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Resumo: A radiacio ultrassdnica é um recurso fisioterapéutico utilizado para acele-
rar a reorganizagio de um tecido que tenha sofrido algum tipo de dano. O propésito
deste estudo foi verificar o comportamento da permeabilidade em ovos de codorna
(Nothura maculosa) sob a aplicagdo do ultrassom (US) subaquatico em solugdo de azul
de metileno (AM). O estudo foi composto por 3 grupos: (A) controle com 2 ovos;
(B) irradiado com US e, posteriormente, aberto para controle fotografico e histogra-
fico com 3 ovos; e (C), também com 3 ovos, irradiado com US e somente aberto
ap0s 24 horas. A passagem do AM obteve seu transporte potencializado, atingindo,

assim, o objetivo proposto por este estudo. Os ovos que passaram pela irradiagio de

Recebido em 09/06/2010 - Aceito em 12/12/2010.
RECEN Guarapuava, Parani v. 12 n°2 p. 231-245 jul/dez 2010




Revista Ciéncias Exatas e Naturais, Vol.12 , n°® 2, Jul/Dez 2010

US tiveram picos de pixels maiores nas faixas que compreendem o azul, ja o grupo
controle teve seu pico nas faixas de pixels relacionadas proximas a cor preta. A placa
VIII (grupo C), que foi irradiada por US e mantida no AM por 24 horas, teve seu
pico na faixa 128 com 1728 pixels, sendo o mais proximo da faixa de pico do histo-
grama do copo de AM (faixa nlimero 187 com 2265 pixels). Conclui-se que o ovo de
codorna banhado por AM apresenta uma coloragio azulada, devido ao aumento da

permeabilidade pela aplica¢io do US.
Palavras-chave: fonoforese; membrana plasmatica.

Abstract: The ultrasonic radiation is a physical therapy used to accelerate the reor-
ganization of the tissue that has suffered some damage. The purpose of this study
was to investigate the behavior of permeability in quail eggs (Nothura maculosa) un-
der the application of ultrasound (U.S.) underwater in a solution of methylene blue
(MB). The study consisted of three groups: (A) control with 2 eggs; (B) irradiated
with U.S. and later opened for photographic and histographic control with 3 eggs;
and (C) also with three eggs, and only spent U.S. opened after 24 hours. The pas-
sage of MB has its transport potentiated, reaching thus the objective proposed by
this study. The eggs that had irradiation of U.S. showed greater pixels peak in bands
that are related the blue color, however, the control group had greater pixels peak in
bands that are related with black color. The plate VIII (group C) that was irradiated
by U.S. and held for 24 hours in MB solution, had its peak in 1728 with 128 pixels,
and the nearest pixels peak band of MB cup histogram (band number 187 with 2265
pixels) . We conclude that the quail egg bathed by MB presents a bluish color due
increased permeability by U.S application.

Key words: phonophoresis; plasma membrane.

1 Introdugio

Ultrassom (US) é uma energia mecanica decorrente de vibragdes acUsticas em

frequéncias superiores a 20 kHz, efetuando séries de compressdes e rarefagcdes do

232



CHINELATO, J.CA. et al

meio elastico em que é propagado, seja solido, liquido ou gasoso [1]. Por este mo-
tivo, € somente transmitido por um meio material e quanto mais denso este meio,
melhor ¢ a sua propagagdo. Portanto, nio é possivel a propagagio de ondas sonoras
no vacuo, diferindo das ondas eletromagnéticas que percorrem qualquer espaco fi-
sico com atenuagio ao longo do tempo [2, 3]. A partir da contribui¢do em 1880, por
Jacques e Pierre Currie descrevendo caracteristicas fisicas de alguns cristais como o
efeito piezelétrico, capaz de produzir o US, o estudo e emprego do mesmo, passou
a obedecer principalmente a fins militares e industriais. Mais tarde, com os avangos
obtidos nestas areas, em 1942, o neurologista Karl Dussik, tentando localizar tumo-
res cerebrais, passou a utilizar o US com fins na area da satide, com o escopo de obter
exames de imagem [4]. No entanto, as propriedades terapéuticas do US, passaram a
ser utilizadas com este proposito a partir de 1950 [5] sendo, atualmente, uma das mo-
dalidades terapéuticas de que dispde o Fisioterapeuta nas areas de pesquisa e pratica
clinica e, conforme descrito na literatura, possibilita tratar diferentes profundidades
teciduais, irradiando sua energia mecanica aos segmentos corporeos que necessitam
deste recurso fisico para obter um estado tecidual normal ou proximo do normal
[5, 6].

