados com a
associacdo de 100 mg/Kg de cloridrato de ketamina, com 50 mg/Kg de
cloridrato de xilazina, por via intramuscular. Ao atingirem plano
anestésico, os animais foram posicionados em decubito ventral, para
sobreposicdo de corte de papel vegetal, com gramatura de 90 g/95 m?,
medindo 6 cm de largura por 12 cm de comprimento. Com léapis grafite 2B,
os pesquisadores desenhavam todo o comprimento do retalho e, em

seguida, a regido do retalho onde houvesse necrose, verificada pelo aspecto
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escurecido, rigido ¢ sem pelos (LIEBANO, ABLA, FERREIRA, 2006)
(Figura 8).

Figura 8, Andlise da drea de necrose pelo método do

gabanto de papel.

Essa andlise foi realizada por dois avaliadores que desconheciam a

qual grupo pertencia os animais (avaliadores um ¢ dois - AV ¢ AV2).

O papel vegetal for cortado nos limites do retalho desenhado para
afenir, primeiramente, o peso total do retalho. Depois, a drea de necrose foi
recortada ¢ afenda. Ambos foram pesados em balanga de precisio (+/-
0.001g de erro), da marca Shimadzu do Brasil Coméraio Lada”, modelo
AY 220, nimero de séric D452200834, ano 2005, classe 1, portaria Inmetro
06572003, do Laboratdno de Bioquimica da UNIFESP,
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Os valores foram aplicados a seguinte férmula, para determinac¢ao da

porcentagem da area de necrose:

Porcentagem de necrose = peso do gabarito de papel da drea de necrose do retalho x 100
peso do gabarito de papel da drea total do retalho

Os valores da porcentagem de necrose foram inseridos no programa
Microsoft Office Excel 2007%, para organizacdo dos dados, formatacdo das

tabelas e analise estatistica.

4.8 ANALISE DA DENSIDADE VASCULAR

Com os animais anestesiados, foi retirado todo o fragmento de pele
referente as dimensdes do retalho e o material foi fixado em solugdo de
formaldeido a 10%, por 24 horas. Para evitar a retragdo do fragmento de
pele, este foi mantido em uma corti¢a de seis cm de comprimento por cinco
centimetros de largura em um recipiente de plastico. Em seguida, ainda no
7° dia, foi realizada a eutandsia animal por sobredose de anestésico (250
mg/kg de cloridrato de xilazina e 500 mg/Kg de cloridrato de ketamina),

por via intraperitoneal.

Ap6s a fixagdo por 24 horas, o fragmento foi clivado com lamina de
micrétomo em cortes transversais, divididos em amostras de pele de
aproximadamente cinco milimetros, por toda a extensdo do retalho. Foram
selecionadas quatro amostras para andlise histolégica, sendo separado um
fragmento a cada cinco cortes, comecando a selecdo pelo 1° fragmento
(base cranial — 1% amostra), depois o 5° fragmento (2* amostra), 10°

fragmento (3* amostra) e 15° fragmento (4* amostra) (Figura 9).
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Figura 9. Fragmento de pele referente as dimensdes do retalho,

demarcado a cada 5 mm, para andlise histologica.

Cada fragmento foi processado em banhos crescentes de délcool,
seguidos pela clarificacdo em banhos de xilol e infiltrados em parafina a
60°C. Finalizado esse processamento, o material foi emblocado em parafina
e cortado com micrétomo manual (5 um), perpendicularmente ao eixo
craniocaudal. As laminas foram desparafinizadas em xilol, hidratadas em
banhos decrescentes de dlcool até a dgua deionizada, coradas em

Hematoxilina de Mayer, seguidas da coloracao de Eosina-Floxina.

A partir disso, as 1aminas foram montadas e analisadas por avaliador
experiente (patologista), que desconhecia a qual grupo pertencia as

laminas.

Para a mensuragdo da densidade vascular, foram realizadas quatro
fotomicrografias das laminas, de cada amostra selecionada, em

: TP . ® A . ®
microscépio Optico marca Zeiss com camera digital Sony  acoplada em
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uma lente ocular de 10 x e objetiva de 40 x, totalizando um aumento de

400 x.

Para a leitura morfométrica bidimensional, foram observados 4
campos de cada fragmento selecionado, sendo 4 amostras de cada animal,
totalizando 16 campos por animal. As imagens foram gravadas em slides
individuais (uma imagem por slide) no programa Microsoft Power Point®
Windows XP® e, no modo apresentacdo de slides, foi colocado gradeado
com 100 pontos, para contagem de vasos sanguineos que coincidiam com

os pontos (Figura 10).

A
%7”’-&

Figura 10. Gradeado com 100 pontos sobreposto as
fotomicrografias, para contagem dos pontos que coincidiam com

os vasos sanguineos (Hematoxilina-Eosina, 400x).
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Ao final da contagem dos vasos, os valores da densidade
vascular dos 16 campos foram inseridos no programa Microsoft Office
Excel 2007% para organizacio dos dados, formatacio das tabelas e

analise estatistica.

4.9. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados com Software SPSS V11.5 (SPSS Inc.,
Sao Paulo, Brasil) e os testes preliminares para distribuicio normal e
célculo da amostra foram realizados com Software Minitab 14 (Globaltech,
Minas Gerais, Brasil). Para a andlise da concordancia entre os avaliadores
quanto a area de necrose, foi utilizado o Wilcoxon Signed Ranks Test. Para
a avaliacdo das varidveis areas de necrose e densidade vascular dos grupos,
foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e post hoc Dunn’s. O nivel de
significancia foi estipulado em 5% (p < 0,05) e os resultados apresentados

com média, mediana e desvio padrdao (SIEGEL & CASTELLAN, 1988).
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5. Resultados

A Tabela 1 mostra as porcentagens das dreas de necrose dos grupos

determinadas pelos avaliadores 1 (AVI1) e 2 (AV2) e pelo teste de

Wilcoxon ndo foram observadas diferencas entre eles.

Tabela 1 — Porcentagens das areas de necrose dos avaliadores 1 e 2

COMPARACAO INTERAVALIADORES — AREA DE NECROSE (%)

GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO
CONTROLE SIMULADO 16 Hz 100 Hz
ANIMAL AV1 AV2 AVl AV2 AVl AV2 AVl AV2
1 6142 64,01 5,50 6,14 1760 17,30 1445 15,52
2 50,66 5148 6,29 745 2,18 1,97 3,15 4,52
3 55,01 5380 9,35 8.48 7,17 6,45 25,57 2695
4 5892 57,73 3531 35,14 18,80 15,53 0,00 0,00
5 40,36 36,13 38,16 3990 1487 1288 2033 20,04
6 4121 4122 0,00 0,00 1438 14,75 1439 1553
7 2544 32,60 2280 1997 13,12 1452 2194 2425
8 3288 3208 17,20 19,78 0,00 0,00 1753 1643
9 56,12 5503 1844 1858 1732 18,16 23,13 19,39
10 2945 30,15 2220 21,79 26,12 2793 21,66 2042
11 48,82 52,88 0,00 0,00 10,36 10,18 7,00 6,30
12 4181 42,19 2305 2243 0,00 0,00 21,79 24,00
13 4000 4200 1900 18,17 2553 2628 1454 11,36
14 2460 2400 1844 1868 3698 34,64 1399 13,65
15 18,70 17,39 40,86 4229 2,22 1,45 1436 12,90
Média 41,69 42,18 1844 1858 13778 1347 1559 1542
Mediana 41,2 420 184 18,6 144 14,5 14,5 15,5
Wilcoxon p=0,851 p=0,700 p = 0,600 p =0,826

