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RESUMO

O ultra-som terapéutico tem amplo uso em diversas disfuncdes estéticas, cujo
tratamento € procurado por mulheres jovens que podem se expor a irradiagdo em
periodo precoce de gestacdo. Estudos sobre o efeito do ultra-som terapéutico na
gestacdo sao antigos, apresentam resultados controversos, foram realizados com
metodologia nem sempre compativel com a clinica, com métodos e técnicas diversas,
nenhuma reproduzida em dois trabalhos semelhantes e poucos envolveram as fases
precoces de gestacdo. Os efeitos do ultra-som devem-se ao aumento da
permeabilidade por vasodilatacdo, alteracdo de difusdo de ions, modificagcdo da
posicdo de particulas intra e extracelular e altera¢cdes da configuracdo normal da
célula, as quais podem acarretar alteracdo na sua atividade. Durante a fase precoce
do desenvolvimento embrionario as células dependem de sintese protéica e de
diversas sinaliza¢gBes processadas através de canais de sodio e potéssio. Além disso,
microtdbulos e microfilamentos sdo extremamente importantes na morfogénese.
Portanto, a exposi¢do ao ultra-som poderia acarretar lesées no concepto. No presente
estudo, avalia-se o efeito da exposi¢do de ratas, no inicio da prenhez, ao ultra-som
terapéutico por ondas pulsadas e ondas continuas. A metodologia consistiu em utilizar
ratas em dois periodos: pré-implantacdo (grupos Al, A2 e A3) e implantacdo (grupos
B1l, B2 e B3). Os animais foram sedados e expostos ao ultra-som terapéutico de
freqiéncia 3 MHz e intensidade de 0,6 W/cm2 (SATA), por 5min. Os grupos Al e B1
receberam ondas pulsadas; os grupos A2 e B2, ondas continuas e os grupos A3 e B3
ultra-som simulado. As ratas foram eutanasiadas no 20° dia pds-inseminagdo. No
sangue coletado procedeu-se a analise do hematdécrito, da hemoglobina, dos
leucocitos  totais, do aspartato aminotransferase (AST/TGO), da alanina
aminotransferase (ALT/TGP), do colesterol, dos triglicérides e da creatinina.
Posteriormente, os animais foram submetidos a autopsia para identificacdo de lesbes
de 6rgdos internos, remoc¢do e pesagem de figado, rins e ovarios. Foram contados os
fetos vivos, malformados, mortos e reabsorvidos; seus cérebros, pulmdes, figados,
rins e placentas foram pesados. Os dados obtidos foram analisados por ANOVA - uma
via - seguida de teste de Dunnett. Dados ndo paramétricos foram submetidos aos
testes do Qui quadrado ou Kruskall Walis. A hipétese nula foi rejeitada quando p<
0,05. Nas mées nao foram observadas alteracdes de peso corporal e de 6rgaos, nem
da capacidade reprodutiva. Nos fetos o peso relativo do coracao, figado, pulméo e dos
rins aumentou no grupo A2; no grupo B2 o coracdo e o cérebro tiveram seu peso
aumentado, e o peso da placenta diminuiu no grupo B1. Em conclusdo, no modelo
experimental usado, ndo foram observados efeitos toxicos do ultra-som sobre o
organismo materno, exceto pelo aumento dos triglicerideos. O ultra-som pulsado no
periodo de pré-implantacdo ndo alterou os fetos, mas as ondas continuas induziram
aumento do peso relativo do coragdo, figado, dos pulmdes e rins. No periodo de
implantacdo, o ultra-som pulsado causou diminuicdo do peso da placenta, e as ondas
continuas acarretaram aumento do peso absoluto do cérebro e do coracgéo fetais.

Palavras-chaves: Ultra-som terapéutico; Gestacao; Efeitos teratogénicos.
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ABSTRACT

Therapeutic ultrasound is widely used in different aesthetic treatment by young
women, who can be irradiated during early gestation. Researches regarding the effects
of therapeutic ultrasound on gestation present controversial results. Methodologies
incompatible with clinical aspects are used and different methods and technics were
employed. However none of them were reproduced in two similar works and only a few
observed the early gestation, period when pregnancy is commonly unnoticed. The
ultrasound causes increased cell membrane permeability, alterations in ionic diffusion,
vasodilation; modifies the intra and extracellular particles position and alter the normal
configuration of cells, leading to functional alterations. During early embryo
development, cells depend upon protein synthesis and on sinalizations triggered by
sodium and potassium channels. Furthermore the participation of microtubules and
microfilaments on morphogenesis are extremely important. All this indicates the
exposition to ultrasound could cause lesions on the conceptus. In the present work the
effects of therapeutic ultrasound with pulsed and continous waves during early
pregnancy of the rat were assesed. The methodology consisted in rats exposition to
ultrasound in two periods: preimplantion (groups Al, A2 and A3) and implantation
(groups B1, B2 and B3). The animals were sedated and exposed to therapeutic
ultrasound, frequence of 3 MHz, intensity of 0.6 W/cm?® (SATA), during five minutes.
Groups Al and B1 received pulsed waves, groups A2 and B2 received continuous
waves whereas the groups A3 and B3 were sham-exposed. The rats were
euthanatized by an overdose of anesthesic 20 days after insemination. The hematocrit,
hemoglobin, total leukocytes, and the level of aspartate aminotransferases, alanine
transaminase, cholesterol, triglycerides and creatinine were analysed. The dams
underwent authopsy for the identification of lesions in the internal organs and removal
and weghing of the liver, kidneys and ovaries. The number of resorptions, live, dead
and malformed fetuses were counted. The fetal brain, lungs, liver, kidneys and
placentae were weighed. The data were processed using the one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Dunnett's test. Non parametric data were analyse using
the Chi-Square or Kruskal-Wallis tests. The null hyphotesis was reject when p< 0.05.
No alterarions were detected on body and maternal organs’ weights, and reproductive
performance. The relative weights of heart, liver, kidneys and lungs were higher in
group A2. Heart and brain were heavier in group B2, and the weight of placentae
decreased in group B1. In conclusion, in the experimental model used, the ultrasound
showed no toxic effects on the maternal organism, except for the increased triglyceride
levels. The pulsed -wave ultrasound presented no fetal toxic effects on the
preimplantation period, but the continuous waves induced an increase on the relative
weights of heart, liver, kidneys and lungs. During the implantation period, the pulsed-
wave ultrasound caused a decrease in placentae weights, and the continuous waves
induced an increased on the aboslute weights of fetal brain and heart.

Key-words: Therapeutic ultrasound; Pregnancy; Teratogenic
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1. INTRODUCAO

Ultra-som é definido como um conjunto de vibragbes mecanicas,
essencialmente as mesmas das ondas sonoras, mas com uma frequéncia
acima da capacidade de audicdo humana. Na medicina, € utilizado para a
obtencdo de imagens corporais; na area odontoldgica, como instrumento para
remocédo de céries, clareamento dos dentes (BERNARDES et al., 2007) e, na
fisioterapia, na especialidade dermato-funcional para tratamento de reabilitacado
das disfuncdes estéticas, reparo de tecidos lesados, no pré-operatério de
lipocirurgias, na cicatrizacdo de feridas cirargicas e néo cirlrgicas e outras
disfuncdes estéticas (ARAUJO et al., 2003; GUIRRO; GUIRRO, 2004;
ULLMANN; REIS; STEIBEL, 2004; GONCALVES et al., 2005; BORGES,

2006).

Tem aumentado a procura por tratamentos estéticos com a
finalidade de diminuir lipodistrofias geldides, particularmente por mulheres mais
jovens (GUIRRO; GUIRRO, 2004; BORGES, 2006), que, por estarem em plena
fase reprodutiva, correm o risco de serem expostas a irradiacdo por ultra-som
terapéutico na fase precoce da gestacdo (15 primeiros dias).

Quando o concepto é lesado nesta ocasido, de uma maneira geral,
ocorre aborto precoce, que a mulher raramente percebe, exceto por uma
hemorragia vaginal frequentemente confundida com alguma alteracdo da

menstruacao (SCIALLY, 1992).
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Os estudos visando ao efeito do ultra-som sobre a gestagéo, além
de apresentarem resultados controversos, foram realizados com metodologias
diferentes, com intensidade e frequéncias diversas (CHILD et al, 1984;
BARNETT; WALSH; ANGLES, 1990; NORTON et al., 1991; HANDE; DEVI,
1992; VORHESS, 1994; JENSH et al., 1995) de tal forma que embora haja
contra-indicacdo para seu uso durante a gestagdo, nao existem dados
cientificos reproduziveis e suficientes para afirmar ou negar sua contra-

indicacao.

Diante do exposto, no presente projeto, pretende-se avaliar o
desenvolvimento fetal em ratas, expostas, no inicio da prenhez, ao ultra-som

terapéutico por ondas pulsadas e ondas continuas.
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2. HIPOTESE

A exposicdo ao ultra—som (pulso pulsado ou continuo) altera o
desenvolvimento embrionario precoce de ratos e interfere no desenvolvimento

fetal.
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3. OBJETIVOS

3.1 Observar o desenvolvimento dos fetos das ratas expostas, do
primeiro ao quinto dia de prenhez, ao ultra-som terapéutico — ondas pulsadas

ou continuas.

3.2 Observar o desenvolvimento dos fetos das ratas expostas, do
quinto ao sétimo dia de prenhez, ao ultra-som terapéutico — ondas pulsadas ou

continuas.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Ultra-Som:

4.1.1 Generalidades

Ondas mecanicas sdo as que se propagam em meios deformaveis
ou elasticos. Elas surgem de uma vibracdo numa regido de meio elastico, a
gual é transmitida para as particulas adjacentes, que vibram e transferem,
novamente, parte da energia para outra particula, e assim sucessivamente até

o término da energia da onda.

A onda é um transferidor de energia, e as ondas sonoras envolvem o
movimento vibratério de moléculas, de modo que ha uma velocidade
caracteristica de propagacdo da onda para cada meio em particular,
dependendo da relacdo entre a densidade e elasticidade do meio. Esta relagéao
€ denominada impedancia acustica do meio (LOW; REED, 2001).

O ultra-som é produzido por uma corrente alternada que flui através
de cristal pizoelétrico, como quartzo, titanato de bario ou zirconato de chumbo,
alojado em um transdutor. A vibracdo nestes materiais resulta na producéo

mecanica de ondas sonoras de alta frequéncia (STARKEY, 2001).
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Quanto maior a frequéncia com que as ondas ultra-sGnicas sao
emitidas por um dado transdutor, menos o feixe sonoro ira divergir; com isso hi
uma vibracdo maior das moléculas dos tecidos e, por conseguinte, uma maior
absorcéo, pois o feixe estard incidindo em angulo reto com menos refracéo e

reflexdo (BASS; SHIELDS, 1998; ZISKIN; McDJARMID; MICHLOVITZ,1999).

