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Resumo: A radiação ultrassônica é um recurso fisioterapêutico utilizado para acele-

rar a reorganização de um tecido que tenha sofrido algum tipo de dano. O propósito

deste estudo foi verificar o comportamento da permeabilidade em ovos de codorna

(Nothura maculosa) sob a aplicação do ultrassom (US) subaquático em solução 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 fotográfico e histográ-

fico com 3 ovos; e (C), também com 3 ovos, irradiado com US e somente aberto

após 24 horas. A passagem do AM obteve seu transporte potencializado, atingindo,

assim, o objetivo proposto por este estudo. Os ovos que passaram pela irradiação de
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US tiveram picos de pixels maiores nas faixas que compreendem o azul, já o grupo

controle teve seu pico nas faixas de pixels relacionadas próximas à 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 próximo da faixa de pico do histo-

grama do copo de AM (faixa número 187 com 2265 pixels). Conclui-se que o ovo de

codorna banhado por AM apresenta uma coloração azulada, devido ao aumento da

permeabilidade pela aplicação do US.

Palavras-chave: fonoforese; membrana plasmática.

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 Introdução

Ultrassom (US) é uma energia mecânica decorrente de vibrações acústicas em

frequências superiores a 20 kHz, efetuando séries de compressões e rarefações do
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meio elástico em que é propagado, seja sólido, líquido ou gasoso [1]. Por este mo-

tivo, é somente transmitido por um meio material e quanto mais denso este meio,

melhor é a sua propagação. Portanto, não é possível a propagação de ondas sonoras

no vácuo, diferindo das ondas eletromagnéticas que percorrem qualquer espaço fí-

sico com atenuação ao longo do tempo [2, 3]. A partir da contribuição em 1880, por

Jacques e Pierre Currie descrevendo características físicas 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 avanços

obtidos nestas áreas, em 1942, o neurologista Karl Dussik, tentando localizar tumo-

res cerebrais, passou a utilizar o US com fins na área da saúde, com o escopo de obter

exames de imagem [4]. No entanto, as propriedades terapêuticas do US, passaram a

ser utilizadas com este propósito a partir de 1950 [5] sendo, atualmente, uma das mo-

dalidades terapêuticas de que dispõe o Fisioterapeuta nas áreas de pesquisa e prática

clínica e, conforme descrito na literatura, possibilita tratar diferentes profundidades

teciduais, irradiando sua energia mecânica aos segmentos corpóreos que necessitam

deste recurso físico para obter um estado tecidual normal ou próximo do normal

[5, 6].

Nesse sentido, ao tratar de variações de profundidade tecidual a serem almejadas,

o cerne da abordagem terapêutica com US concentra-se na frequência que o trans-

dutor possui, determinando, assim, a profundidade alcançada nos tecidos que serão

irradiados [7]. De acordo com esta proposição, os aparelhos utilizados na fisioterapia

ressonam em torno de uma frequência de 1-3 MHz, assim, a variação da profundidade

irradiada nos tecidos é inversamente proporcional à sua frequência. Por esta razão,

quando utilizada a frequência de 3 MHz, a efetividade terapêutica se reterá aos teci-

dos mais superficiais, pois, para as ondas sonoras atravessarem os tecidos, a agitação

molecular será maior, aumentando a sua absorção e, consequentemente, a atenua-

ção [8–11]. Por outro lado, com o objetivo de alcançar tecidos mais profundos, é

indicada a frequência de 1 MHz, por oferecer ajuste entre a penetração profunda e

aquecimento mais adequado, em virtude de sua frequência utilizada ser inferior.

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

modo contínuo ou pulsado. No modo contínuo, buscam-se os efeitos térmicos que
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ocorrem por meio do atrito intermolecular e agitação do meio eletrolítico dos líqui-

dos intersticiais que recebem a radiação do US, ocorrendo, desta forma, aumento da

temperatura local . Já, no modo pulsado, o efeito térmico é minimizado e os efeitos

não térmicos são os mais importantes. Um destes eventos descritos como não tér-

mico é chamado de cavitação [12]. A cavitação ocorre na formação de bolhas gasosas

que se comprimem durante os picos de alta pressão e expandem-se nos momentos

de baixa pressão. Isso levará a outro efeito não térmico, descrito como microcor-

rente [13]. O efeito cavitacional irá gerar um movimento localizado e unidirecional

de líquidos formando uma microcorrenteza acústica, sendo este evento, mais notá-

vel próximo às membranas e organelas celulares [12]. Em virtude deste efeito, há a

tendência de ocorrerem alterações na membrana celular, como o aumento da perme-

abilidade da membrana e das taxas de difusão através da mesma. Decorrente deste

estímulo, o transito de cálcio, potássio e de outros íons e metabólitos estaria facili-

tado para dentro e fora da célula. Os (1) efeitos térmicos e os (2) efeitos não térmicos,

tendem a ser rotineiramente rotulados na literatura como eventos isolados [14, 15].