Valores de p < 0,05 considerados significantes.
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Como ndo houve diferenca significante entre os dados dos
avaliadores 1 e 2, foram selecionados os dados do avaliador 2, para andlise
estatistica entre os grupos (teste de Kruskal-Wallis e post hoc Dunn’s),

como mostra a tabela 2:

Tabela 2 — Porcentagens das dreas de necrose do avaliador 2 e comparacao
entre oS grupos

COMPARACAO ENTRE OS GRUPOS - AREA DE NECROSE (%)

GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO
CONTROLE SIMULADO 16 Hz 100 Hz
ANIMAL AV 2 AV 2 AV 2 AV 2
1 64,01 6,14 17,30 15,52
2 5148 745 1,97 452
3 53,80 8,48 6,45 26,95
4 57,73 35,14 15,53 0,00
5 36,13 39,90 12,88 20,04
6 41,22 0,00 14,75 15,53
7 32,60 19,97 14,52 2425
8 32,08 19,78 0,00 16,43
9 55,03 18,58 18,16 19,39
10 30,15 21,79 2793 20,42
11 52,88 0,00 10,18 6,30
12 42,19 2243 0,00 2400
13 42,00 18,17 26,28 11,36
14 2400 18,68 34,64 13,65
15 17,39 4229 145 12,90
Média 42,18 18,58* 13.47* 15,42%
Mediana 420 18,6 14,5 15,5
DesvPad 13,5 13,1 10,6 7,6

Kruskal-Wallis p < 0,001*

Valores de p < 0,05 considerados significantes. DesvPad = Desvio Padrao.
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Na Figura 11, observa-se diferenca significante entre o grupo
controle e os demais grupos (p < 0,001) e ndo houve diferenca significante
entre GS x G16Hz (p < 0,177), GS x G100Hz (p < 0,604) e G16Hz x
G100Hz (p < 0,455).
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Kruskal-Wallis (p<0,001%).

Figura 11. Comparacdo estatistica da area de necrose entre 0s grupos.

Com relacdo a densidade vascular, houve diferenga significante entre
0 GC e os tratados (p < 0,001) e entre o GS e os tratados (p < 0,001) e ndo
houve diferenca significante entre GC x GS (p < 0,010), G16Hz x G100Hz
(p <0,042), como mostra a Tabela 3 e a Figura 12.
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Tabela 3 - Porcentagens das médias da densidade vascular das quatro

amostras de pele e comparagdo entre 0s grupos

COMPARACAO ENTRE OS GRUPOS - DENSIDADE VASCULAR (%)

ANIMAL  (ONTROLE  SIMULADO 16 Mz o0tz
1 4 8,87 24,56 24,69
2 6 5,62 18,31 54,19
3 493 8,06 19,94 31,69
4 4,06 8,75 21,69 37,75
5 6,56 5,81 25,69 24,13
6 5.5 9,06 2231 25,19
7 7,93 6,37 24,69 21,44
8 7,06 5,25 30 20,38
9 1,81 6,56 15,25 21
10 3,31 10,13 26,06 21,19
11 243 731 19,56 22,19
12 4.5 5,68 2331 19,25
13 431 4 15,78 16
14 10,31 3,12 21,06 11,38
15 10,75 6,18 2344 27,31
Média 5,56 6,72 22,11% 25,18*
Mediana 45 6 21 22
DesvPad 0,37 0,38 0,7 0,86

Kruskal-Wallis p < 0,001*

Valores de p < 0,05 considerados significantes. DesvPad = Desvio Padrio.
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Figura 12. Comparacdo estatistica da densidade vascular entre os grupos.

A porcentagem de necrose foi ilustrada por imagens do animal

quatro do grupo simulado (Figura 13) no POI (a), 2° PO (b) e 7° PO (c).



(c) 7°PO
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Figura 13. Evolugio
do pds-operaténo do
animal quatro  do
grupo ssmulado,

(a) POI;

(b) 27 PO com sinais
de isquemia na regido
distal do retalho;

() 7 PO com a
necrose  estabelecida
na regido distal do
retalho, camctenzada
pelo aspecto
escurecido, rigido ¢

sem pelos.
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As imagens histoldgicas foram ilustradas com fotomicrografias
(Figura 14) do grupo controle (a), grupo simulado (b), grupo 16 Hz (c) e do
grupo 100 Hz (d), como segue:

.

_—

. B B R
(a) S Sra—eemRE

A

’?b/_: ', ¥

Figura 14. Fotomicrografias do GC (a), GS (b) nas quais se identifica
menor quantidade de vasos sanguineos e do G16Hz (c) e G100Hz (d), nas
quais se identifica maior quantidade de vasos sanguineos, apontados pelas

setas (Hematoxilina-Eosina, 400x).
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6. Discussao

Com o crescimento da Cirurgia Pléstica, a procura por tratamentos
pOs-operatdrios tem aumentado nos dltimos anos, com o objetivo de reduzir
a dor e o edema, aumentar o aporte sanguineo tecidual e estimular o
processo de reparo tecidual. Indicado para tais finalidades, o ultra-som tem
sido um dos recursos acessiveis e de grande aplicabilidade na prética

clinica (TACANI et al., 2005).

Porém, mesmo sendo amplamente utilizado em programas de
reabilitacdo (WEBSTER et al., 1980; VAN DER WINDTA et al., 1999;
EBENBICHER, 2009) e em procedimentos estéticos pré-operatorios em
Cirurgia Plastica (FERRARO et al., 2008; ROUSTAEI er al., 2009),
poucos tém investigado a respeito da acdo do US na viabilidade de retalhos
(EMSEN, 2007; TACANI et al., 2008) em comparagdo a outros agentes
fisicos, como o laser de baixa poténcia, por exemplo (KAMI et al., 1985;
SMITH et al., 1992; PINFILDI et al., 2005; ASSIS et al., 2006; PRADO et
al., 2006; BOSSINI et al., 2009; PINFILDI et al., 2009; PRADO et al.,
2009).

Essa caréncia de informacdes, somada a hipdtese de que a frequéncia
de repeticdo de pulso de 16 Hz é a fundamental no sistema de célcio
intracelular (LOW & REED, 2000), fez com que surgisse este trabalho, o
qual avaliou a influéncia do US de 3 MHz, com frequéncias de repeti¢ao de

pulso de 16 e 100 Hz, na viabilidade e na angiogénese do retalho cutaneo
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randomico, mostrando aumento significante na densidade vascular, com

ambas as frequéncias utilizadas.