Nesse sentido, ao tratar de variagSes de profundidade tecidual a serem almejadas,
o cerne da abordagem terapéutica com US concentra-se na frequéncia que o trans-
dutor possui, determinando, assim, a profundidade alcangada nos tecidos que serdo
irradiados [7]. De acordo com esta proposi¢do, os aparelhos utilizados na fisioterapia
ressonam em torno de uma frequéncia de 1-3 MHz, assim, a variagdo da profundidade
irradiada nos tecidos é inversamente proporcional a sua frequéncia. Por esta razio,
quando utilizada a frequéncia de 3 MHz, a efetividade terapéutica se retera aos teci-
dos mais superficiais, pois, para as ondas sonoras atravessarem os tecidos, a agitagio
molecular sera maior, aumentando a sua absor¢do e, consequentemente, a atenua-
¢do [8-11]. Por outro lado, com o objetivo de alcangar tecidos mais profundos, é
indicada a frequéncia de 1 MHz, por oferecer ajuste entre a penetragio profunda e

aquecimento mais adequado, em virtude de sua frequéncia utilizada ser inferior.
q t dequado, tude d freq

Outro ponto de valia ¢ 0 modo em que o US ¢é utilizado, podendo ser aplicado no

’ ’ . , .
modo continuo ou pulsado. No modo continuo, buscam-se os efeitos térmicos que
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ocorrem por meio do atrito intermolecular e agitagdo do meio eletrolitico dos liqui-
dos intersticiais que recebem a radiagdo do US, ocorrendo, desta forma, aumento da
temperatura local . J4, no modo pulsado, o efeito térmico ¢ minimizado e os efeitos
ndo térmicos sio os mais importantes. Um destes eventos descritos como nio tér-
mico é chamado de cavitagdo [12]. A cavitagido ocorre na formagio de bolhas gasosas
que se comprimem durante os picos de alta pressdo e expandem-se nos momentos
de baixa pressdo. Isso levara a outro efeito nio térmico, descrito como microcor-
rente [13]. O efeito cavitacional ird gerar um movimento localizado e unidirecional
de liquidos formando uma microcorrenteza acustica, sendo este evento, mais nota-
vel proximo as membranas e organelas celulares [12]. Em virtude deste efeito, ha a
tendéncia de ocorrerem alteragdes na membrana celular, como o aumento da perme-
abilidade da membrana e das taxas de difusdo através da mesma. Decorrente deste
estimulo, o transito de calcio, potassio e de outros ions e metabolitos estaria facili-
tado para dentro e fora da célula. Os (1) efeitos térmicos e os (2) efeitos ndo térmicos,
tendem a ser rotineiramente rotulados na literatura como eventos isolados [14, 15].
Estes dois mecanismos ocorrem simultaneamente e nio isoladamente, pois, na ra-
diagio do US continuo, o aumento da temperatura sempre sera acompanhado dos
efeitos ndo térmicos. Em adi¢do, a radiagdo pulsada reduz os efeitos térmicos propor-
cionalmente ao seu ciclo de trabalho pulsado, mas nio elimina o aquecimento por

completo.

A fonoforese ou sonoforese se caracteriza pelo aumento da permeabilidade da
membrana celular em aplicages transcutaneas de farmacos proporcionada pela apli-
cagdo do US. A fonoforese, devido seus efeitos nio térmicos, € uma pratica frequente
para tratar tecidos lesionados [13, 16], facilitando o transporte de drogas através da
pele [17-19].

Por meio da revisio da literatura realizada, em nivel nacional nio foram encon-
trados estudos similares, o que justifica a realizagio do experimento. Doravante,
varios estudos analisam os efeitos do US na fonoforese; contudo, modelos de estudo

em tecido animal sio escassos.

Dessa forma, o objetivo deste estudo € verificar a variagio de transporte de azul

de metileno (AM) em um modelo experimental de ovos de codorna (Nothura macu-
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losa), por meio da analise de imagem, utilizando histograma como ferramenta, com

aplicagdo subaquatica de US no modo continuo.