As moléculas de todas as matérias se encontram em movimento
aleatério constante durante a emissdo de ondas sonoras, e quanto maior o
movimento das moléculas maior € a temperatura gerada (LOW; REED, 2001;
STARKEY, 2001). Em geral, a energia percorre um caminho em linha reta.
Entretanto, quando percorre qualguer meio seu trajeto € influenciado pelas
alteracdoes de densidade do meio. A energia que atinge uma interface entre
duas densidades diferentes pode ser refletida, refratada ou absorvida pelo

material, ou pode continuar a atravessar o material ndo sofrendo mudanca.

Reflexao:

A onda pode se refletir completamente, quando toda a energia é
impedida de entrar na proxima camada, ou parcialmente, quando parte da onda
é refletida e outra parte penetra no tecido. Tecidos moles e agua refletem
apenas 0,2 % das ondas emitidas, ou seja, 98,8% da onda penetram nesses

meios (STARKEY, 2001; LOW; REED, 2001; GUIRRO; GUIRRO, 2004).
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Refracao:

Ocorre devido a diferencas na impedancia acustica (resisténcia) dos
meios. Quando a energia deixa uma camada densa e entra em uma menos
densa, sua velocidade aumenta. Se o feixe incide na interface dos meios de
forma ndo normal, o feixe que passa pelo segundo meio nédo continua em linha
reta, pois muda de direcdo na interface por causa das velocidades diferentes

nos dois meios (STARKEY, 2001; LOW; REED, 2001).

Absorgéo:

O ultra-som aumenta o movimento das moléculas causando
vibracdes e colisdes moleculares, o que resulta em calor. Desse modo a
energia cinética é convertida em energia térmica a medida que passa pelo
tecido. A energia diminui exponencialmente com a distancia da fonte, pois uma
proporcéo fixa dela é absorvida a cada unidade de distancia, de modo que a
guantidade restante sera sempre menor que a inicial (LOW; REED, 2001). A
absorcéo de energia sonora é maior nos tecidos com quantidades maiores de

proteina e menor contetdo de dgua (FRIZZEL; DUNN, 1984).

Atenuacgéo:

E proporcional & absor¢do e dependera também da reflexdo e

refracdo das interfaces (LOW; REED, 2001). Quanto mais alta a frequéncia,
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maior € a atenuacdo do feixe quando este passa pelos tecidos moles

(GUIRRO; GUIRRO, 2004).

4.1.2 Ultra-som terapéutico

O ultra-som terapéutico € um movimento ondulatério na forma de
onda mecéanica de alta frequiéncia que transmite energia através da vibracdo de

particulas do meio (TER HAAR, 1987).

Dependendo da frequéncia do ultra-som, a intensidade do feixe
ultra-sbnico pode atingir diferentes profundidades e sofrer maior atenuagéo da
intensidade. A taxa de absorgao e, consequientemente, a atenuagdo aumentam
conforme aumenta a frequéncia do ultra-som, por causa da friccdo das
moléculas que as ondas devem superar para passar para o prOXimo meio,
através dos tecidos (KITCHEN; PARTRIDGE, 1990). Sendo assim, ha menos

energia para penetrar nos tecidos (ZISKIN; McDJARMID; MICHLOVITZ, 1999).

O feixe de 1MHz apresenta maior divergéncia que o de 3 MHz
(ZISKIN; McDJARMID; MICHLOVITZ,1990). Logo, frequéncias maiores
apresentam feixes de ondas com divergéncia menor, levando a uma absorc¢éo
maior pelas camadas mais superficiais do tecido, com penetragdo mais

superficial (TER HAAR, 1987).

O feixe ultra-sbénico de 1MHz atinge profundidade média de 30mm, e
o de 3MHz aproximada de 65mm (Wadsworth; Chanmugan,1980). A

intensidade de frequéncia 1MHz pode ser reduzida a metade em
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aproximadamente 48mm de gordura ou 9mm de mudsculo, ao passo que um
feixe de 3 MHz pode ter a sua intensidade reduzida pela metade em
aproximadamente 16mm de gordura ou 3mm de musculo (MacDiarmid; Burns,

1987).

4.1.3 Efeitos biofisicos do ultra-som

O ultra-som é uma modalidade de onda de penetracdo profunda,
capaz de produzir alteracdes nos tecidos. Na prética clinica do ultra-som
terapéutico ha dois regimes de pulso comumente empregados: o continuo e o
pulsado. Conforme o regime de pulso selecionado, prevalecem mecanismos de

efeitos térmicos ou ndo térmicos (STARKEY, 2001).

As alteragdes fisiologicas dentro dos tecidos, associadas a
aplicacdo do ultra-som, podem ser agrupadas em duas classes, mas h&
sobreposicoes entre elas: efeitos mecanicos (alteracbes dentro dos tecidos,
resultantes do efeito mecénico da energia sonora) e efeitos térmicos
(alteracbes dentro dos tecidos, como um resultado direto da elevacdo da
temperatura do tecido, promovida pelo ultra-som). Estes efeitos ndo sao
restritos a cada pulso selecionado. Os dois tipos de efeitos ocorrem, porém a
proporcao e a amplitude de cada um deles dependem do pulso selecionado e

da intensidade de saida da onda (STARKEY, 2001).

A producdo dos efeitos biofisicos depende da forma como sé&o

emitidas as ondas ultra-sonoras (LOW; REED, 2001). Quanto maior for o ciclo
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de fornecimento, maiores serdo os efeitos térmicos; quanto maior for a

intensidade de saida, maior sera a grandeza dos efeitos.

4.1.4 Efeito mecanico:

Como efeitos mecéanicos do ultra-som terapéutico podemos citar:

a. Ondas estacionarias - resultam da sobreposi¢cao de ondas
refletidas sobre as ondas, incidentes no tecido. Esse efeito pode
levar a lesdo tecidual e € evitado pela movimentagdo continua do

cabecote durante o tratamento (DYSON, 1987).

b. Cavitacdo - consiste na formacdo de pequenas bolhas
gasosas no intersticio, gracas a vibracdo produzida pela energia
ultra-sonora em um meio contendo liquido - sangue ou fluidos dos
tecidos -, quando estimulado acusticamente (FLINT; SUSLICK, 1991;
HALLOW et al., 2006). A cavitacdo engloba formacao, crescimento,
colapso e efeitos fisicos, quimicos e bioldgicos, associados as bolhas
gasosas (FRIZZEL; DUNN, 1984).

Quando a onda sonora é de intensidade moderada, as bolhas de
gas podem permanecer intactas por muitos ciclos e vibram,
produzindo alteragBes reversiveis na permeabilidade da membrana
celular - cavitagcédo estavel (MORTIMER; DYSON, 1988). Este tipo de

7

cavitacdo é responséavel, em parte, pela estimulacdo do reparo de
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tecidos, através de modificagcbes na permeabilidade da membrana
celular para os ions de calcio (KITCHEN; BAZIN, 1998) e sddio

(YOUNG; DYSON, 1989).

Ocorrendo ondas com intensidade elevada e ondas
estacionarias, as bolhas entram em colapso, liberando grande
guantidade de energia, causadora de compressao violenta das
bolhas durante o pico de alta presséo, seguida de colapso total. A
compressdo violenta pode levar a formacdo de radicais livres
altamente reativos (YOUNG, 2003), que podem ser lesivos,
danificando tecidos, células sangilineas e outras estruturas
biolégicas. Esse efeito € denominado cavitagdo transitéria (TER

HAAR, 1987; YOUNG, 2003; STARKEY, 2001).

c. Correntes acusticas - referem-se ao movimento unidirecional
do fluido no campo do ultra-som (YOUNG, 2003). Exercem
sobrecarga viscosa sobre a membrana das células, aumentando sua
permeabilidade. Logo, podem alterar a taxa de difusdo de ions,
causando alteragBes terapeuticamente Uteis, como o aumento na
captacdo de calcio pelas células (MORTIMER; DYSON, 1988). Esta
alteracdo é de grande importancia, ja que o célcio, como “segundo
mensageiro celular’, pode ter efeito acentuado no aumento da
producéo e liberagao de fatores que contribuem para o processo de

reparo tecidual. Dessa forma, o ultra-som terapéutico tem o potencial


http://www.pdfdesk.com

23

de acelerar a resolucdo normal da inflamacéo, desde que o estimulo

inflamatorio seja removido (DYSON, 1982, 1987).

4.1.5 Efeito térmico:

As vibragbes soOnicas do ultra-som terapéutico produzem
micromassagem nos tecidos, gerando calor por friccdo (HOOGLAND, 1986). E
por esse meio favorece a cicatrizacao, alivia a dor, reduz a rigidez articular e o
espasmo muscular e aumenta o fluxo sangiineo local (LOW; REED, 2001;
YOUNG, 2003). Para se obterem tais efeitos, a temperatura precisa ser
mantida entre 40° a 45° C por, pelo menos, cinco minutos (DeLISA; GANS,

2002).

4.1.6 Efeitos terapéuticos do ultra-som

a) Em processos inflamatorios

Apds uma lesdo, ocorrem varios eventos celulares e quimicos nos

tecidos moles (YOUNG, 2003). O processo de reparo de uma lesédo pode ser

dividido em trés fases (CLARK, 1990), todas elas influenciaveis pela terapia do

ultra-som (DYSON, 1987).
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() Inflamacéo:

Os neutréfilos sdo os primeiros a entrar no leito da ferida, com a
funcdo de limpar o local de particulas estranhas como bactérias e restos de
tecidos lesados (YOUNG, 2003). Em seguida migram os macréfagos, que
fazem a fagocitose e produzem, no local, fatores que induzem a formacéo do
tecido de granulacdo (LEIBOVICH; ROSS, 1975). A suave vibracdo das
moléculas liquidas, produzidas pelo ultra-som nos tecidos, pode aumentar a
taxa de fagocitose e o movimento de particulas e células (EVANS, 1980). Os
efeitos da cavitagéo estavel e da corrente acustica parecem aumentar a difusédo
do célcio através da membrana celular. Como segundo mensageiro celular, o
calcio pode induzir aumento, producéo e liberacdo de fatores que facilitam a

cicatrizacdo, como a histamina dos mastocitos (DYSON, 1990; YOUNG, 2003).