A maioria dos equipamentos nacionais de US apresenta frequéncia
do transdutor de 1, 3 ou 5 MHz, sendo esse parimetro determinante na
profundidade que se deseja atingir com o feixe ultrassonico (LOW &
REED, 2000; McDIARMID & BURNS, 1987). Frequéncias mais altas sdo
absorvidas mais superficialmente e ideais para tratar tecidos entre um ou
dois cm de profundidade (DRAPER, RICARD, 1995; DEMMINK et al.,
2003). Dessa forma, selecionou-se a frequéncia de 3 MHz, corroborando
com AMANCIO et al. (2006) e GONCALVES et al. (2007), em estudos
similares realizados com enxerto cutineo em coelhos. EMSEN (2007)
variou a frequéncia do US, usando 0,75 MHz de forma alternada com 3
MHz, na viabilidade de retalho cutineo dorsal em ratos, porém nao

descreveu como foi a padronizacdo dessa variacao.

O modo de emissdo do feixe ultrassdnico pode ser continuo ou
pulsado, sendo que o primeiro promove mais efeitos térmicos, por ser
transmitido sem intervalos e, no segundo, os ciclos de trabalhos podem
variar conforme a relagdo entre o intervalo de emissd3o e o repouso das
ondas ultrassonicas (10, 20 ou 50%). Assim, a forma pulsada promove
menos efeitos térmicos, sendo mais favordvel em condi¢des agudas,
permitindo a reabsor¢cdo de edemas e a resolucdo da fase inflamatdria mais

precocemente (DYSON, 1987).

Pela condi¢do isquémica e inflamatoria aguda dos retalhos cutaneos
randdmicos, elegeu-se 0 modo de emissdao pulsado a 20%, com intervalos

de 2 ms on e 8 ms off para a FRP de 100 Hz e 12,5 ms on e 50 ms off para a
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FRP de 16 Hz. Dessa forma, ocorre menor produgao de calor, concordando
com o trabalho de retalhos cutineos de EMSEN (2007) e também com
outros estudos semelhantes de feridas excisionais cutaneas (YOUNG &

DYSON, 1990a; YOUNG & DYSON, 1990c).

A frequéncia de repeticdo de pulso é um parametro que pode ser
variado apenas no modo de emissdo pulsado e, em diversos equipamentos
nacionais, varia de 16 a 100 Hz, sendo a primeira recomendada para
favorecer o reparo tecidual, e a dltima para quadros élgicos e inflamatérios
(LOW & REED, 2000). Porém, LEITE et al. (2003) verificaram melhora
do reparo pos-fratura de tibia de ratos com 100 Hz e, por essa divergéncia,
ambas as frequéncias de repeticdo de pulso foram escolhidas para

comparacao no presente estudo.

A densidade de poténcia dos equipamentos de US geralmente €
selecionada em SATP, intensidade de pico espacial, variando de 0,1 a 2
W/cm? no modo pulsado ou continuo e, para 0 modo pulsado, também se
pode calcular a intensidade média temporal (SATA) durante os periodos de

emissao e intervalo das ondas ultrassonicas (DOAN et al., 1999).

Neste estudo, foi utilizada a intensidade de pico de 1 W/cm? (SATP)
no modo pulsado a 20%, obtendo-se uma intensidade média de 0,2 W/cm?
(SATA). Para selecionar a densidade de poténcia, deve-se considerar o
tamanho da area a ser tratada, a profundidade dos tecidos que se deseja
atingir, a dissipacao do calor pelos tecidos e a frequéncia do transdutor.
Doses maiores que 1,5 W/cm? (SATP) sao recomendadas para atingirem
tecidos profundos, enquanto que doses menores que 1 W/cm? (SATP), para

tecidos superficiais (DRAPER, CASTEL, CASTEL, 1995).
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A fim de definir a adequada densidade de poténcia, foi realizado um
plano-piloto com 12 animais, distribuidos em quatro grupos G1: 0,5 W/cm®
(SATP) ou 0,1 W/cm?2 (SATA); G2: 1 W/ecm® (SATP) ou 0,2 W/cm? (SATA);
G3: 1,5 W/em® (SATP) ou 0,3 W/cm? (SATA) e G4: 2,0 W/em® (SATP) ou
0,4 W/cm? (SATA). A densidade de poténcia de 1 W/em? (SATP) ou 0,2
W/ecm? (SATA) mostrou menor porcentagem de necrose, sendo a utilizada

nos grupos tratados da pesquisa (Apéndice 1).

EMSEN (2007) verificou menor porcentagem de necrose em retalhos
cutaneos randomicos apos a aplicacao do US com 0,1 W/cm? (SATA) € 0,18
W/em? (SATA), quando comparados ao controle e, entre os grupos tratados,
também observou diferenca significante. A densidade de poténcia de 0,18
W/cm? mostrou-se mais adequada para aumentar a viabilidade dos retalhos
cutaneos, concordando com os achados do presente estudo, cuja densidade

de poténcia foi de 0,2 W/cm? (SATA).

Muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas com animais de
experimentacao, pela necessidade de coletar as amostras teciduais e avaliar
intrinsecamente os efeitos bioldgicos de diversos recursos fisicos (KAMI et
al., 1985; KIARTANSSON et al., 1988a; SMITH et al., 1992; LIEBANO,
FERREIRA, SABINO NETO, 2002; LIEBANO, FERREIRA, SABINO
NETO, 2003; ESTEVES JUNIOR, FERREIRA, LIEBANO, 2004;
ESTEVES JUNIOR et al., 2005; PINFILDI et al., 2005; ASSIS et al.,
2006; LIEBANO, ABLA, FERREIRA, 2006; PRADO et al., 2006;
RUSSO et al., 2006; EMSEN, 2007; GONCALVES et al., 2007; KUO et
al., 2008; LIEBANO, ABLA, FERREIRA, 2008; BOSSINI ez al., 2009;
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ESTEVES JUNIOR et al., 2009; PINFILDI et al., 2009; PRADO et al.,
2009).

Da mesma maneira, o animal de experimentacdo selecionado para
este estudo foi o rato, pela facilidade de obtenc¢do do animal, pelo baixo
custo, pela praticidade no manuseio laboratorial, pelo modelo de retalho
randomico que se desejava investigar e por existir uma série de trabalhos
que ja utilizaram esse modelo animal, favorecendo a comparacio entre os
resultados obtidos (KAMI et al., 1985; GOMES et al., 1994; DUARTE,
GOMES, FERREIRA, 1998; GOMES et al., 1998; LIEBANO;
FERREIRA; SABINO NETO, 2002, 2003; ESTEVES JUNIOR,
FERREIRA, LIEBANO, 2004; ESTEVES JUNIOR et al., 2005; PINFILDI
et al., 2005; ASSIS et al., 2006; LIEBANO, ABLA, FERREIRA, 2006;
PRADO et al.,2006; RUSSO et al., 2006; LIEBANO, ABLA, FERREIRA,
2008; BOSSINI et al., 2009; ESTEVES JUNIOR et al., 2009; PINFILDI et
al.,2009; PRADO et al., 2009).