Estes dois mecanismos ocorrem simultaneamente e não isoladamente, pois, na ra-

diação do US contínuo, o aumento da temperatura sempre será acompanhado dos

efeitos não térmicos. Em adição, a radiação pulsada reduz os efeitos térmicos propor-

cionalmente ao seu ciclo de trabalho pulsado, mas não elimina o aquecimento por

completo.

A fonoforese ou sonoforese se caracteriza pelo aumento da permeabilidade da

membrana celular em aplicações transcutâneas de fármacos proporcionada pela apli-

cação do US. A fonoforese, devido seus efeitos não térmicos, é uma prática frequente

para tratar tecidos lesionados [13, 16], facilitando o transporte de drogas através da

pele [17–19].

Por meio da revisão da literatura realizada, em nível nacional não foram encon-

trados estudos similares, o que justifica a realização do experimento. Doravante,

vários estudos analisam os efeitos do US na fonoforese; contudo, modelos de estudo

em tecido animal são escassos.

Dessa forma, o objetivo deste estudo é verificar a variação 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 análise de imagem, utilizando histograma como ferramenta, com

aplicação subaquática de US no modo contínuo.

2 Materiais e métodos

Para realizar os experimentos, foram utilizados oito ovos de codorna, da raça

Nothura maculosa, (figura 1), banhados com ácido acético e colocados em uma cuba

com um litro de ácido e deixados na solução por 24 h. Após este período, foram

lavados em água corrente e acondicionados em solução isotônica. A substância, cons-

tituída por um litro de água deionizada e 9 g de NaCl, juntamente com os ovos, foi

acondicionada em ambiente refrigerado a 6oC. A opção pelos ovos de codorna de-

correu do seu tamanho e facilidade em dissolver a casca de cálcio presente. Os ovos

de galinha apresentam um tamanho maior dificultando o manuseio, assim como pro-

longa o tempo para dissolver o envoltório de cálcio.

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

Os oito ovos foram divididos em três grupos (A, B e C). O grupo controle (A)

continha dois ovos nos copos de Becker I e II. O grupo (B) continha três ovos nos

copos de Becker III, IV e V, onde seriam irradiados US e, posteriormente, abertos

para controle fotográfico e histográfico. O grupo (C), também com três ovos nos

copos de Becker VI, VII e VIII, onde seriam irradiados US, com abertura após 24 h.

Os oito ovos foram imersos, simultaneamente, em solução isotônica 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 coloração da clara e da gema.

O ovo I (grupo A) foi imediatamente aberto, sendo seu conteúdo cuidadosamente

inserido em uma placa de Petry e fotografado por uma câmera digital, com modo

macro em 5 Mpx de resolução e lente Carl Zeiss Optics Tessar 2,8/5,6. A distância

para aquisição da imagem foi 30 cm. Este grupo foi utilizado como controle para o

grupo B (III, IV e V). Imediatamente, foram abertos os três ovos do grupo B (III, IV e

V), sendo seus conteúdos despejados em copos de Becker e fotografados. Selecionou-

se, para análise, 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 após a irradiação 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 o mesmo procedimento de seleção da placa com o melhor

resultado (quando comparado ao grupo controle).

Figura 2. Aplicação do US estacionário subaquático. Copo de Becker contendo azul de
metileno.

Para a aplicação do US, foi adotado o equipamento Prosenve 977 Full, da marca

Quark, com cabeçote de 1 MHz, no modo de aplicação contínuo, sem amplificação e

dose de 1,84 W/c m2. O modo de aplicação foi o estacionário diretamente na solução

isotônica corada com AM, dentro do copo de Becker, que continha o ovo, como

mostra a figura 2. Para análise 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 análise do histograma foi obtida por meio do

programa Corel R© PHOTO-PAINT versão 11.6 onde se registrou a faixa de azul de

maior valor.

3 Resultados

Como a análise de imagem baseou-se em histograma para as faixas de intensidade

da cor azul devido ao corante AM, fez-se inicialmente um histograma da solução

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 comparação com as amostras que passaram

pela aplicação de US e com o grupo controle.

Figura 3. Imagem e histograma do azul de metileno para comparação 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 platô (faixa com maior número de
pixels).

Com relação aos resultados, pode-se salientar que no grupo B (placas de Petry

III, IV e V), a placa que evidenciou o melhor resultado foi a placa III. O grupo B foi

irradiado com 3 min de US contínuo a 1,84 W/c m2. A diferença do histograma em

comparação ao copo de Becker I (controle) foi mínima como mostram as figuras 4 e

5. O grupo I no histograma obteve seu platô na faixa 135 com 1146 pixels, já o grupo

III teve seu platô na faixa 2 com 1533 pixels.
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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 platô (faixa com maior número de pixels).

Figura 5. Imagem e histograma da placa III, ovo aberto imediatamente após aplicação
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 platô (faixa com maior
número de pixels).