(1) Proliferacédo/ Formacao de tecido de granulacéo

Esta fase se sobrepfe ao final da fase inflamatéria, iniciando, dentro
de trés dias apOs a lesdo, quando ocorre uma intensa proliferacdo de
fibroblastos e de células endoteliais, que formam o0s novos vasos sangliineos
(GUIRRO; GUIRRO, 2004). Nesta fase, a lesao é preenchida com células,
principalmente, macrofagos e fibroblastos. Também ocorre angiogénese e
formacdo de matriz de tecido conjuntivo, composta de fibronectina, acido
hialurénico e colageno tipo | e Il (YOUNG, 2003). Segundo Mummery (1987)
apud Dyson (1987) e Ramirez (1997), a cavitacdo estdvel com baixa

intensidade favorece o influxo de calcio em fibroblastos expostos ao ultra-som.
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O autor comenta que este processo se deve a alteracdo temporaria na
permeabilidade da membrana celular, e o influxo de calcio sinaliza que
ocorreram alteracfes extracelulares, sendo, portanto, necessario uma resposta

reparadora.

Os fibroblastos, quando expostos a energia ultra-sénica, em niveis
terapéuticos, podem sintetizar mais colageno, aumentando a for¢a de tensao
dos tecidos moles (HARVEY et al, 1992). Em ratos, a irradiacdo de feridas por
energia de baixa intensidade abreviou a resolugdo do processo inflamatério

(GUIRRO; FERREIRA; GUIRRO, 1995; YOUNG; DYSON, 1989).

(1) Remodelamento:

Pode continuar por meses ou anos apés a fase de proliferacdo. O
colageno do tipo Il é substituido por colageno tipo |, em resposta ao estresse
mecéanico a que o tecido estd sendo submetido. O processo continua até o
colageno | adquirir caracteristicas semelhantes as do tecido antes da leséo,
porém as caracteristicas do tecido cicatricial nunca serdo idénticas as do tecido

nao lesado (GUIRRO; GUIRRO, 2004).

Quando o ultra-som ¢é aplicado, logo ap6s a lesédo, pode melhorar
tanto a aparéncia estética, como as propriedades mecéanicas do tecido
cicatricial resultante (YOUNG, 2003). Experimentalmente foi observado que o
uso do ultra-som (trés vezes / semana — 0.1W / cm?) em lesées ocorridas ha

duas semanas, levou ao aumento da forca ténsil e da elasticidade (WEBSTER,
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1980 apud KITCHEN, 2003). No tratamento de lesdes por incisdo na fase
inflamatoria, aumentou também a forca ténsil e o conteddo de colageno (BYL et

al., 1992; 1993).

O tratamento com ultra-som, durante a fase inflamatéria de reparo,
aumenta a quantidade de colageno depositado na lesdo e estimula a deposi¢ao
de colageno com caracteristicas mais semelhantes as da pele ndo lesada que

nos controles nao tratados (DYSON, 1981).

b) Na Fonoforese

A fonoforese é a aplicacdo topica de agentes farmacoldgicos através
da camada externa da pele (estrato cérneo), dirigida pelo ultra-som para o
tecido subjacente. Varios mecanismos tém sido sugeridos para explicar o
aumento da penetracdo das drogas com auxilio do ultra-som (SKAUEN, 1984;
FANG et al., 1999), entre eles o0 aumento da temperatura e da cavitagdo, bem
como a presséo de radiacdo (TYLE; AGRAWALA, 1989; GUIRRO; GUIRRO,

2004).

4.1.7 Contra-indicagfes ao ultra-som terapéutico:

O ultra-som pode ser uma terapia efetiva ou um risco potencial

dependendo do modo como é aplicado e da area irradiada, mas muitas das

contra-indicacdes ndo se baseiam em qualquer evidéncia cientifica:
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- Diretamente sobre o coracdo — pela possibilidade de

modificacdo no potencial de acao e suas propriedades contrateis.

- Diretamente sobre tumores — pela possibilidade de induzir

crescimento e/ou metastases.

- Globo ocular — pela chance de produzir cavitagcdo, podendo

ocorrer dano a retina.

- Diretamente sobre endopréteses — pelo alto coeficiente de
absorcdo do cimento acrilico, e dos componentes a base de polimeros

poderiam sofrer acdo dos efeitos térmicos.

- Diretamente sobre implantes metélicos — podem aumentar

o indice de reflexdo do feixe ultra-sénico.

- Processos infecciosos — risco de disseminagcdo pelo
aumento da permeabilidade vascular.
- Tromboflebites e varizes — pelo risco de promover

embolias.

- Sobre o Gtero gravidico — pela possibilidade da cavitacdo

do liquido amniotico e da ocorréncia de malformacgdes no feto.
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4.1.8 Ultra-som terapéutico: efeitos na reproducéo

4.1.8.1 Utero gravidico

As contra-indicag6es do uso do ultra-som terapéutico sobre o Utero
gravidico prendem-se ao fato de o ultra-som produzir cavitacdo e elevacao da
temperatura (DELISA; GANS, 2002); interferir com proliferagcdo de células
(reparo dos tecidos), com risco para as células embrionérias/fetais em
desenvolvimento (LOW; REED, 2001) e, dessa forma, induzir a malformacdes
(GUIRRO; GUIRRO, 2004). De fato, Shoji, Murakami, Shimizu (1975), relatam
gue a intensidade do ultra-som, dentro da escala terapéutica, pode estar
associada a anomalias congénitas em camundongos. McLEOD; FOWLOW
(1989), relataram agenesias sacrais, microcefalia e atraso no desenvolvimento,
deficiéncia no crescimento intrauterino e pds-natal em recém - nascido de uma
mulher submetida a 18 aplicac6es de ultra-som terapéutico, do 6° ao 29° dia de

gestacdo, para tratar uma bursite no ileo esquerdo.

4.1.9 Estudos experimentais sobre os efeitos do ultra-som na

gestacao

Estudos sobre os efeitos do ultra-som durante a gestagdo foram
realizados em camundongos e ratos. Alguns indicam a ocorréncia de mortes
(SHOJI; MURAKAMI; SHIMIZU, 1975); alteracbes embrionarias in vitro
(BARNETT; WALSH; ANGLES, 1990; AKAMATSU, 1981); retardo de

crescimento fetal (HANDE; DEVI,1992; SHOJI; MURAKAMI; SHIMIZU, 1975),
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decréscimo do peso (HANDE; DEVI,1992). J& outros ndo relatam alteracdo no
desenvolvimento embrionério ou fetal (McCLAIN; HOAR; SALTZMAN, 1972;
CHILD; CARSTENSEN; DAVIS, 1984; KIMMEL et al., 1983; KIMELL et al.,
1989; ATKINSON; WILLIAMS, 1990; MARGUILES et al., 1991; NORTON et

al.,1991; VORHESS et al., 1994; FISHER et al., 1994).

Sé&o encontradas diversas abordagens na metodologia utilizada para
os estudos sobre ultra-som e gestacao, tanto no que se refere a intensidade e
as frequéncias, quanto ao periodo de desenvolvimento ao qual se expbs o
animal prenhe a terapéutica (CHILD; CARSTENSEN; DAVIS, 1984; BARNETT;
WALSH; ANGLES, 1990; NORTON et al., 1991; HANDE; DEVI, 1992,
VORHESS, 1994; JENSH et al., 1995). Alguns estudos relatam a exposi¢ao por
emissdo das ondas via abdominal, com anestesia (ABRAHAM; ZISKIN;
HEYNER, 1989; ATKINSON; SIBLEY; WILLIAMS, 1990; CHILD;
CARSTENSEN; DAVIS, 1984; HANDE; DEVI, 1992; JENSH et al., 1995;
KIMMEL et al., 1989; MARGULIES et al., 1991; McCLAIN; HOAR; SALTZMAN,
1972; NORTON et al., 1990; NORTON et al., 1991; O’ BRAIN; STRATMEYER,
SHOJI; MURAKAMI; SHIMIZU, 1975) e outros sem anestesia prévia
(BARNETT; WALSH; ANGLES, 1990; FISHER et al., 1994; VORHEES et al.,

1991; VORHESS et al., 1994).

Durante a aplicacdo das ondas, ocorreram casos em que as ratas
eram treinadas na agua para permanecerem imoveis (VORHEES et al., 1991;
VORHESS et al.,, 1994) em outros, eram imobilizadas (BARNETT; WALSH,;

ANGLES, 1990; FISHER et al., 1994). As modulagbes do aparelho em relacao
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ao tempo, a freqUéncia e a intensidade de exposicdo, nos estudos relatados,

séo diversas. O tempo de exposicéo foi variado de dois minutos (O’ BRIEN;

STRATMEYER, 1975) até 5 horas (SHOJI; MURAKAMI; SHIMIZU, 1975), o

periodo de gestagdo variou muito e foram testadas tanto ondas pulsadas como

continuas.

O QUADRO 1 mostra algumas das abordagens usadas no estudo do

ultra-som na gestacao

QUADRO 1. Experimentos in vitro e in vivo, vias de acesso ao procedimento,
sedacéo/anestesia e tipo de onda em estudo sobre ultra-som e gestagéo.

Experimento

Autores

in vivo 1,3,5,6,7,9,610,11,12,13, 16, 18, 19
in vitro 2,4,8

Exposicao direta do corno uterino 1,3,5,14

Via abdominal 6,7,9,10,11,12,13, 15,16 17, 18, 19
Com anestesia 1,3,5,7,9, 11,12, 13, 14, 15,16, 17
Sem anestesia 4,6,18,19

Onda continua 1,3,7,9,612,13, 16,17, 18, 19

Onda pulsada 2,4,5,6,8,10,11, 14

Autores: ABRAHAM: ZISKIN; HEYNER (1989)); AKAMATSU (1981)%
ATKINSON; SIBLEY; WILLIAMS (1990)%; BARNETT; WALSH; ANGLES
(1990)* CHILD; CARSTENSEN; DAVIS (1984)° FISHER et al. (1994)%
HANDE; DEVI (1992)"; IWABE (1993) :JENSH et al. (1995)°; KIMMEL et al.
(1983)*°: KIMMEL et al. (1989)*: MARGULIES et al. (1991)*% McCLAIN;
HOAR; SALTZMAN (1972)": NORTON et al.(1990)**; NORTON et al.(1991)";
O’ BRIEN'; STRATMEYER, 1975; SHOJI; MURAKAMI; SHIMIZU (1975)Y;
VORHEES et al. (1991)*%; VORHESS et al. (1994)".

No QUADRO 2 estédo resumidos os dias de prenhez, a duracéo da

exposicao, a frequéncia e a intensidade relatados em experimentos obtidos na

literatura.
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QUADRO 2. Experimentos com ultra-som em animais gestantes: dias, tempo,

intensidade e frequéncia de exposicao.