Além disso, no rato, o paniculo carnoso (camada muscular ausente
na pele humana) é aderente a derme, mas ligado a fascia profunda apenas
por tecido areolar. No homem, o paniculo adiposo (tela subcutinea
superficial) € mais firmemente ligado a fascia profunda. Em relagdo a
irrigacdo sanguinea para a pele, essas camadas sdo compardveis, pois 0S
principais vasos se associam a elas, permitindo a comparacdo entre o
modelo animal e humano, apesar de ndo ser possivel extrapolar os
resultados encontrados diretamente para a pratica clinica (McFARLANE,
DeYOUNG, HENRY, 1965; GOMES et al., 1994; CARVALHO et al.,
2005).
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Selecionou-se ratos machos para evitar a influéncia da agdao de
hormonios femininos, principalmente o estrogeno, que exerce efeito
protetor a isquemia, como mostrou TOUTAIN et al. (2009) em um estudo
com camundongos fémeas, submetidas a ooforectomia e elevacdo do
retalho cutaneo randomico apds duas semanas. Os autores mostraram que
no grupo submetido a ooforectomia, a necrose no retalho foi de 53,7% no
6° PO e no grupo que recebeu 17B-estradiol durante trés dias antes da
realizacdo do retalho, foi de 3,8%. A acdo hormonal exerceu de forma
significante, aumento da viabilidade, da angiogénese, das estruturas
cutaneas (anexos), da reperfusdo e do fluxo sanguineo, com efeito

antiinflamatoério e antiapoptético.

Durante toda pesquisa experimental deve-se levar em consideracao o
conceito dos “3R’s” estabelecido por Russel & Burch em 1959:
replacement (substituicdo), reduction (reducdo) e refinement (refinamento)
(RUSSEL & BURCH, 1992). Como o questionamento dessa pesquisa
envolvia o modelo operatorio, ndo foi possivel substituir os animais por
outros modelos experimentais, porém o refinamento foi seguido de forma
criteriosa ao se utilizar um modelo de anestesia dissociativa e incluir a
analgesia durante todo o experimento. Para o conceito de reducdo, a
determinacdo do nimero de animais foi realizada pelo calculo do poder da
amostra, obtendo-se 83,58% com 15 animais em cada grupo, numero
minimo para representatividade estatistica adequada, concordando com
estudos semelhantes em retalhos cutineos (ESTEVES JUNIOR,
FERREIRA, LIEBANO, 2004; LIEBANO, ABLA, FERREIRA, 2006;
2008; TSAI et al., 2008; BOSSINI et al., 2009; ESTEVES JUNIOR et al.,
2009; YU et al., 2009).
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O método anestésico utilizado foi de anestesia dissociativa, que
promove analgesia completa e intensa do sistema musculo-esquelético,
com sono superficial, sem perda de reflexos protetores. A associacdo de
ketamina e xilazina foi realizada por ser indicada para procedimentos
operatérios de curta duragdo, mantendo os animais em plano anestésico de
40 a 60 min (SCHANAIDER & SILVA, 2004) e por outros autores que
pesquisaram retalhos cutdneos também terem utilizado essa mesma
associacdo (SMITH et al., 1992; SARIFAKIOGLU et al., 2004;
AYDOGAN et al., 2007; TUFAN et al., 2007; BOSSINI et al., 2009),
mostrando ser um método eficaz, rdpido e de baixo custo, associando o
efeito anestésico da ketamina, com sedagdo, analgesia e relaxamento

muscular da xilazina.

O modelo de retalho cutineo randomico utilizado foi o proposto por
MCcFARLANE, DeYOUNG, HENRY (1965), para avaliar a necrose, pois ¢é
uma das possibilidades de averiguar a viabilidade tecidual e a perfusao
vascular. A porcentagem de necrose obtida nesse modelo varia de 25 a 50%
a partir da regido distal, mas em 5,7% dos casos ndo ocorre necrose
significativa. Para padronizar as condi¢des de isquemia e de necrose, foi
colocado um filme pléstico entre o retalho e o leito doador, para impedir a
revascularizacdo do retalho por meio dos vasos do leito, conforme descrito
por UGLAND (1966), procedimento também realizado por outros autores
(KAUFMAN et al., 1985; DUARTE, GOMES, FERREIRA, 1998;
GOMES et al., 1998; LIEBANO; FERREIRA; SABINO NETO, 2002,
2003; ESTEVES JUNIOR, FERREIRA, LIEBANO, 2004; ESTEVES
JUNIOR et al., 2005; PINFILDI et al., 2005; ASSIS et al., 2006;
LIEBANO, ABLA, FERREIRA, 2006; PRADO et al., 2006; RUSSO et al.,
2006; LIEBANO, ABLA, FERREIRA, 2008; TSAI et al., 2008; BOSSINI
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et al., 2009; ESTEVES JUNIOR et al., 2009; PINFILDI et al., 2009;
PRADO et al.,2009).

Neste estudo, a area tratada foi a base cranial do retalho com trés cm
de comprimento por quatro cm de largura, a fim de favorecer a irrigagao
sanguinea até a por¢cdo mais distal, por meio dos vasos sanguineos que nao
sofreram sec¢do. Essa padronizacdo pode ser comparada com EMSEN
(2007) que aplicou US na base cranial do retalho e com KJARTANSSON
et al. (1988a; 1988b) e LIEBANO, ABLA, FERREIRA (2006, 2008), que
utilizaram TENS nessa mesma regido. Por ndo possuirem uma artéria
especifica, PINFILDI et al. (2009) relataram que, em retalhos cutineos
randOmicos, seria interessante aplicar laser também ao redor destes.
Entretanto, PRADO et al. (2009) demonstraram que o local de aplicacao
influenciou na viabilidade de retalhos cutaneos tratados por laser.
Obtiveram resultados significantes, irradiando a 2,5 cm a partir da base
cranial do retalho, com valores de necroses significativamente menores,
comparado a outros pontos de aplicacdo. Portanto, observa-se que a drea de
aplicacao do US, entre zero e trés cm a partir da base cranial do retalho,

atingiu o ponto ideal proposto por PRADO et al. (2009).

O tempo de tratamento com US depende da area a ser tratada e da
area de radiacdo efetiva (ERA) do equipamento, dividindo-se a drea pela
ERA (HOOGLAND, 1986). Assim, a energia ultrassOnica pode ser
igualmente distribuida ao longo da area, evitando sua dispersdo. Neste
estudo, a base cranial do retalho com 3 cm por 4 cm totalizava uma 4rea de
12 cm? que, dividida pela ERA de 0,5 cm?, chegaria a um tempo de 24
minutos de aplicacdo. Porém, HOOGLAND (1986) preconiza um tempo

maximo de 15 minutos de aplicacdo ininterrupta por regido tratada e, caso o
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tempo calculado exceda esse limite, a drea deve ser dividida. Portanto, a
area inicial de 12 cm? foi dividida em duas de 6 cm?, aplicando-se o US

durante 12 minutos em cada.

O US foi aplicado por técnica direta, movimentando o transdutor
suavemente, sem pressionar, para evitar a formagcdo de ar entre o
transdutor, o gel e a pele do animal, de forma circular (anti-horéria) e
ininterrupta, para evitar estase tempordria e dano endotelial (DOCKER,
FOULKES, PATRICK, 1982). A velocidade de movimentacdo foi de
aproximadamente 2 cm/s, corroborando com o protocolo dindmico em
cadaveres suinos de DEMMINK et al. (2003) e com WEAVER et al.
(2006), que compararam diferentes velocidades de movimentagdo do
transdutor em 11 voluntarios. Constataram que nao houve diferenca no
aumento de temperatura intramuscular entre as trés velocidades usadas: 2-3
cm/s, 4-5 cm/s e 7-8 cm/s. No presente estudo, optou-se pela
movimentacdo mais lenta, por se tratar de um periodo pds-operatorio

imediato, evitando possiveis traumas teciduais.