O grupo C (placas de Petry VI, VII e VIII) obteve a melhor imagem na placa VIII.

O grupo C foi irradiado com 3 min de US contínuo a 1,84 W/c m2, sendo aberto 24

h após a irradiação. A Placa II do grupo A, apenas permaneceu na solução por 24 h,

sem nenhum tipo de irradiação (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 platô na faixa

128 com 1775 pixels. Todos os valores dos histogramas analisados são mostrados na

tabela 1.
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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 platô (faixa com maior número de pixels).

Figura 7. Imagem e histograma da placa VIII, ovo aberto 24 horas após aplicação 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 platô (faixa com maior número
de pixels).

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

Imagem Faixa platô Pixels da faixa platô
Azul de metileno (figura 3) 187 2265
Placa I – Controle (figura 4) 135 1146

Placa III – Experimental (figura 5) 2 1533
Placa II – Controle (figura 6) 111 1728

Placa VIII – Experimental (figura 7) 128 1775

4 Discussão

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

do que seu meio intracelular, a sua difusão ocorreria de uma maneira espontânea
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em ambos os grupos do estudo [20]. Em função disso, as trocas entre o meio extra

para o meio intracelular, quando favorável à diferença do gradiente de concentração

é denominado transporte passivo [20]. A passagem do AM com a irradiação do

US, teve seu transporte potencializado alcançando, assim, o objetivo proposto neste

estudo. O grupo que teve maior concentração de AM através da aplicação do US

(placa VIII), pode ser justificado pela pesquisa de Willians (1983), onde, devido aos

efeitos não térmicos, haverá a tendência de ocorrer alterações na membrana celular

como aumento da permeabilidade. Decorrente deste estímulo, o trânsito de cálcio,

potássio e de outros íons e metabólitos estaria facilitado para dentro e fora da célula

[20, 21].

De acordo com Kitchen e Bazin [22], a radiação do US facilita o transporte de

substâncias na membrana celular. Com o objetivo de facilitar o transporte de medica-

mentos para o meio intracelular, busca-se o uso de fármacos aplicados sobre a pele si-

multaneamente à aplicação 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 prática da fonoforese com antiinflamatórios

não esteróides (AINEs) passou a ser rotineiro para tratar tecidos inflamados. Estudos

fisiológicos e farmacológicos têm demonstrado que a hiperalgesia [20] em animais

pode ser eliminada tratando com algumas drogas, incluindo opióides e AINEs [23–

26].

Em um estudo de Hsieh [27], foi investigada a ação do US com a técnica de fo-

noforese em ratos com artrite crônica através de modulação espinhal da expressão

da enzima de óxido nítrico-sintase induzida. Foi observado que o uso periférico da

técnica de fonoforese com AINEs ofereceu uma pequena vantagem nos mecanismos

centrais de nocicepção em relação à administração do US isento de fármacos. Por ou-

tro lado, Alfredo et al. [28] em um estudo experimental, aplicaram US com Arnica

Montana em músculo esquelético de ratos e compararam com um grupo controle

no qual foi apenas aplicado o US. Nesse trabalho, foram constatadas poucas dife-

renças entre os grupos e concluíram a ineficácia da fonoforese com Arnica Montana

na diminuição do processo inflamatório comparando-se ao grupo controle. Os dois
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trabalhos aplicaram métodos similares, mas com resultados contraditórios (um posi-

tivo e outro negativo) em relação 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 satisfatórios para melhorar a resistência do re-

paro do ligamento testado, comparado ao grupo que recebeu apenas a radiação do

US. Silveira et al. [30] investigaram a ação da fonoterapia com gel dimetil sulfóxido

em músculos traumatizados após trauma mecânico. Relataram redução da lesão mus-

cular e do estresse oxidativo do grupo que utilizou US com o fármaco, superior ao

grupo controle no qual foi submetido apenas ao US. Esses trabalhos demonstram

que a aplicação do fármaco teve sua penetração tecidual aumentada devido à interfe-

rência do US, aumentando a permeabilidade da membrana e consequente absorção

do fármaco.

5 Conclusões

A radiação ultrassônica, aplicada neste estudo a um modelo experimental in vi-

tro, produziu aumento da permeabilidade do ovo de codorna (Nothura maculosa),

conforme hipótese levantada nesta pesquisa. Por se tratar de um estudo utilizando

células macroscópicas com resultados quantitativos, evidenciou-se a diferença histo-

gráfica do grupo controle em relação ao grupo que sofreu a aplicação do US. Os gru-

pos experimentais apresentaram um valor de pixels elevado com uma faixa de pico

próxima ao histograma de referência do AM. Como perspectiva de estudos futuros,

preconiza-se uma refinada análise histológica, além de estudos in vivo, visando averi-

guar as alterações da permeabilidade da membrana celular. Dessa maneira, vislumbra-

se que serão aproximados os resultados laboratoriais com os dados deste artigo e,

consequentemente, com a realidade da prática clínica.
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