Dias de prenhez

Tempo de
exposicao

Frequéncia

Intensidade de
exposicao

3e6®

15 min »& 19

1 MHz @& 10.11,12)

0a1.0mw/cm?®

42196719 2.5 min ® 1.1 MHz ©® 1.5 ou 15 mW/cm? ®
42201 3 min © 2 MHz @9 2.5 mw/cm?®©
g 101117 5 min ®1? 2.25 MHz @9 10 mwW/cm?

8al0el1lal3®

10min @ 7-10.11,19)

2 5 MHz © 1314, 15)

40 mw/cm? @7

95® 12 min © 3 MHz © 1819 65 mwW/cm?

10 (¥2) 20 min @ 3.14 MHz @ 120 mW/cm? ©®

11a13® 30 min #1135 MHz D 0; 0.05; 0.050 ou
1.0W/cm?®

13 19 35 min © 5 MHz © 0; 2; 10: 20; 30
W/cm? @9

14 e 151 2horas *® 0.1; 0,2 ou 30.0
W/cm? 8

15e 16 49 5 horas " 0.65 1.0 ou 1.8
Wicm? @

15,17e19® 60 min @ 0.78 w/ cm? (4 €19

15a20® % 2.0 ou 30 W/cm?

15, 18, 21 e 22© 1W/cm?®
3W/cm®®@

15a 1.2 W/cm?>®

16 a 2.5 W/cm?®?

Autores: ABRAHAM; ZISKIN; HEYNER, (1989)%: AKAMATSU, (1981)%
ATKINSON; SIBLEY; WILLIAMS, (1990)°; BARNETT; WALSH; ANGLES,
(1990)* CHILD; CARSTENSEN; DAVIS, (1984)°; FISHER et al., (1994)%
HANDE; DEVI, (1992)"; IWABE, (1993)% JENSH et al., (1995)°; KIMMEL et al.,
(1983)*°; KIMMEL et al., (1989)*; MARGULIES et al., (1991)'?; MCCLAIN;

HOAR; SALTZMAN,
al.,(1991)": O’ BRIEN; STRATMEYER®;
(1975)'"; VORHEES et al., (1991)'%: VORHESS et al., (1994)".

(1972)%;

NORTON et al.,(1990)*:

SHOJI;

MURAKAMI,

NORTON et
SHIMIZU,
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Acompanhando-se os procedimentos seguidos pelos autores, como
assinalado pelas células com mesmo fundo, colocadas no Quadro 2, é possivel
observar que ndo existem dois experimentos semelhantes, e ndo ha
reprodutibilidade dos dados. Isso faz com que os resultados relatados né&o

permitam avaliar com seguranca os riscos do ultra-som para a gestacao.

4.2 DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO PRECOCE

A compreenséo do modelo experimental usado no presente trabalho
exige alguns conhecimentos basicos sobre o desenvolvimento embrionério

inicial em mamiferos.

O desenvolvimento dos mamiferos inicia-se com 0s processos de
fertilizagdo, nos quais ocorrem eventos moleculares coordenados. Estes
eventos continuam com as fases de transporte e segmentacao do embrido pelo
trato genital feminino, sua implantacdo no Uutero, a gastrulacdo, a
organogénese, o crescimento e a maturacdo dos 6rgdos e sistemas. A
completa maturacdo de alguns 6rgdos e sistemas somente se faz apds o

nascimento.

E a fertilizagdo, neles, ocorre na ampola da tuba uterina. Com a
penetracdo do espermatozoide, o ovocito é ativado, o segundo corpusculo
polar é produzido, os pronacleos masculino e feminino sdo formados, o

material genético dos dois gametas funde-se e forma-se o zigoto, que iniciara

diferentes eventos morfolégicos e bioquimicos. Iniciam-se as segmentacdes
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sucessivas e o transporte pela tuba uterina até o Gtero, onde o blastocisto se
implanta dando inicio a embriogénese (GUERRA; PETERS, 1999; PARIA;

SONG,; DEY, 2001; ROSSI-FERRAGUT et al., 2001; RONDEROS, 2006).

4.2.1. Desenvolvimento embrionério: fase de pré-implantacéo.

Apés a fertilizacdo, os embries migram pela tuba uterina, enquanto
passam pelos primeiros estagios da clivagem. E a fase de pré-implantacgéo,
gue acontece nos primeiros sete dias de gestagdo em humanos e nos
primeiros quatro a cinco dias, em roedores. Divisdes subsequentes vao se
seguindo e originando células-filha denominadas blastémeros (PARIA; SONG;

DEY, 2001; DUMM, 2006).

Em ratos a fase de zigoto a dois blastdmeros ocorre na ampola da
tuba uterina, no primeiro dia de prenhez. Enquanto o embrido transita pela tuba
uterina, no segundo dia atinge a fase de dois blastdbmeros e, entre o segundo e
0 quarto dia, ocorrem as divisfes subseqiientes até quatro células. A fase de
moérula é atingida no quarto dia, também na tuba uterina (CARSON;
NAFTOLIN, 1982; SINGH et al., 1993; SOUZA et al., 1997), embora SINGH et

al. (1993) tenham detectado alguns blastocistos precoces, nesse mesmo dia.

Na fase de moérula, os blastbmeros se alinham, apertando-se uns
contra os outros para formar uma esfera compacta de 16 blastomeros (MOLEY,
1999; O'RAHILLY, MULLER, 2001). Este fendémeno, denominado

compactacdo, ocorre quando as células reorganizam as organelas
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intracitoplasmaticas, tornam-se polarizadas, trocam a forma esférica pela
cilindrica e aderem-se umas as outras mais firmemente por jungdes “tights”.
Algumas células localizam-se no centro da estrutura, e as demais células as
circundam. As células centrais dardo origem ao macico celular interno (MCI),
do qual se origina o embrido, e as externas, as células do trofectoderma, fonte
de origem da placenta (PARIA; SONG; DEY, 2001; O’'RAHILLY, MULLER,

2001).

Na morula, as células do MCI comecam a secretar fluido e, logo aos
64 blastdmeros, estabelece-se o inicio de uma cavidade, chamada de
blastocele, identificando-se ai a fase de blastocisto inicial (DUMM, 2006). Esta
mudanca coincide com a entrada do blastocisto na cavidade uterina (CARSON;

NAFTOLIN, 1982).

As fases iniciais do desenvolvimento embrionario (até a terceira
divisdo celular) sdo controladas pelo genoma materno; em ratos corresponde
ao estagio de duas células e em humanos a 4-8 células. Desta fase em diante,
0 controle passa a ser efetuado pelo genoma do embrido (LAURINCK et al.,
2000; PARIA; SONG,; DEY, 2001), que comeca a produzir sinais moleculares,
recebidos pelas células epiteliais da tuba uterina, as quais respondem
produzindo secrec¢des especificas necessarias ao desenvolvimento do embrido.
Assim, o controle das clivagens e a formagdo da morula e do blastocisto estdo
estreitamente correlacionadas a fatores produzidos pelo préprio embrido e pelo

epitélio tubario (KOBAYASHI et al., 1997).
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Transito do embrido pela tuba uterina e Utero

De acordo com MOORE e CROXATTO (1988), o transporte
tubario ndo se faz de maneira regular; o zigoto permanece algum tempo na
regido da ampola, aprisionado pelo fechamento da jungao istmo - ampolar.
Depois de algumas horas ou dias (no ser humano 95% do tempo de transporte
€ gasto nesta regido, e no camundongo 25%), a jungdo istmo - ampolar abre-se
e deixa passar o (S) zigoto (s) para a regiao do istmo. Em seguida, fecha-se de
novo e parece sO reabrir na proxima ovulacdo. CROXATTO et al. (1991)
afirmam que este fato parece ser importante para o transporte mecanico dos
embrides, como também por isola-los num ambiente especial, provavelmente
necessario para o seu desenvolvimento. Na etapa seguinte, quando ja ocorrem
as clivagens sucessivas, o embrido fica no istmo por um tempo variavel até
que, com a abertura da juncdo Utero - tubdria, passa para o Utero, onde

ocorrera a implantacao.

As contracdes circulares, e progressivas, das fibras musculares lisas
da tuba uterina s&o importantes para o encaminhamento do embrido em
direcdo ao utero (HARPER, 1994). Hormdnios interferem na contratilidade
tubaria: ela fica aumentada sob efeito do estrogénio e retardada, pela presenca
de progesterona (CARSON; NAFTOLIN, 1982; FORCELLEDO; CROXATTO,
1988; VINIJSAMUN et al., 1990; CROXATTO et al., 1991). Em ratas, niveis
elevados de estrogénio retardam o crescimento de embrido em fase de pre-

implantacao, e ele pode, inclusive, sofrer degeneracéo (TONG et al., 2000).
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O embrido de rata produz grande quantidade de prostaglandina E1,
que diminui a contratilidade das fibras musculares, sugerindo que o embrido
pode influir no seu transporte (VIGGIANO; CEBRAL; GIMENO, 1994 apud

HARPER, 1990; VIGGIANO et al., 1992).

4.2.2. Desenvolvimento embrionario: fase de implantacao.

A implantacdo do blastocisto € uma sequéncia de interagcbes
bioquimicas e fisicas entre blastocisto e Utero que conduz a formacdo de um
contato intimo e especializado entre trofoblasto e endométrio (ACOSTA, 1994;
LEE; DeMAYO, 2004). Implica também processos que impedem a rejeicao
materna. Ja foi observado, em seres humanos, que o0 sucesso da implantacdo
esta correlacionado a niveis de citocina TH1 baixos e TH2 altos (LIM et al.,
2000) e, em camundongos, a expressao materna do fator inibidor de leucemia

é crucial para a sua implantagdo (STEWART et al., 1992; TSAI et al., 1999).

A implantagdo sO ocorre quando blastocisto e endométrio estdo
“maduros”, isto €, fisiologicamente capacitados para se unirem. Desde a
entrada no Utero, blastocisto e endométrio interagem, mas mesmo antes disso,
€ a presenca do blastocisto que mantém o corpo luteo funcionando e garante o

ambiente progestacional do Utero, necessario ao implante do blastocisto.

Séo produzidos no utero: [1] Fatores que estimulam o crescimento e
protegem o embrido da apoptose (HERRLER et al, 1998); [2] Proteina
relacionada ao processo de proliferacao celular nos estagios iniciais de adesao

(FAZLEABAS; VERHAGE, 1991); [3] Proteina trofoblastica 1 (o TP-1), que
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suprime a secrecao de prostaglandina F-2alfa (PGF 2a), hormbnio que induz
contratilidade da musculatura uterina e estimula a lutedlise (BAZER; ROBERT,
1983); [4] EGF (fator de crescimento epidérmico), que contribui para a

sobrevivéncia do blastocisto (SPANOS et al.,2000).