O meio de acoplamento utilizado foi o gel, composto de polimero
carboxivinilico PPG, TEA, conservante, dgua purificada e pH neutro, por
ser hidrossoluvel, ndo gorduroso, nao irritante, nao abrasivo,
hipoalergénico, inodoro e incolor. Além disso, possui menor atenuagao da
onda ultrassdnica, baixa formac¢do de bolhas, alta transmissao acustica, alta
viscosidade e de baixo custo, sendo caracterizado como um dos meios mais
eficientes e adequados para a terapia por US (DOCKER, FOULKES,
PATRICK, 1982; CASAROTTO et al., 2004; POLTAWSKI & WATSON,
2007).
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Pela condicao isquémica e inflamatdria do pds-operatério do retalho
cutaneo randdmico, que se inicia nas primeiras horas ap6s a elevacgdo deste,
os tratamentos devem ser aplicados precocemente, iniciando-se
imediatamente apds o procedimento operatdrio e prosseguindo-se durante a
fase pos-isquémica, a fim de aumentar e de manter o fluxo sanguineo
(SASAKI & PANG, 1980; KERRIGAN, 1983) e de melhorar a congestao
venosa (UGLAND, 1966).

De acordo com essa prerrogativa, a aplicagdo do US foi efetuada 60
segundos apds a sutura do retalho e prosseguiu por mais dois dias
consecutivos, concordando com outros autores que também utilizaram
agentes fisicos, como o TENS, a iontoforese e o laser de baixa poténcia,
com resultados significantes (ESTEVES JUNIOR et al., 2004; LIEBANO,
ABLA, FERREIRA, 2006; RUSSO et al., 2006; LIEBANO, ABLA,
FERREIRA, 2008; ESTEVES JUNIOR er al., 2009; PINFILDI et al.,
2009).

Seguindo esse raciocinio, € questiondvel a aplicagdo do US por 5
minutos didrios até o 15° PO efetuada por EMSEN (2007), periodo tardio,
no qual os sinais de necrose ja sdo evidentes desde o 3° e o 4° dias,
atingindo o limiar final entre 7 e 10 dias (McFARLANE, DeYOUNG,
HENRY, 1965; KAMI et al., 1985; DUARTE, GOMES, FERREIRA,
1998; GOMES et al., 1998).

Baseando-se na evolugdo da necrose, esta foi avaliada no 7° PO, pelo
método do gabarito de papel descrito por SASAKI & PANG (1980). Por
ser um método confidvel, com erro menor que 5%, foi incluido na

metodologia deste estudo. A coleta dos dados foi feita por dois avaliadores
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e, quando comparados entre si, ndo apresentaram diferencgas significantes,
fato que demonstra sua reprodutibilidade e confiabilidade. Somam-se a
essas vantagens facilidade de utilizacdo, baixo custo e ampla aplicacdao na
literatura, facilitando a comparagdo dos resultados (GOMES et al., 1994;
DUARTE, GOMES, FERREIRA, 1998; GOMES et al., 1998; LIEBANO;
FERREIRA; SABINO NETO, 2002, 2003; ESTEVES JUNIOR,
FERREIRA, LIEBANO, 2004; ESTEVES JUNIOR et al., 2005; PINFILDI
et al., 2005; ASSIS et al., 2006; LIEBANO, ABLA, FERREIRA, 2006;
PRADO et al.,2006; RUSSO et al.,2006; LIEBANO, ABLA, FERREIRA,
2008; BOSSINI et al., 2009; ESTEVES JUNIOR et al., 2009; PINFILDI et
al.,2009; PRADO et al., 2009).

EMSEN (2007) utilizou pléstico transparente para demarcar a area
vidvel e de necrose do retalho, de 10 cm de comprimento por 3 cm de
largura, no 15° PO, pelo método de planimetria. GOMES et al. (1998)
compararam a planimetria computadorizada com o método do gabarito de
papel (SASAKI & PANG, 1980) e verificaram ndao haver diferencas

significantes, sendo este tltimo de mais facil aplicacao.

A porcentagem de necrose do grupo controle encontrada nesse
estudo, variou de 17,39% a 64,01%, com média de 42,18%, concordando
com McFARLANE, DeYOUNG, HENRY (1965), cuja porcentagem de
necrose variou de 25% a 50%. Pesquisas com esse modelo de retalho
tratado com agentes fisicos, também mostraram uma variagdo média do
grupo controle de 43,11% (LIEBANO, ABLA, FERREIRA, 2006) a
5097% (PRADO et al., 2009), com média de 47,06% entre os nove
trabalhos analisados (ESTEVES JUNIOR er al., 2005; PINFILDI et al.,
2005; LIEBANO, ABLA, FERREIRA, 2006; PRADO et al., 2006;
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RUSSO et al., 2006; LIEBANO, ABLA, FERREIRA, 2008; BOSSINI et
al., 2009; ESTEVES JUNIOR et al., 2009; PRADO et al., 2009). Com
agentes farmacoldgicos, os estudos mostraram variacao de 22% (CAMPOS
et al., 2001) a 66% (ABLA et al., 2005), com média de 43,14% entre os
cinco analisados (CAMPOS et al., 2001; ESTEVES JUNIOR, FERREIRA,
LIEBANO, 2004; FONSECA et al., 2004; ABLA et al., 2005; LEITE et
al.,2007).

Com relagdo aos resultados do presente estudo, foi encontrado dado
peculiar quanto a porcentagem de necrose, pois ndo houve diferenca entre o
grupo simulado e os grupos tratados, mostrando que o aumento da
viabilidade desse procedimento pode ter ocorrido pela movimentacao

externa do transdutor.

Esse achado corrobora com ROBINSON & BUONO (1995), que
investigaram o efeito do US no fluxo sanguineo muscular e cutaneo do
antebraco de individuos saudaveis, durante cinco minutos. Observaram
aumento significante do fluxo sanguineo cutaneo tanto no grupo tratado
como no simulado, porém sem diferenca entre eles. FABRIZIO et al.
(1996) evidenciaram a velocidade do fluxo sanguineo na artéria poplitea
humana com grupos controle, simulado e tratados por US, durante 15
minutos. Encontraram diferenca significante apenas entre controle x
simulado e controle x US. Ambos os estudos justificaram o aumento do
fluxo sanguineo no grupo simulado pelos efeitos térmicos causados pelos
movimentos externos do transdutor (ROBINSON & BUONO, 1995;
FABRIZIO et al. 1996).
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Mais recentemente, NOBLE, LEE, GRIFFITH-NOBLE (2007),
também pesquisaram os efeitos do US de 3 MHz no fluxo sanguineo
cutaneo do antebraco humano, por 6 minutos, com grupos controle,
simulado, pulsado (ciclo de trabalho de 50%) e continuo. Referiram
aumento significante do fluxo sanguineo nos grupos tratados e no
simulado, quando comparados ao controle, mas nao entre 0s grupos
tratados e o simulado. Os autores concluiram que o aumento do fluxo
sanguineo no grupo simulado indica que os movimentos externos do

transdutor podem promover efeito adicional de massagem.