2 Materiais e métodos

Para realizar os experimentos, foram utilizados oito ovos de codorna, da raga
Nothura maculosa, (figura 1), banhados com acido acético e colocados em uma cuba
com um litro de 4cido e deixados na solugdo por 24 h. Apods este periodo, foram
lavados em 4gua corrente e acondicionados em solugio isotdnica. A substancia, cons-
tituida por um litro de agua deionizada e 9 g de NaCl, juntamente com os ovos, foi
acondicionada em ambiente refrigerado a 6°C. A opgio pelos ovos de codorna de-
correu do seu tamanho e facilidade em dissolver a casca de célcio presente. Os ovos
de galinha apresentam um tamanho maior dificultando o manuseio, assim como pro-

longa o tempo para dissolver o envoltdrio de calcio.

Figura 1. Ovos descascados em copos de Becker. Lavados e manipulados em temperatura
ambiente.

Os oito ovos foram divididos em trés grupos (A, B e C). O grupo controle (A)
continha dois ovos nos copos de Becker I e II. O grupo (B) continha trés ovos nos
copos de Becker III, IV e V, onde seriam irradiados US e, posteriormente, abertos
para controle fotografico e histografico. O grupo (C), também com trés ovos nos
copos de Becker VI, VII e VIII, onde seriam irradiados US, com abertura apés 24 h.
O:s oito ovos foram imersos, simultaneamente, em solugio isotonica corada com 1%

de AM em copos de Becker com 80 ml. O procedimento de abertura foi efetuado
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sobre a placa de Petry com o uso de Bisturi, sendo a membrana descartada, focando
os resultados apenas na coloragio da clara e da gema.

O ovo I (grupo A) foi imediatamente aberto, sendo seu contetido cuidadosamente
inserido em uma placa de Petry e fotografado por uma camera digital, com modo
macro em 5 Mpx de resolugio e lente Carl Zeiss Optics Tessar 2,8/5,6. A distancia
para aquisi¢io da imagem foi 30 cm. Este grupo foi utilizado como controle para o
grupo B (III, IV e V). Imediatamente, foram abertos os trés ovos do grupo B (II, IV e
V), sendo seus contetidos despejados em copos de Becker e fotografados. Selecionou-
se, para analise, apenas a Placa de Petry, que foi enumerada com o mesmo algarismo
do copo de Becker, com a imagem que obteve o melhor resultado visual quando
comparada ao grupo controle. Vinte e quatro horas ap0s a irradiagdo do grupo C
(copos VI, VII e VIII), os ovos foram abertos juntamente com o copo de Becker II
(grupo controle) e despejados em placa de Petry sendo, posteriormente, fotografados.
Para o grupo C, adotou-se 0 mesmo procedimento de selecdo da placa com o melhor

resultado (quando comparado ao grupo controle).

Figura 2. Aplicacio do US estaciondrio subaguatico. Copo de Becker contendo azul de
metileno.

Para a aplicagdo do US, foi adotado o equipamento Prosenve 977 Full, da marca
Quark, com cabegote de 1 MHz, no modo de aplicagdo continuo, sem amplificagio e
dose de 1,84 W/cm?2. O modo de aplicagio foi o estacionario diretamente na solugio
isotonica corada com AM, dentro do copo de Becker, que continha o ovo, como
mostra a figura 2. Para analise das imagens, foi utilizada a técnica de histograma,

que divide a intensidade da cor selecionada em faixas distintas. O histograma era
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processado para o canal azul com 181440 pixels de imagem com 256 faixas, do mais
escuro (0) até o mais claro (255). A analise do histograma foi obtida por meio do
programa Corel ® PHOTO-PAINT versio 11.6 onde se registrou a faixa de azul de

maior valor.

3 Resultados

Como a analise de imagem baseou-se em histograma para as faixas de intensidade
da cor azul devido ao corante AM, fez-se inicialmente um histograma da solugdo
AM como mostra a figura 3, onde a faixa maior foi a de 187 com 2265 pixels. O
histograma do AM foi utilizado para uma comparagio com as amostras que passaram

pela aplicagdo de US e com o grupo controle.

s 00 |
Faixa Individual
Inicio: 187 Fim: 187 Nivel: 187
Meio: 187.00 Desv. padrdo; 0.00 Pixels: 2265
Média: 187 Porcentagem: | 1.82 Aparagem
Pixels: 2265

Porcentagem: |5

Canat  |Canal azul ~| v Automaticamente

Figura 3. Imagem e histograma do azul de metileno para comparacio com amostras. No
canto esquerdo a imagem em foto, no canto direito o histograma da imagem para a cor
azul. Linha branca no histograma indica sua faixa platé (faixa com maior niimero de
pixels).