O blastocisto, por seu turno, produz éxido nitrico (NO), que induziria
vasodilatacdo e relaxamento da musculatura lisa uterina, colaborando com a
implantacdo (GAGIOTI et al., 2000); estrogénio, que contribuiria para a
sensibilizacdo do endométrio (SARTOR; DULUC, 1980; SENGUPTA et al.,
1981) e prostaglandinas, que teriam efeito local no endométrio, provavelmente
estimulando vasodilatacdo (PAKRASI; DEY, 1982; HARPER; NORRIS;

RAJKUMAR, 1983; KINOSHITA et al., 1985).

Para se implantar o blastocisto, € preciso ativar e, em seguida
perder a zona pellcida, que se adelgaca progressivamente até se romper em
algum ponto e o blastocisto escapa por ele — um fendbmeno denominado

“eclosao”.

A ativacdo do blastocisto compreende modificagdo na expressao de
moléculas de antigenos de histocompatibilidade (WEITLAUF, 1994); a
transformagdo de sua carga elétrica neutra para negativa (CLEMETSON;
MOSHFEGHI; MALLIKARJU-NESWRA, 1971); a producao pelo endométrio de

proteinas — blastoquinina ou uteroglobina (FINN, 1977), além de outros fatores.
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O atero também necessita modificar-se com as alteracdes tipicas da
fase progestacional: vasos sanglineos dilatados e tortuosos, glandulas
endometriais dilatadas e cheias de secrecdo, células do estroma contendo
glicogénio. Além disso, o0 endométrio deve torna-se receptivo para o
blastocisto. Psychoyos (1966) demonstrou que, em ratas, nos trés a quatro
primeiros dias ap0s a inseminagdo, o endométrio é “neutro” ou nao receptivo
ao blastocisto, porém, a partir da tarde do quarto dia e o inicio do quinto dia,
sofre diversas alteragcbes que o tornam receptivo. E do mesmo autor a
afirmacdo de que um pico de estrogénio, agindo no endométrio, previamente
sensibilizado por concentracbes elevadas de progesterona, tornava-o
receptivo. Mais tarde o periodo de receptividade endometrial foi chamado de
janela de implantacdo e definido como: “uma janela temporal de maturacédo do
endométrio durante a qual o trofoblasto pode unir-se as células epiteliais do
endométrio” (STRAUSS Ill; COUTIFARIS, 1999). A janela de implantagdo no
rato tem duracdo de 12 horas (PSYCHOYOS, 1966) e em humanos, quatro

dias (STRAUSS llI; COUTIFARIS, 1999).

As alteracbes morfolégicas do endométrio sdo um conjunto de
transformagcBes da membrana plasmatica das suas células epiteliais tais como:
alteracbes nos contornos, ultra-estrutura e composi¢ao bioquimica; aumento da
densidade e tipos de proteinas; decréscimo de carga da superficie, expresséo

de novos carboidratos e epitopos (PARIA; SONG; DEY, 2001).

A implantacdo ocorre em trés etapas: unido, penetracao e inclusédo

(PARR; PARR, 1989; ACOSTA, 1994; PARIA; SONG; DEY, 2001). A uniao
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compreende duas fases: aposi¢ado, pré-unido ou primeiro estagio de oclusdo e

adesao ou segundo estagio de oclusdo (PARR; PARR, 1989).

Na aposicdo do blastocisto se imobiliza, mas n&o se prende no
endométrio (ACOSTA, 1994; WEITLAUF, 1994). Durante a aposicao,
microvilosidades da superficie do trofoblasto e da regido apical das células
epiteliais do endométrio se interdigitam, aumentando muito a superficie de

contato entre as duas estruturas (ENDERS, 1972).

A adesédo caracteriza-se pela fixagcdo definitiva do blastocisto ao
endométrio. Nessa ocasido observa-se no endométrio: o desaparecimento do
glicocdlice da superficie luminal das células epiteliais e do trofoblasto e a
reducdo das cargas negativas do glicocalice e das células epiteliais do

endométrio (PARR; PARR, 1989; WEITLAUF, 1994).

Na penetragdo, os processos citoplasméticos do trofoblasto se
estendem entre e debaixo das células epiteliais, que sdo deslocadas, sofrem
apoptose, destacam-se grupos ou isoladamente e sao fagocitadas pelo
trofoblasto. A penetracdo do trofoblasto € facilitada pela reducdo de
desmossomos, observado no quinto dia de prenhez (SCHLAFKE;

ENDERS,1975; WEITLAUF, 1994; ILLIIGWORH et al., 2000).

Em seres humanos, observou-se que as células epiteliais do
endométrio expressam fator sinalizador de morte — FAS, e o trofoblasto

expressa seu ligante FAS-L. Quando se forma o complexo FAS-FAS-L, as
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fases da apoptose sao ativadas em segundos e desencadeiam a morte celular
em horas. Com a morte das células epiteliais, a lamina basal fica exposta,
ocorrendo sua invasao pelo trofoblasto, que chega até ao estroma (PARR;

PARR, 1989).

Diante do que foi explanado, fica claro que o periodo entre
fertilizacdo e término da implantagdo de um embrido envolve alteragbes de
organelas; troca de sinalizacdo entre embrido em desenvolvimento e células
endometriais, que resultam em sintese de proteinas e outras substancias; além
de um delicado equilibrio hormonal e de interacbes de estruturas do
citoesqueleto de células embrionarias e maternas (CATALA, 2000), todas

passiveis de se alterarem sob efeito do ultra-som.
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5. MATERIAL E METODOS

Foram usadas ratas Wistar, com trés meses de idade, nuliparas,
pesando entre 150 e 180g, obtidas na coldnia do Biotério do Centro de Biologia
da Reproducéo - Universidade Federal de Juiz de Fora. Todos 0s animais em

experimento foram mantidos em armarios climatizados (ALESCO).

As condicdes do alojamento dos animais ja foram descritas

anteriormente (PINTO et al. 2007).

As ratas foram mantidas em gaiolas de polipropileno, providas de
camas de maravalha selecionada, mamadeira para agua filtrada e cocho para
racdo do tipo peletizada. A agua foi oferecida ad libitum e cada rata recebeu,

em média, 25g de racao/dia.

As fémeas foram inseminadas com machos de fertilidade
comprovada, considerando-se o primeiro dia de gestacdo aquele em que foi
detectada a presenca de espermatozoéides no esfregaco vaginal.

Constatada a inseminacdo as ratas foram aleatoriamente
distribuidas em grupos experimentais - Grupo 1: pulso pulsado; Grupo 2:
pulso continuo; Grupo 3: ultra-som simulado - e mantidas em armarios
climatizados (ALESCO).

Cada animal foi sedado com 12 mg/Kg de Xilazina, via

intraperitoneal e submetido a tricotomia na regido abdominal para demarcagao
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da regido de aplicacdo do ultra-som (Ultrasound Plus marca Advice Master?),
que foi realizado desde o primeiro até o quinto dia pdés-inseminacao
(Experimento A) ou do quinto ao sétimo dia pds-inseminagdo (Experimento

B).

Grupos Experimentais:

Grupos Al e B1: foram emitidas ondas com pulso pulsado com 5ms

de energia ativa e 5ms inativo.

Grupos A2 e B2: foram submetidos ao mesmo procedimento que 0s

grupos anteriores, porém com pulso continuo.

Grupos A3 e B3: ultra-som simulado. Procedimento semelhante aos

anteriores mas o aparelho ficou desligado.

Para a exposicédo, foi passado um gel condutor no abdome da rata
(LOW; REED, 2001) e nela aplicado o ultra-som com as seguintes
caracteristicas: ERA de 0,4 cm? freqiiéncia de 3 MHz, intensidade de 0,6

W/cm? (SATA), com um tempo de cinco minutos de aplicacao.

! Gentilmente cedido pela empresa RO; SU- IndUstria e comércio Ltda.
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Completado o tempo o gel foi removido do abdome e as ratas foram

transportadas para gaiolas limpas, com forro de maravalha selecionada.

Todos os animais foram observados por 30 minutos apés a
aplicacdo do ultra-som e, posteriormente, uma vez ao dia, visando a
constatacdo de alteragdes clinicas indicativas de estresse, dor ou toxicidade,
seguindo os critérios descritos por Christian (2001) e Hood; Miller (2006):
modificacdo na deambulacéo, presenca de piloerecéo, estereotipia, ocorréncia

de diarréia, cromodacriorréia, perdas sangiineas vaginais e 6bitos.

Os animais pertencentes ao Grupo A foram pesados no 1°, 3°, 6°, 9°,
15° e 20° dias p6s-inseminacdo e os do Grupo B no 1° 5°, 7°, 9°15% e 20% O
consumo de ragdo pelo Grupo A foi estimado no 2° 5° 6° dias pos-
inseminacdo e no Grupo B 2°, 6°, 7° e 8° dias de prenhez ap6s esse periodo
foi medido uma vez por semana, tomando-se como base a diferenca de peso

em gramas da racao colocada num dia e sobras obtidas no dia posterior.

As ratas foram eutanasiadas no 20° dia pés-inseminacéo através de
exsanguinacdo por puncdo cardiaca sob anestesia com 90 mg/Kg de
Ketamina, i.m e 10 mg/Kg de Xilazina i.p. No sangue coletado procedeu-se a
analise do hematdcrito, da hemoglobina, dos leucdcitos totais, do aspartato
aminotransferase (AST/TGO), da alanina aminotransferase (ALT/TGP), do
colesterol, dos triglicerideos e da creatinina. Posteriormente, os animais foram
submetidos a autdpsia para identificacdo de les6es de 6rgaos internos. Figado,
rins, ovarios, cornos uterinos e tubas uterinas foram removidos, pesando-se 0s

trés primeiros em balanca de preciséo.
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Cada ovario foi examinado sob estereomicroscépio para contagem
do ndamero de corpos luteos, e os cornos uterinos foram seccionados
longitudinalmente desde a extremidade ovéarica esquerda até a direita,

expondo-se o seu conteudo e contando os fetos vivos, mortos e reabsorgoes.

Foram considerados fetos vivos 0s que apresentaram movimentos
espontdneos ou apos estimulo ao toque de uma pinca. Fetos foram
examinados externamente a procura de malformagfes e depois pesados, do

mesmo modo que suas respectivas placentas.