Durante a terapia ultrassonica, bem como durante a simulacdo no
grupo sham, o transdutor foi movido lenta, suave, superficialmente e sem
executar pressdao adicional a pressdo exercida pelo préprio peso do
transdutor sobre o retalho, aproximadamente 244 g/cm?. Provavelmente, a
estimulacdo mecanica da pele causada pelos movimentos do transdutor,
aumentou o fluxo sanguineo, como demonstraram FABRIZIO et al. (1996)
e NOBLE, LEE, GRIFFITH-NOBLE (2007) e, também referem, que os
mecanismos pelos quais ocorreu esse efeito ainda ndo estdo claros. Para
FABRIZIO et al. (1996) esse efeito de massagem pode ter desencadeado
estimulos autondmicos levando ao aumento de temperatura na pele e, para
NOBLE, LEE, GRIFFITH-NOBLE (2007), pode ter ocorrido vasodilatacao
tanto pela liberacdo de mediadores quimicos, como a histamina, quanto
pelo aumento de temperatura da pele. Possivelmente esses mecanismos
favoreceram a viabilidade dos retalhos tanto no grupo simulado como nos

tratados.

MORHENN (2000) aplicou manobras de deslizamentos profundos

(firm stroking) na face de oito voluntarios e verificou aumento significante
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na temperatura da pele e no eritema, porém esse efeito nao ocorreu pelo
aumento de histamina, pois a ingestdo de anti-histaminico via oral nao
impediu a formag¢do do eritema. A autora relaciona esses efeitos cutaneos
com a estimulacdo de nociceptores que liberam substincia P, a qual
estimula a producdo de 6xido nitrico na microcirculagdo da derme e ambos
atuam como vasodilatadores. Todavia, é necessdrio esclarecer que, no
presente estudo, durante a aplica¢do ou a simulagdo do US, o transdutor foi
movimentado de forma suave, sem pressionar a pele do animal e, dessa
forma, ndo se assemelhou ao deslizamento profundo (firm stroking), e sim

ao deslizamento superficial.

Com relagdo aos estimulos nociceptivos, a ativacdo de
mecanoceptores de baixo limiar conectados a fibras-APB aferentes por
estimulacdo mecanica, pode evocar aumento do fluxo sanguineo em areas
de alodinia, como no caso do retalho cutineo, mas ndo em dreas de pele
normal e sem dor (GARCIA-NICAS, LAIRD, CERVERO, 2001;
CERVERO & LAIRD, 1996). O aumento do fluxo sanguineo ocorre
devido a maior liberacdo de neuropeptideos vasoativos, como o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (Calcitonin Gene-Related Peptide —
CGRP) e a substancia P, na drea estimulada e no dermatomo
correspondente a essa (GARCIA-NICAS, LAIRD, CERVERO, 2001). Se a
estimulacdo mecanica do transdutor do US foi capaz de facilitar a liberacao
desses neuropeptideos, isso pode estar relacionado com a diminuicdo da
necrose, conforme mostraram algumas pesquisas que utilizaram CGRP na
melhora da viabilidade dos retalhos cutdneos (ESTEVES JUNIOR,
FERREIRA, LIEBANO, 2004; GHERARDINI et al., 1998;
GHERARDINI et al., 1999; JANSEN et al., 1999). Esse mesmo

mecanismo foi sugerido como possivel responsavel pela reducdo da
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necrose em retalhos isquémicos submetidos a aplicacdo da TENS
(KJARTANSSON et al., 1988a; 1988b; LIEBANO, ABLA, FERREIRA,
2006; RUSSO et al., 2006; LIEBANO, ABLA, FERREIRA, 2008).

Essa estimulacdo mecéanica, também pode ter se assemelhado ao
deslizamento superficial (effleurage) da massagem cldssica, que promove
aumento da circulacdo sanguinea e linfatica da pele (GOATS, 1994;
KUPRIAN, 1995; DE DOMENICO & WOOD, 1997; WATSON et al.,
1999; TACANI & CERVERA, 2004) devido a estimulacao dos receptores
cutaneos e por via reflexa atuar no controle auton6mico dos capilares.
Pode, também, facilitar a reabsorcdo de edemas (DE DOMENICO &
WOOD, 1997) e levar a uma possivel diminui¢do da estase sanguinea e da
congestdao venosa, considerados por HHORTDAL et al. (1994) e UGLAND
(1966) como a principal causa de necrose de retalhos cutaneos, justificando

a melhora da viabilidade desses no grupo simulado.

A aplicacdo de estimulos mecéanicos na superficie da pele pode
desencadear processos mecanoquimicos pela transmissdo de forcas ao
longo da rede de fibras coldgenas, ampliando as interacdes célula-célula e
célula-matriz extracelular, como sugerem SILVER, SIPERKO, SEEHRA
(2003). Os autores mostraram que o metabolismo celular durante o
processo de cicatrizagdo pode ser influenciado por for¢as externas, as quais
favorecem a abertura dos canais 10nicos, aumentando sua taxa metabdlica,
expressao g€nica e sintese proteica. Referem ainda, que estimulos
mecanicos se convergem em energia mecanica gerando potenciais
quimicos. Possivelmente, a estimulacdo mecanica do transdutor do US

pode ter desencadeado tais interagdes metabdlicas como sugerido pelos
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autores, porém estudos que envolvam a biologia molecular com as ciéncias

fisicas sejam necessarios para maior explicaciao dessas questoes.

EMSEN (2007) investigou a viabilidade de retalhos cutineos em
ratos tratados por US e verificou redugcdo da necrose nos grupos tratados,
comparados ao simulado, diferentemente dos achados deste estudo. Essa
diferenca pode ser explicada pelo maior tempo de simulacdo da terapia
realizada neste estudo, 24 minutos contra 5 minutos, concordando com
NOBLE, LEE, GRIFFITH-NOBLE (2007) e FABRIZIO et al. (1996), que
obtiveram aumento significante do fluxo sanguineo cutaneo,
respectivamente, com 6 € 15 minutos de aplicacdo, sem diferenca entre os

grupos tratados por US e o simulado.

Ainda no 7° PO, foram retiradas as amostras de pele para analisar a
densidade vascular pela quantidade de vasos sanguineos e para obter
informagOes adicionais acerca da viabilidade dos retalhos. Foram
selecionadas quatro amostras de pele, a cada 2,5 cm que representassem
quase a totalidade da é4rea referente ao retalho, aproximadamente 70%.
TSAI et al. (2008) pesquisaram a densidade vascular em ratos submetidos
ao retalho cutidneo randomico, tratados com sildenafil combinado com
VEGF. Selecionaram amostras de pele a cada 2,5 cm, duas amostras
longitudinais e duas transversais, sendo estas Ultimas das mesmas regides

obtidas neste estudo, aproximadamente a 50 e a 70% da base cranial.

AMANCIO et al. (2006) ¢ GONCALVES ez al. (2007) também
selecionaram amostras de pele de enxertos em coelhos apds terapia
ultrassonica, quantificando os vasos sanguineos por campos. ULUSOY et

al. (2005) avaliaram 4 campos de uma amostra obtida transversalmente da
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metade do retalho cutineo de ratos tratados com sildenafil, concordando
com a andlise da densidade vascular proposta neste estudo, no qual 4
campos também foram eleitos por amostra de pele, contando-se os vasos

dos16 campos de cada animal.