Com relagio aos resultados, pode-se salientar que no grupo B (placas de Petry
I, IV e V), a placa que evidenciou o melhor resultado foi a placa III. O grupo B foi
irradiado com 3 min de US continuo a 1,84 W/cm?. A diferenga do histograma em
comparagio ao copo de Becker I (controle) foi minima como mostram as figuras 4 e
5. O grupo I no histograma obteve seu plato na faixa 135 com 1146 pixels, ja o grupo

III teve seu platd na faixa 2 com 1533 pixels.
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5 T

|
Faixa Individual
Inicio: 135 Fim: 135 Nivel: 135
Meio: [ 13500 Desv. padido: [ 0.00 Piels: 1146
Média | 135 Porcentagem: | 1.71 Aparagem
Pixels: 1146 Porcentagent 5~

Canal |Cmd azul A | ¥ Automaticamente

Figura 4. Imagem e histograma da placa I referente ao grupo controle. No canto esquerdo,
a imagem em foto, no canto direito, o histograma da imagem para a cor azul. Linha
branca no histograma indica sua faixa platé (faixa com maior niimero de pixels).

s 0
Individual
2 i [ 2 Nivet | 2
200 Desv. padido: | 0.00 Pivels: | 1533
[ 2 Porcentagem: | 2.30 Aparagem
1533

Porcentagem: 5 :

ICanaI azul v I v dutomaticamente

Figura 5. Imagem e histograma da placa III, ovo aberto imediatamente apds aplicacio
do US. No canto esquerdo, a imagem em foto, no canto direito, o histograma da imagem
para a cor azul. Linha branca no histograma indica sua faixa platé (faixa com maior
nitmero de pixels).

O grupo C (placas de Petry VI, VII e VIII) obteve a melhor imagem na placa VIIL
O grupo C foi irradiado com 3 min de US continuo a 1,84 W /cm?, sendo aberto 24
h apos a irradiagio. A Placa I do grupo A, apenas permaneceu na solugdo por 24 h,
sem nenhum tipo de irradiagio (figura 6).

No histograma do grupo controle II, como mostra a figura 6, teve seu pico na
faixa 111 com 1728 pixels. A figura 7 mostra que o grupo VIII teve seu platd na faixa

128 com 1775 pixels. Todos os valores dos histogramas analisados sdo mostrados na
tabela 1.
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Faixa Individual

Inicio: 1 [ M Nivel | m
Meio: [111.00 Desv.padi3o:| 000  Piels [ 1728
Média M1 Porcentagem: | 144 Aparagem
Pixels: 1728 Porcentagem: e

Canat  |Canal azul v| v Automaticaments

Figura 6. Imagem e histograma do grupo controle (placa II). No canto esquerdo, a imagem
em foto, no canto direito, o histograma da imagem para a cor azul. Linha branca no
histograma indica sua faixa platé (faixa com maior niimero de pixels).

Faita Individual
Inicio: [ 128 Fim | 128 Mivet | 128
Meio: | 12800 Desv.padidio:| 000  Piels [ 1775

Média:
Pixels:

128 Porcentagem: | 2.37

Aparagem
1775

Porcentagem: 5 ==
Canal | Canal seul ~| v Automaticamente

Figura 7. Imagem e histograma da placa VIII, ovo aberto 24 horas apds aplicagio do US.
No canto esquerdo, a imagem em foto, no canto direito, o histograma da imagem para a
cor azul. Linha branca no histograma indica sua faixa platé (faixa com maior niimero

de pixels).

Tabela 1. Faixas plato para cada amostra avaliada com respectivo valor em pixels.

Imagem Faixa platd Pixels da faixa platd
Azul de metileno (figura 3) 187 2265
Placa I - Controle (figura 4) 135 1146
Placa III - Experimental (figura 5) 2 1533
PlacaII - Controle (figura 6) 111 1728
Placa VIII - Experimental (figura 7) 128 1775

4 Discussao

Como a concentragio de AM neste estudo é maior no ambiente externo do ovo

do que seu meio intracelular, a sua difusdo ocorreria de uma maneira espontanea
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em ambos os grupos do estudo [20]. Em fungio disso, as trocas entre 0 meio extra
para o meio intracelular, quando favoravel a diferenga do gradiente de concentragio
¢ denominado transporte passivo [20]. A passagem do AM com a irradiagdo do
US, teve seu transporte potencializado alcangando, assim, o objetivo proposto neste
estudo. O grupo que teve maior concentragdo de AM através da aplicagio do US
(placa VIII), pode ser justificado pela pesquisa de Willians (1983), onde, devido aos
efeitos ndo térmicos, havera a tendéncia de ocorrer alteragdes na membrana celular
como aumento da permeabilidade. Decorrente deste estimulo, o transito de calcio,
potassio e de outros ions e metabdlitos estaria facilitado para dentro e fora da célula
[20, 21].