Os fetos foram submetidos a crioanestesia e autopsiados para

remocao e pesagem de cérebro, coracdo, pulmao, figado e rins.

Os dados obtidos foram processados por analise de variancia (uma
via) e, posteriormente, submetidos a ANOVA — uma via, e ao teste de Dunnett.
Dados ndo paramétricos foram submetidos aos testes do Qui quadrado ou
Kruskall Walis. A hipotese nula foi rejeitada quando p< 0,05. Para analise
estatistica foi considerado o peso da cria e ndo os pesos individuais dos fetos.

O protocolo experimental foi submetido & Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal da UFJF, sendo aprovado (protocolo n ° 040/2005

CEEA).
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6. RESULTADOS

6.1 Experimento A: Tratamento do dia 1 ao 5 pos —
inseminacao.
Nao foram observados indicios clinicos de toxicidade materna em

nenhum dos grupos analisados. A FIGURA 1 resume os dados sobre o peso

corporal materno do experimento A.
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FIGURA 1. Peso corporal materno do experimento A.

Nota-se que o peso corporal das ratas foi semelhante em todos os

grupos.
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Na TABELA 1 sdo apresentados os dados referentes ao peso

corporal e ao dos 6rgdos maternos.

TABELA 1 - Peso corporal e dos 6rgdos de ratas Wistar submetidas, durante
os dias 1- 5 pés-inseminacdo, ao ultra-som por ondas continuas (USC), ultra-
som por ondas pulsadas (USP) e ao ultra-som simulado (USS).

GRUPOS
Variaveis analisadas USC USP USS
Peso corporal
corrigido (g)* 194,72 +9,81 (14) 188,39+ 12,64 (15) 191,71 +9,87 (13)
Ganho de peso (g) 21,08 + 6,40 (13) 22,15 + 4,43 (14) 23,83 + 7,11 (13)
Figado (g) 9,51 + 0.80 (14) 9,45 + 0.80 (15) 9,21 +0.57 (13)
Rim D (g) 0,73 + 0,08 (14) 0,69 + 0,04 (14) 0,68 + 0,05 (13)
Rim E (g) 0,70 + 0.08 (14) 0,69 + 0.04 (14) 0,67 +0,05 (13)
Rins E+D (g) 1,44 +0,16 (14) 1,38 +0,07 (14) 1,35+ 0,10 (13)
Peso relativo rins % 0,74 £ 0,08 (14) 0,73+ 0,04 (14) 0,70 £ 0,05 (13)
Ovério D (mg) 41,71+9,66 (14) 42,00 +14,38 (15) 38,31 + 10,70 (13)
Ovaério E (mg) 31,93 + 7,86 (14) 35,00+ 9,23 (15) 37,46 + 11,03 (13)
Ovarios E+D (mg) 73,64+793(14)  77,00+10,38 (14) 75,77 + 8,74 (13)

'Peso corporal corrigido = peso corporal sem Utero, ovarios e tubas uterinas.
Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo. (N) numero de
maes estudadas. D= direito; E= Esquerdo. Dados extremos, observados no
“box plot”, foram excluidos da analise. p> 0.05.

Nota-se que ndo houve alteracdo de peso corporal e dos 6rgaos das
ratas nos diferentes grupos experimentais.

Na TABELA 2 estdo expressos os resultados dos hemogramas e

das analises bioquimicas em ratas de todos 0s grupos experimentais 1-5.
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TABELA 2 - Hemogramas e analises bioquimicas de ratas Wistar submetidas,
durante os dias 1-5 pos-inseminacao, ao ultra-som por ondas continuas (USC),
ultra-som por ondas pulsadas (USP) e ao ultra-som simulado (USS).

GRUPOS
Variaveis
analisadas usC UspP UsSs
Hematdocrito (%) 39,07 + 2,70 (14) 37,47 + 2,85 (15) 38,53 + 2,77 (15)
Hemoglobina
(g/dI) 12,21 + 1,06 (14) 12,19 £ 0,71 (15) 11,86 + 0,80 (15)
Leucécitos
totais(cel/mms) 4323 £ 1254 (14) 5306 + 1351(15) 5426 + 1555 (15)
T.G.O. (U/L) 83,64 + 62,32 (14) 35,08 + 19,12 (13) 47,14 + 12,23 (14)
T.G.P. (U/L) 35,79 + 12,88 (14) 33,50 + 7,92 (16) 32,79 £ 7,56 (14)
Colesterol
(mg/dl) 94,75 + 25,37 (14) 100,02 + 18,63 (16) 89,96 + 6,45 (15)
Triglicerideos
(mg/dl) 236,64 + 75,50 (14)* 248,22 + 125,15 (16)* 141,73 £ 51,78 (15)
Creatinina
(mg/dl) 0,54 + 0,06 (13) 0,61 +0,11 (15) 0,53 + 0,16 (14)

Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo. (N) numero de maes
estudadas. *p< 0.05 em relag&o ao grupo USS.

Houve diferenca significativa na concentracdo de triglicerideos no
grupo USC e USP, quando comparado ao USS.
Na TABELA 3 encontram-se os dados relativos a capacidade

reprodutiva das ratas nos diferentes grupos experimentais 1 -5.
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TABELA 3 - Capacidade reprodutiva das ratas submetidas, durante os dias 1-5
poés-inseminacdo, ao ultra-som por ondas continuas (USC), ultra-som por
ondas pulsadas (USP) e ao ultra-som simulado (USS).

Variaveis
Analisadas

GRUPOS

USC

USP

USS

C.Lateos D
C.Luateos E

C. Luteos D+E

C. Lateos/ mae
Implantes Corno D

Implantes Corno E

Implantes

Implantes/ mée
N° fetos vivos (%

por grupo)

Fetos vivos /mae
N° Fetos mortos (%
por grupo)

Fetos mortos / mae
N°  Reabsorcdes
(%por grupo)

Reabsorgao/ Mae

6,36 + 1,65 (14)

4,79 1,53 (14)
156
11,14 + 1,17 (14)
5,14 + 2,21(14)
4,15 +1.21 (13)
126
9,00 + 2,15 (14)
101 (80,2)
7,21 +2,12 (14)
7 (6,48)
1,17 + 0,41 (6)

17 (5,55)
1,89 + 0,78 (9)

6,40 + 2,06 (15)

5,40 + 2,20 (15)
177

11,80 + 1,01 (14)

5,73 + 1,87 (15)

4,93 +2,20 (14)
155

10,33 + 1,80 (15)

131 (84,5)
8,73 + 1,79 (15)
7 (5,07)
1,00 + 0,01 (7)

17 (4,52)
1,89 + 1,05 (9)

5,83 +2,17 (12)

6,09 + 2,07 (12)
137
11,42 + 1,62 (12)
4,92 +2,11 (12)
5,60 + 1,65 (10)
115
9,58 + 1,83 (12)
93 (69,4)
7,75 2,34 (12)
11 (10,6)
1,22 + 0,44 (9)

11 (2,40)
1,38 + 0,51 (8)

Os resultados estédo expressos em média + desvio padrao. (N) o nimero de maes
estudadas. p>0.05. D= direito; E= Esquerdo. p> 0.05

Nota-se que ndo houve alteracdo em relacéo a capacidade

reprodutiva das ratas nos diferentes grupos experimentais 1-5.

Os dados referentes ao peso corporal e ao de 6rgaos de

fetos

(média/ ninhadas) das ratas submetidas, durante os dias 1-5 pds-inseminacéao,

ao ultra-som por ondas continuas, pulsadas e ao ultra-som simulado

encontram-se na TABELA 4.
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TABELA 4: Peso corporal e de érgaos dos fetos das ratas submetidas, durante
os dias 1-5 pds-inseminacdo, ao ultra-som por ondas continuas (USC),
pulsadas (USP) e ao ultra-som simulado (USS).

Grupos
Variaveis
Analisadas usc USP USS
Peso Corporal
(mgQ) 1778,93 £ 228,59(14) 1792,93 + 228,59(15) 1821 + 227,41 (15)

Placenta (mg) 467,71+ 69,63 (14) 461,27 +49,72 (15) 464,20 + 118,25 (15)

Coracéao (mg) 12,85 + 2,30 (13) 11,67 £ 1,11 (15) 11,77 £ 1,09 (13)
Figado (mg) 178,92 + 18,16 (13) 162,40 + 18,61 (15) 163,54 £ 21,38 (13)
Rins (mg) 11,31+ 2,01 (13) 9,27 + 1,39 (15) 10,31+ 1,49 (13)
Pulméo (mg) 69,38 + 9,41 (13) 58,60 + 8,27 (15) 62,77 £ 9,35 (13)
Cérebro (mg) 110,38 £ 7,74 (13) 103,40 £ 5,82 (15) 104,85 £ 11,98 (13)
Peso Rel

coracgao 0,70 £ 0,08 (13)* 0,65 + 0,04 (15) 0,63 £ 0,03 (13)
Peso Rel

figado 9,80 + 0,84 (13)* 9,05 + 0,68 (15) 8,76 £ 0,49 (13)
Peso Rel rins 6,17 £ 0,76 (13)* 5,15 + 0,55 (15) 5,52 + 0,45 (13)
Peso Rel

pulméo 3,80 + 0,44 (13)* 3,26 + 0,34 (15) 3,36 £ 0,42 (13)

Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo. (N) o niamero de
ninhadas estudadas. * p<0.05 em relagdo ao grupo ultra-som simulado (USS).
Rel = relativo.

Houve diferengca significativa em relagdo ao peso relativo do

coracdo, figado, pulmdo e dos rins e no grupo USC, quando comparado ao

USS 1-5.
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6.2 Experimento B: Tratamento do dia 5 a 7 pos -

inseminacao.

Nao foram observados indicios clinicos de toxicidade materna em
nenhum dos grupos analisados. A FIGURA 2 resume os dados sobre o0 peso

corporal materno do experimento B.
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FIGURA 2. Peso corporal materno do experimento B.
Nota-se que o peso corporal das ratas foi semelhante em todos os
grupos.

Na TABELA 5 sdo apresentados os dados referentes ao peso

corporal e de 6rgados maternos.
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TABELA 5 - Peso corporal e de 6rgdos das ratas submetidas, durante os dias
5-7 pos-inseminacdo, ao ultra-som por ondas continuas (USC), ultra-som por
ondas pulsadas (USP) e ao ultra-som simulado (USS).