A densidade vascular teve aumento significante nos grupos tratados
(22,11% G16Hz e 25,18% G100Hz), quando comparados ao controle e ao
simulado (5,56% GC e 6,72% GS), confirmando o aumento da angiogé€nese
pela estimulagdo ultrassonica, tal como observado por outros pesquisadores
em estudos experimentais in vitrro (MORTIMER & DYSON, 1988; DOAN
et al., 1999; MIZRAHI, SELIKTAR, KIMMEL, 2007) e in vivo, em
modelos de retalhos miofasciocutaneos (TACANI et al., 2008), de
enxertos em coelhos (AMANCIO et al.,2006; GONCALVES et al., 2007),
de feridas em ratos (YOUNG & DYSON, 1990c; MENDONCA et al.,
2006) e de isquemia em membros de ratos (BARZELAI et al., 2006;
HIGHTOWER & INTAGLIETTA, 2009) e de coelhos (SUGITA et al.,
2008). Esse é o primeiro estudo que mostra um aumento na densidade
vascular em retalhos cutineos isquémicos com a aplicacio de US
terapéutico. O estudo prévio da literatura, mediu apenas a drea vidvel do

retalho cutaneo (EMSEN, 2007).

TACANI et al. (2008) analisaram a angiogénese no retalho TRAM
em ratos tratados por US de 3 MHz, ciclo de trabalho de 20% a 0,1 W/cm?,
0,2 Wiem? e 03 W/cm? (SATA), por 8 min. Observaram menor
porcentagem de necrose € maior densidade vascular com 0,2 W/cm?, e
apesar de modelos de retalhos diferentes, corroboram com os resultados
deste estudo. GONCALVES er al. (2007) investigaram a integracdo de
enxertos cutaneos em coelhas com US 3 MHz, 0,5 W/cm? (SATA), ciclo de
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trabalho de 50%, por 5 min. Também obtiveram maior nimero de vasos no
grupo tratado que no simulado, com diferenga significante e, apesar de
procedimentos operatérios distintos (enxerto e retalho), o US aumentou a

angiogénese, mostrando-se recurso auxiliar pds-cirurgia plastica.

Algumas pesquisas mostram que o US aumenta o influxo de cdlcio
intracelular, que estimula a atividade da enzima 6xido nitrico sintetase
(DYSON, 1987; MORTIMER & DYSON, 1988; SUCHKOVA et al.,
2002; BERTUGLIA, 2007; SUGITA et al., 2008; HIGHTOWER &
INTAGLIETTA, 2009). Pode ser que o aumento da angiogénese observada
neste estudo tenha sido pela maior quantidade de 6xido nitrico produzido,o
qual modula a produgdo e/ou a atividade dos fatores angiogénicos,
promovendo proliferacdo e migracdo de células endoteliais (BARZELAI et

al., 2006; BERTUGLIA, 2007).

Apesar do US ter aumentado significantemente a angiogénese,
possivelmente esse evento ndo teve influéncia direta na prevencdo da
necrose, pois no grupo simulado também houve diminuicdo desta. Apesar
de os estimulos angiogénicos, como a liberacdo de fatores de crescimento e
citocinas por macrofagos (Platelet-Derived Growth Factor — PDGF,
Fibroblast Growth Factor — FGF, Interleucina — IL-8) e mastdcitos (FGF,
IL-8) se iniciarem precocemente na fase inflamatoria, a angiog€nese vai se
estabelecendo durante a fase proliferativa do reparo tecidual, com
acréscimo dos estimulos de outros fatores de crescimento (VEGF,
Transforming Growth Factor — TGF-f), migracao e proliferacdo de células
endoteliais (DYSON, 1987; YOUNG & DYSON, 1990c). Esse periodo,
considerado pds-operatorio tardio, € 0 momento em que a necrose ja se

estabeleceu (SASAKI & PANG, 1980; KERRIGAN, 1983), ndo havendo
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tempo hébil para restabelecimento da microcirculagdo pelos novos vasos
formados. Essa questdo pode auxiliar no esclarecimento dos resultados
observados, pois, nos grupos tratados, houve aumento significante apenas

da angiogénese, e ndo da necrose, quando comparados ao grupo simulado.

Dessa maneira, o aumento do fluxo sanguineo e linféatico, promovido
pelo efeito externo de massagem, pode ter melhorado a estase e o edema,
0Ss quais parecem ser 0S mecanismos mais importantes envolvidos na

prevengdo da necrose, no POI, ainda na fase inflamatdria do reparo tecidual

(UGLAND, 1966; SASAKI & PANG, 1980; HIORTDAL et al., 1994).

No presente estudo, ndo houve diferenca significante na porcentagem
de necrose e tampouco na densidade vascular entre os grupos 16 Hz e 100
Hz, demonstrando que, provavelmente, ambas as frequéncias de repeti¢ao
de pulso, podem ter estimulado o sistema de cdlcio intracelular e nao
apenas com 16 Hz, como referido por LOW & REED (2000), ou que
ambas favoreceram o influxo de cdlcio intracelular (MORTIMER &
DYSON, 1988; JUFFERMANS et al., 2008) e por meio desse mecanismo
estimularam a angiogénese (MIZRAHI, SELIKTAR, KIMMEL, 2007).

Poucos estudos mostraram a acdo das diferentes FRP, e com uma
FRP de 20 Hz, préxima a de 16 Hz, JUFFERMANS et al. (2008)
observaram que o US de 1 MHz in vitro estimulou o influxo de calcio em
células do miocardio de ratos. MIZRAHI, SELIKTAR, KIMMEL (2007),
utilizando uma FRP intermediaria, de 40 Hz, observaram aumento da
angiogénese in vitro, com células adrticas bovinas, utilizando US de 1
MHz. MORTIMER & DYSON (1988) verificaram, in vitro, o aumento do

influxo de célcio em fibroblastos do embrido de frangos com US de 1 MHz
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e FRP de 100 Hz, tal como referiu DINNO et al. (1989), que o US de 1
MHz a 100 Hz também aumentou o influxo de calcio nas células da pele de

sapos.

Com relacdo a comparacao entre as FRP, apenas esse estudo e o de
LEITE et al. (2003) compararam 16 Hz com 100 Hz, sendo que nesse
estudo foi verificado a acdo das FRP no reparo cutineo e, no de LEITE et
al. (2003), no reparo 6sseo. Esses autores mostraram que o US de 1 MHz a
100 Hz foi mais efetivo que 16 Hz em acelerar o processo de reparo pés-
fratura de tibia de ratos, enquanto que nesse estudo ndo houve diferenca no

reparo cutaneo entre as FRP utilizadas.

Dessa forma, a FRP que poderia ser considerada um parametro de
extrema importancia quando utilizado com objetivo de aceleracdo e
modulacdo do reparo tecidual, deve ser utilizado com cautela na pratica
clinica, pois, talvez, esse parametro nao influencie os efeitos biofisicos do

US envolvidos na angiogénese e na viabilidade de retalhos.

Os achados permitiram a reflexdo quanto a acdo do ultra-som na
fisiopatologia da isquemia e da necrose apds elevacdo de retalhos cutineos,
pois se acreditava que, ao diminuir as condi¢des isquémicas e ampliar a
angiogénese, poderia-se prevenir a necrose. Porém, é possivel observar que
outros aspectos também foram extremamente importantes, como a melhora
do retorno venoso e linfatico, possivelmente mediado pelo efeito externo de

massagem.