De acordo com Kitchen e Bazin [22], a radiagio do US facilita o transporte de
substancias na membrana celular. Com o objetivo de facilitar o transporte de medica-
mentos para o meio intracelular, busca-se o uso de fairmacos aplicados sobre a pele si-
multaneamente a aplicagio do US. O mecanismo de aumento da permeabilidade por
intermédio da fonoforese necessita atravessar barreiras como tecido adiposo, conjun-
tivo, muscular, cartilaginoso, mesmo assim, a aplicabilidade dessa técnica é de grande
valia no tratamento. Na fisioterapia, a pratica da fonoforese com antiinflamatorios
nio esteroides (AINEs) passou a ser rotineiro para tratar tecidos inflamados. Estudos
fisiologicos e farmacoldgicos tém demonstrado que a hiperalgesia [20] em animais
pode ser eliminada tratando com algumas drogas, incluindo opidides e AINEs [23-
26].

Em um estudo de Hsieh [27], foi investigada a agio do US com a técnica de fo-
noforese em ratos com artrite cronica através de modulagdo espinhal da expressio
da enzima de 6Oxido nitrico-sintase induzida. Foi observado que o uso periférico da
técnica de fonoforese com AINEs ofereceu uma pequena vantagem nos mecanismos
centrais de nocicep¢do em relagdo a administragdo do US isento de farmacos. Por ou-
tro lado, Alfredo et al. [28] em um estudo experimental, aplicaram US com Arnica
Montana em musculo esquelético de ratos e compararam com um grupo controle
no qual foi apenas aplicado o US. Nesse trabalho, foram constatadas poucas dife-
rengas entre os grupos e concluiram a ineficicia da fonoforese com Arnica Montana

na diminui¢do do processo inflamatorio comparando-se ao grupo controle. Os dois
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trabalhos aplicaram métodos similares, mas com resultados contraditérios (um posi-
tivo e outro negativo) em relagdo ao uso do US para aumento da permeabilidade da
membrana.

Ng e Wong [29] documentaram o efeito da fonoforese administrando Panax No-
toginseng no processo de reparo de ligamento de ratazana. O grupo que recebeu
a fonoterapia obteve resultados mais satisfatorios para melhorar a resisténcia do re-
paro do ligamento testado, comparado ao grupo que recebeu apenas a radiagdo do
US. Silveira et al. [30] investigaram a a¢io da fonoterapia com gel dimetil sulféxido
em musculos traumatizados apos trauma mecanico. Relataram redugio da lesio mus-
cular e do estresse oxidativo do grupo que utilizou US com o farmaco, superior ao
grupo controle no qual foi submetido apenas ao US. Esses trabalhos demonstram
que a aplicagdo do farmaco teve sua penetragio tecidual aumentada devido a interfe-
réncia do US, aumentando a permeabilidade da membrana e consequente absor¢io

do fAirmaco.

5 Conclusdes

A radiagio ultrassonica, aplicada neste estudo a um modelo experimental in vi-
tro, produziu aumento da permeabilidade do ovo de codorna (Nothura maculosa),
conforme hipétese levantada nesta pesquisa. Por se tratar de um estudo utilizando
células macroscdpicas com resultados quantitativos, evidenciou-se a diferenga histo-
grafica do grupo controle em relagio ao grupo que sofreu a aplicagio do US. Os gru-
pos experimentais apresentaram um valor de pixels elevado com uma faixa de pico
proxima ao histograma de referéncia do AM. Como perspectiva de estudos futuros,
preconiza-se uma refinada analise histologica, além de estudos iz vivo, visando averi-
guar as alteragBes da permeabilidade da membrana celular. Dessa maneira, vislumbra-
se que serdo aproximados os resultados laboratoriais com os dados deste artigo e,

consequentemente, com a realidade da pratica clinica.
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