GRUPOS
Variaveis
Analisadas USC (n=15) USP (n=15) USS (n=13)
Peso corporal
corrigido (g)* 191,7 £ 12,22 (15) 193,3 + 8,28 (15) 189,0 + 13,62 (13)
Ganho de peso
(9) 19,29 + 9,02 (15) 24,01 £ 7,25 (15) 20,15 +£ 9,05 (13)
Figado (g) 9,33 +1,00 (15) 9,44 + 0,56 (15) 9,08 + 0,98 (13)
Rim D (g) 0,68 + 0,06 (15) 0,69 = 0,04 (15) 0,70 £ 0,07 (14)
Rim E (9) 0,67 + 0,07 (15) 0,68 = 0,05 (15) 0,69 + 0,07 (14)
Rins E + D (g) 1,35 +0,13 (15) 1,37 £ 0,08 (15) 1,40 £ 0,13 (14)
Peso relativo rins
% 0,71 £ 0,07 (15) 0,71 £ 0,04 (15) 0,73 £0,05 (13)
Ovério D (mg) 38,71+ 12,46 (14) 65,13 £ 10,41 (15) 44,50 + 9,78 (14)
Ovaério E (mg) 33,6 £12,43 (14) 36,57 £ 10,26 (14) 32,43 + 6,17 (14)
OvariosE +D
(mQ) 72,36 + 10,63 (14) 74,93 + 10,56(15) 76,93 + 11,86 (14)

'Peso corporal corrigido = peso corporal sem Utero, ovarios e tubas uterinas.
Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo. (N) numero de
maes estudadas. D= direito; E= Esquerdo. Dados extremos, observados no
“box plot”, foram excluidos da analise. p> 0.05

Nota-se que ndo houve alteracdo de peso corporal e de 6rgédos das

ratas nos diferentes grupos experimentais 5-7.

Na TABELA 6 estdo expressos os resultados de hemogramas e

analises bioquimicas em ratas de todos 0s grupos experimentais 5-7.
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TABELA 6 - Hemograma e andlises bioquimicas das ratas submetidas, durante
os dias 5-7 pés-inseminacgdo, ao ultra-som por ondas continuas (USC), ultra-
som por ondas pulsadas (USP) e ao ultra-som simulado (USS).

Grupos
Variaveis
Analisadas UuscC USP USS
Hematocrito
(%) 38,50 + 4,41 (13) 37,33 + 3,35 (15) 38,60 + 1,96 (15)
Hemoglobina
(g/dl) 11,41 + 2,06 (13)* 11,51 + 0,83 (15) 12,49 + 1,04 (15)
Leucdcitos
(cel/mm?®) 5615 + 1690 (13) 6005 + 1416 (15) 5823 + 1111 (15)
Colesterol
(mg/dl) 134,92 £ 66,31 (14) 125,04 + 45,04 (15) 93,26 + 7,86 (15)
Triglicerideos
(mg/dl) 276,93 + 179,05 (14) 253,87 +158,71(15) 151,93 + 104,71 (15)
T.G.O. UL 61,36 + 48,19 (14) 35,07 +11,45 (15) 49,07 + 23,52 (14)
T.G.P. U/L 36,71 + 12,96 (14) 29,80 + 6,99 (15) 37,93 + 12,85 (15)
Creatinina
(mg/dl) 0,59 + 0,084 (14) 0,60 + 0,109 (15) 0,53 + 0,137 (15)

Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo. (N) numero de maes
estudadas. *p< 0.05 em relag&o ao grupo USS.

Houve diferenca significativa na concentracdo de hemoglobina no

grupo USC, quando comparado ao USS 5-7.

Na TABELA 7 encontram-se os dados relativos a capacidade

reprodutiva das ratas nos diferentes grupos experimentais 5-7.
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TABELA. 7: Capacidade reprodutiva das ratas submetidas, durante os dias 5-7
poés-inseminacdo, ao ultra-som por ondas continuas (USC), ultra-som por
ondas pulsadas (USP) e ao ultra-som simulado (USS).

Variaveis
Analisadas

GRUPOS

USC

USP

USS

C.Lateos D

C.Luteos E
Corpos luteos D +
E

Corpos luteos/ méae
Implantes Corno D
Implantes Corno E
Total de implantes

Implantes/ mée
N? de fetos vivos
(% por grupo)

Fetos vivos / Mae
N? fetos mortos
(% por grupo)

Fetos mortos/mae
N2 de reabsorcdes
(% por grupo)
Reabsorcéo total /
Mae

% de perdas pré-
implantacéo
Perdas pré-
implantagdo /mae
% de perdas pOs-
implantacéo
Perdas pos-
implantagdo / mae

5,79 + 2,04 (14)*
5,07 +2,02 (14)
152
10,86 + 1,66 (14)
5,64 + 1,78 (14)
4,64 + 1,95 (14)
144
10,29 + 1,77 (14)
104 (72,2)
7,43 2,93 (14)
6 (5,4)

0,40 + 0,51 (15)
34 (23,6)
3,78 + 2,59 (9)
13,72 £ 7,10 (6)

1,50 + 0,84 (6)

32,94 + 27,06 (12)

3,33 + 2,46 (12)

6,07 + 1,83 (15)
5,60 + 1,80 (15)
175
11,67 + 1,05 (15)
5,47 + 1,88 (15)
5,29 + 1,82 (14)
156
10,40 + 2,06 (15)
118 (75,6)
7,87 + 2,87 (15)
3(2,3)

0,20 + 0,41 (15)
35 (22,4)
2,69 + 1,60 (13)
20,07 + 14,00 (9)

2,33 +1,50 (9)

29,87 + 16,12 (13)

2,92 + 1,55 (13)

7,50 + 1,99 (14)
4,79 0,97 (14)
172
12,29 + 1,49 (14)
6,00 + 1,92 (14)
4,31 +1,03 (13)
140
10,00 + 2,11 (14)
84 (60,0)
6,00 + 3,09 (14)
8 (8,7)

0,57 + 0,51 (14)
48 (34,3)
4,00 + 2,76 (12)
20,63 + 18,26 (12)
2,67 +2,50 (12)
42,40 + 26,53 (13)

4,31 + 2,69 (13)

Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo. (N) o nUmero de maes
estudadas. *p<0.05. D= direito; E= Esquerdo.

Nota-se que ndo houve alteracdo em relacéo a capacidade

reprodutiva das ratas nos diferentes grupos experimentais 1-5.
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Os dados referentes ao peso corporal e de 6rgaos de fetos (média/
ninhadas) das ratas submetidas, durante os dias 5-7 pos-inseminacéo, ao ultra-
som por ondas continuas, pulsadas e ao ultra-som simulado encontram-se na

TABELA 8.

TABELA 8 - Peso corporal e de 6rgados dos fetos das ratas submetidas, durante
os dias 5-7 pds-inseminacdo, ao ultra-som por ondas continuas (USC),
pulsadas (USP) e ao ultra-som simulado(USS).

Grupos

Variaveis
Analisadas usc USP UssS

Peso Corporal (mg) 1989,78 + 176,70 (14) 1902,80 + 185,78 (15) 1851,07 + 206,75 (14)
Peso Placenta (mg) 455,23 + 60,23 (14) 415,33 +37,93 (15)* 478,21 + 89,56(14)
Peso Coracdo (mg) 14,58 + 2,06 (12)* 11,73 £ 1,91 (15) 12,55 + 1,13 (9)
Peso Figado (mg) 190,25 +19,21 (12) 174,93 +26,48 (15) 173,22 +8,79 (9)
Peso Rins (mg) 12,18 + 2,86 (12) 10,87 + 1,81 (15) 10,44 + 0,88 (9)
Peso Pulmao (mg) 71,42 + 9,46 (12) 65,7 + 12,35 (15) 66,11 + 3,44 (9)

Peso Cérebro (mg) 121,75 +14,60 (12)* 110,33+ 14,27 (15) 103,44 + 9,15 (9)

Peso Rel rins 0,61 +0,14 (11) 0,57 + 0,07 (15) 0,55 + 0,06 (9)
Peso Rel coracéo 0,72 £ 0,08 (12) 0,62 + 0,09 (15) 0,66 = 0,05 (9)
Peso Rel figado 9,44 + 0,64 (12) 9,16 + 0,84 (15) 9,14 + 0,69 (9)
Peso Rel pulmio 3,55 + 0,43 (12) 3,41 + 0,46 (15) 3,49 £ 0,26 (9)

Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo. (N) o numero de
ninhadas estudadas. * p<0.05 em relagdo ao grupo ultra-som simulado (USS).
Rel = relativo.

Houve diferenca significativa em relacdo ao peso do coracédo e do

cérebro no grupo USC e peso de placenta no grupo USP, quando comparado

ao USS 5-7.
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7. DISCUSSAO

No presente estudo procurou-se um modelo experimental que se
assemelhasse ao procedimento terapéutico para reabilitacdo de disfuncdes
dermato-funcionais. As regides do abdome da rata, aproximadamente
correspondentes a posicdo dos cornos uterinos, foram expostas a mesma
intensidade e tempo previstos para uma aplicacdo de ultra-som terapéutico:

3MHz, onda pulsada ou continua, intensidade de 0,6 W/cm? por 5 minutos.

Com o proposito de distinguir efeitos nocivos das ondas ultra-
sbnicas sobre o organismo materno, que causando alguma alteragéo pudesse
interferir com o desenvolvimento embrionario (KHERA, 1985, 1987), procedeu-
se a anadlise dos indicativos clinicos de toxicidade, estresse ou sofrimento
materno (CHAHOUD et al., 1999; HOOD; MILLER, 2006). Nenhum de tais
indicativos foi evidente entre 0s grupos experimentais, 0 que sugere auséncia
de efeitos lesivos das ondas, pulsadas ou continuas, concordando com
trabalhos de Vorhess et al., 1991, que também ndo encontraram efeitos toxicos
maternos em ratas ndo anestesiadas expostas ao ultra-som (3.0 MHz,
intensidade 0.1, 0.2 ou 30.0 W/cm?, onda continua), desde o quarto até o 19°
dia pos-inseminacao por 15 minutos/dia, e Kimel et al., (1989), que expuseram
camundongos fémeas ao ultra-som( 1 MHz, intensidade de 0-1.0 W/cm?, onda

pulsada) no 8° dia de prenhez, por 10 min.
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Os exames laboratoriais e hematologicos do presente estudo
corroboram a hipétese de auséncia ou baixa toxicidade, pois a Unica alteracdo
observada referiu-se aos triglicérides, aumentados nos grupos expostos ao
ultra-som (experimento A) e redugdo na concentracdo de hemoglobina
(experimento B). Nenhum dos dois dados € acompanhado de outras alteragfes
gue sugerissem comprometimento importante do organismo materno, capaz de

interferir com o desenvolvimento do embrido ou feto.