Como perspectivas sugere-se analisar os efeitos do US na

microcirculacdo por meio da dosagem de substancias vasodilatadoras,
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como histamina, 6xido nitrico, substincia P e CGRP, mediadoras da
resposta inflamatoria e do fluxo sanguineo, entre outras fun¢des. Ampliar a
avaliacido da angiogénese por imuno-histoquimica com dosagem de VEGF
e Oxido nitrico, quantificar células inflamatérias como mastocitos e
correlacionar com a histamina liberada por estes, e avaliar o retorno venoso

por laser Doppler e linfético por linfocintilografia.

Novas pesquisas devem ser realizadas a fim de demonstrar os efeitos
do US e de seus respectivos parametros no fluxo sanguineo e linfatico e na
reperfusdo poés-isquémica, para melhor entendimento da terapia

ultrassonica em retalhos cutaneos.
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7. Conclusao

Conclui-se que o ultra-som com frequéncias de repeticdo de
pulso de 16 e 100 Hz, aumentou a angiogénese e, ambos, 0
ultra-som e a sua simulacdo, aumentaram a viabilidade do

retalho cutaneo randdmico, em ratos Wistar.
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ABSTRACT

Introduction: Skin flaps play a key role in Plastic Surgery and one of the
complications with more difficult solution is necrosis, leading to a surge of
researches with both physical and pharmacologic agents, in an attempt to
improve the vascular response of these flaps. Objective: Evaluating
ultrasound in the viability and angiogenesis of the random skin flaps, in
rats. Methods: In 60 Wistar EPM-1 rats dorsal skin flaps (10 x 4 cm) of the
cranial base were lifted and they were randomly assigned to four groups, as
follows: Control — only skin flaps, Simulated — simulation of ultrasound
application with the device turned off, Group 16 Hz — 3 MHz ultrasound,
pulsed at 20%, 0.2 W/cm® (SATA) and Pulse Repetition Rate (PRR) of 16
Hz, and Group 100 Hz — ultrasound with the same parameters and a 100 Hz
PRR applied for 3 consecutive days. The percentage of necrosis was
assessed at the 7™ day and four samples of skin were collected from each
flap to determine the vascular density. Results: The percentage of necrosis
was 42.18+13.5% GC, 18.58+13.1% GS, 1347+10.6% 16 Hz and
15.42+7.6% 100 Hz with significant difference between the control and the
other groups (p < 0.001). The vascular density was 5,56+5,81% Control,
6,72+59% Simulated, 22,11+10,96% 16 Hz, and 25,18+13,32% 100 Hz
with significant difference among the treated groups compared with control
and simulated groups (p<0.001). Significant differences were not seen
within the treated groups. Conclusion: The ultrasound increased
angiogenesis, and both ultrasound and its simulation increased the random

skin flap viability in rats.
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APENDICE 1 - Projeto Piloto.

O projeto piloto teve como objetivo averiguar a densidade de

poténcia mais adequada para este experimento.

Para isso, foram necessérios 4 grupos com 3 animais cada, 0s quais
foram submetidos a0 mesmo procedimento operatério (retalho cutaneo
randomico de base cranial 10 x 4 cm) e a aplicagao de US 3MHz, pulsado
com ciclo de trabalho de 20%, frequéncia de repeticao de pulso de 100 Hz,
aplicado na base cranial do retalho em uma érea de 3 x 4 cm, subdividida
em duas dreas de 6 cm? durante 12 minutos em cada lado, iniciando pelo

direito e, depois o esquerdo.

Cada grupo recebeu uma densidade de poténcia diferente, sendo o
G1: 0,5 W/em®; G2: 1 W/em?; G3: 1,5 W/em® e G4: 2 W/em® (SATP). No
sétimo pds-operatdrio foi realizada a determinagao da porcentagem da éarea
de necrose pelo método de gabarito de papel (SASAKI & PANG, 1980),
por dois avaliadores que desconheciam a qual grupo pertenciam os animais
(avaliador 1 — AV1 e avaliador 2 — AV2). Em seguida, os dados dos
avaliadores foram comparados pelo teste de Wilcoxon para verificar se

houve diferenca entre eles, considerando p < 0,05.

Pelos resultados, ndo foram observadas diferencas significantes entre
os avaliadores e a densidade de poténcia de 1 W/cm? foi a que apresentou a
menor porcentagem de necrose dentre as demais, sendo esta a densidade de

poténcia estabelecida para ser utilizada nos grupos da tese.
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Tabela 4- Porcentagem de necrose dos grupos do piloto. Comparacao
interavaliadores (Wilcoxon):

Grupos Ultra-som Médias da porcentagem de Wilcoxon
necrose (p <0,05)

AV 1 AV 2
Grupo US 0,5 W/cm? 13% 13% p =0,6547
Grupo US 1,0 W/cm? 8% 7% p =0,6547
Grupo US 1,5 W/cm? 17% 17% p=0,5930

Grupo US 2,0 W/cm? 14% 13% p=0,3173
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APENDICE 2 - Colar cervical.

Colar cervical utilizado para evitar autofagea,
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APENDICE 3 - Equipamento utilizado na pesquisa.

Equipamento de US de 3 MHz SONACEL Expert”,

Transdutor com ERA de 0.5 cm’.
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Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica
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Anexo 2 — Laudo de Conformidade do Produto (LCP) Bioset.

[Pr———————————— —

Laudo de Conformidade do Produto Lce

Declaracio

Vim;umm&ﬁm.«mmmkqmﬂwmmuda-ueo

processo de fabricagho, que o sparciho: 5.1070 - SONACEL Expert 3,0MHz . n* séric: |
0403001, esta em conformidade com os parmetros exigidos pela morma NBR 1EC 60601-1. Em
especial, 0 aparclbo possui uma Arca Efctiva de Radiagio (ERA) de 0,5¢m? do cabegote.

Scguc abaixo a relaglo de testes exigidos por nooma:

- Funcionamento do aparciho,

- Alerramento de prosecio;

- Corremte de fuga ¢ correntes auxiliares através do paciente

- Rigidez dickitrica

Informamos também que o aparetho foi calibrado, utilizando-se dispositivos de medicio |
balanca Ultrasound Power Meter - Model UPM-DT 10, devidamente calibrados ¢ mstreados.

Sem mais para 0 momento, subscrevemo-nos. \




Anexos 96

Anexo 3 — Tabela de calibracao do equipamento de US Bioset.

= BIOSET

RIO CLARO. 13 DE JUNHO DE 2007
Fabela de calibragdo de cabegote reduzido tpo cone com didmetro de 0.8 cm
A =2r 3H703)7 314016 0.5cm’

ERA 0.5¢m’
—_— —n——.__"m Hllu
ERA | Cabegote
intens(Wicn) | 35Wien | 0.5Wienv?
T 040 035 0.10
020 0.70 020
030 1,05 030
040 140 040
0,50 175 050
050 2.10 060
0,70 245 0.70
0,80 280 0.80
0,90 315 0.90
1,00 3.50 100 |
1,10 385 110 |
120 420 120
1,30 455 1,30
140 490 1,40
1,50 525 150
180 560 160
170 595 1,70
180 630 180
190 665 1.90
200 | 700 | 200

Lisvaldo Barros
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