As condi¢cdes hormonais maternas sao muito importantes para o
desenvolvimento embrionario. Embora as fases iniciais da prenhez da rata
sejam prolactino-dependentes, niveis sangiiineos de progesterona, ou de
estrogénio, inadequados, interferem na viabilidade do embrido, por alterarem o
transito tubario (CARSON; NAFTOLIN, 1982; FORCELLEDO; CROXATTO,
1988; VINIJISAMUN, 1990; CROXATTO et al.,1991; PARIA; SONG; DEY,

2001).

Diferentemente do que acontece em humanos, na gestacao da rata
0s corpos luteos mantém-se ativos durante todo o periodo gestacional e séo
necessarios ao seu éxito (KELLER, 2006). Eles aumentam de volume ao longo
da prenhez e demonstrou-se também que seu crescimento esta intimamente
correlacionado ao aumento de secrecdo de progesterona e 20-hidroxi-
progesterona, horménios também indispensaveis a manutencao da prenhez na

rata (UCHID et al., 1970).
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Por serem as estruturas mais volumosas do ovario, 0os corpos luteos
contribuem bastante para o peso do ovario do animal prenhe (WAYNFORTH,
1971) e, dessa forma, o peso do ovario e 0 numero de corpos lateos permitem
uma avaliacdo indireta dos progestagenos maternos. Nos dois grupos
experimentais, foram encontrados pesos de ovarios e numero de corpos luteos
semelhantes, o que pode ser tomado como indicio de que o ambiente hormonal

materno nao diferiu entre eles.

Pode-se, portanto, concluir que a exposicdo de ratas desde o
primeiro até o sétimo dia pés-inseminag¢do, ao ultra-som terapéutico, nao
causou alteracbes maternas capazes de interferir no desenvolvimento

embrionario.

O desenvolvimento animal pode ser basicamente dividido em trés
periodos com relacdo a sua susceptibilidade a leséo: [a] pré-diferenciacdo —
compreendendo as primeiras divisbes celulares e a formacéo do blastocisto —
guando um toxicante produz, com poucas excec¢des, o “efeito tudo ou nada” -;
[b] diferenciacdo precoce correspondendo a fase de organogénese — periodo
em que o0s esbocos embriondrios de Orgdos e sistemas estdo em
desenvolvimento e [c] diferenciacdo avancada, quando ocorre a histogénese e

a maturacgdo funcional dos 6rgdos (HOOD, 2006).

A fase de pré-diferenciacédo € feita no interior da tuba uterina, em um
ambiente liquido. Em ratas, o dia 1 pds-inseminagdo corresponde a fertilizacdo

e ao inicio da primeira divisdo da clivagem; no segundo dia permanecem em
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fase de dois blastomeros. Ao longo do terceiro dia encontram-se fases de duas
a quatro células. No quarto dia observa-se a fase de mérula e, ocasionalmente,
alguns blastocistos em fase inicial de desenvolvimento (SOUZA; GUERRA;
PETERS, 1997; ALBERTS et al.,1997; MOLEY, 1999; MOORE; PERSAUD,
2000). Entre o terceiro e o quarto dias apdés a inseminacdo, inicia-se a
blastogénese e, no quinto dia, os blastocistos ja migraram para o Utero, onde
iniciam a implantacdo, que se completa no sétimo dia pds-inseminacao

(MASON; KANG, 1994; MOLEY, 1999).

A exposicdo das ratas ao ultra-som durante os dias 1 a 7 pos-
inseminacao, envolve, portanto, o periodo em que todas as células do concepto
estdo em atividade mitética elevada, logo susceptiveis a alteragdes na divisdo
celular. Lesdes na fase de pré-diferenciagdo podem ser graves, causando a
morte do concepto, ou alteragbes moderadas a leves, que retardam seu
crescimento e desenvolvimento. O transporte pelo trato reprodutor pode ser
acelerado ou retardado, o0 que leva a dissincronia entre a fase de
desenvolvimento e a janela de implantacdo, impedindo ou interrompendo o

processo de implantacdo, o que também resulta em morte do concepto.

A morte durante a fase precoce do desenvolvimento pode ser

inferida pelo aumento do indice de perdas pré — embrionarias (estimado

tomando cada corpo Iuteo como indicativo de um ovécito que, sendo

fecundado, geraria um zigoto ) (KELLER, 2006); pelo aumento de reabsor¢cbes
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precoces ou tardias, que mostram mortes de embrides implantados e pelo

menor nimero de implantes ou fetos no utero.

A diferenca entre corpos luteos e implantes nos cornos uterinos
indica, aproximadamente, o numero de conceptos “perdidos” (TYL; MARR,
2006). Os dados obtidos no trabalho mostram que a média de implantes por
méae e o indice de perdas embrionérias pré-implantacdo foram semelhantes em
todos os grupos estudados; portanto, é possivel supor que nem as ondas
emitidas no modo pulsado nem continuo interferiram no desenvolvimento das

fases pré-diferenciadas.

Outro fator que pode influir no desenvolvimento e na sobrevivéncia
do embrido em sua fase inicial de desenvolvimento diz respeito ao transporte

tubario.

O tempo de transporte do embrido pela tuba uterina dura quatro a
cinco dias (SINGH et al., 1993; SOUZA; GUERRA; PETERS, 1997). Hormonios
como 0 estrogénio e a progesterona modificam as contracdes tubarias; o
primeiro acelera o transito tubario, jA a progesterona o retarda (CARSON;
NAFTOLIN, 1982; FORCELLEDO; CROXATTO, 1988; VINIJISAMUN, 1990;
CROXATTO et al.,1991). Por outro lado, produtos secretados pelo embrido e
pelas células tubarias e estruturas do citoesqueleto, necesséarias as
modificac6es morfogénicas do embrido (CATALA, 2000), também néo parecem
ter sido influenciados pelas ondas ultra-sénicas uma vez que o numero de

implantes / mée e o indice de implantacdo estariam reduzidos o que nado se
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observou. E possivel, assim, sugerir que ondas pulsadas ou continuas do ultra-
som nao altera o transito tubario nem o “didlogo” entre embrido e células

tubérias.

Como j& foi citado, os efeitos do ultra-som terapéutico envolvem
mecanismos que aumentam a permeabilidade da membrana celular, alteram a difusdo de
jons, promovem vasodilatacdo, modificam a posicdo de particulas intra ou
extracelulares, ou mesmo a configuracdo normal da célula, levando a alteragdo de suas
atividades (HILL, 1972; GUIRRO; GUIRRO, 2004). Além disso, estudos “in vitro”
mostraram ruptura de membranas e de macromoléculas e desnaturacdo de
enzimas em cultivos celulares submetidos ao ultra-som terapéutico (LEITE,
1989). Tais alteracOes poderiam interferir nos mecanismos iniciais das divisdes
celulares e processos de difusao de informacgdes intercelulares, levando a
mortes ou malformacdes. De fato, Shoji, Murakami, Shimizu (1975), relatam
gue a intensidade do ultra-som, dentro da escala terapéutica, pode estar
associado a anomalias congénitas em camundongos. McLEOD e
FOWLOW (1989), relataram agenesias sacrais, microcefalia e atraso no
desenvolvimento, deficiéncia no crescimento intrauterino e pds-natal em
recém- nascido de uma mulher submetida a 18 aplicacdes de ultra-som
terapéutico para tratar uma bursite no ileo esquerdo do 6° ao 29° dia de

gestacao; foram constatadas malformagdes na crianga.

No presente trabalho, ndo foram observadas malformagdes externas
e as mortes fetais ocorreram na mesma proporcado em todos 0S grupos

experimentais, concordando com o reportado por Fisher et al. (1994), que
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expuseram ratas anestesiadas e imersas num tanque de agua, do quarto ao
192 de prenhes, ao ultra-som (3MHz, onda pulsada, com intensidades de até
30 W/cm? (SPTA)), durante 10 minutos, e McClain, Hoar, Saltzman (1972), que
expuseram ratas prenhas no periodo da organogénese ao ultra-som de 2MHz,

onda continua, por periodos de até 2 horas por dia.

N&o foram observadas alteragbes no peso corporal, concordando
com Child, Carstensen e Davis (1984); Vorhess et al.(1991) e Norton et al.
(1991). Entretanto, Hande e Davi (1992) relataram redugcdo do peso e
diminuicdo do comprimento dos fetos de camundongos, cujas maes foram
expostas ao ultra-som pulso continuo (3,5 MHZ, intensidade 65mW/cm2), em
um unico dia - 3,5 ou 6,5 pés-inseminagdo, por 10 minutos. Os autores
sugerem que o ultra-som pode promover efeitos adversos em embrides de
camundongos, dependendo do estagio de desenvolvimento a que forem

expostos.

A auséncia de efeito teratogénico, observada no presente trabalho,
também foi constatada por Kimel et al. (1983) em fémeas de camundongo
expostas no 8 2 dia de prenhez; por Vorhess et al.,1991, quando expuseram
ratas do 42 ao 19° dia de prenhez; por Margulies et al. (1991). Shoji,
Murakami, Shimizu (1975) e McLeod, Fowlow (1989) discordam destes

resultados.

Fetos de maées irradiadas entre os dias 1 a 5 pdés-inseminacao

tiveram peso relativo de coracdo, figado e rins superiores aos de ultra-som
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simulado, ja os de maes expostas entre os dias 5 a 7 apresentaram peso do
cérebro e do coracdo maior que os de ultra-som simulado, indicando maior
crescimento desses 0rgaos. Estes resultados discordam dos apresentados por
Akamatsu (1981), que relatou retardo no desenvolvimento embrionario de ratas
expostas, “in vitro”, na fase de moérula tardia e no inicio da formagdo do
blastocisto, ao ultra-som (onda continua, com intensidade de 0.65, 1, 1.8, 2 ou
3 W/cm?). Notou-se que, com a intensidade de 2 ou 3 W/cm?, também foram

observadas altera¢des morfologicas.

Barnet, Walsh e Angles (1990) expuseram embrides no dia 9,5° de
prenhez, in vitro ao ultra-som de 3,14MHz e analisaram sua morfologia apés 48
horas de cultivo. Os embrides expostos ao ultra-som durante 5 a 15 minutos, a
38,5° C, ndo apresentaram alteracdes, mas com 30 minutos mostravam
pequena diminuicdo do mesoblasto. Quando expostos por 15 minutos, a
temperatura de 40° C exposicdo, foi observada reducdo significativa na

proporcao cabeca / corpo.

Conforme foi mencionado, é muito dificil realizar comparagfes entre
os resultados encontrados pelos diferentes autores que estudaram o efeito do
ultra-som sobre o desenvolvimento embrionario. Os experimentos observados
na literatura sdo, na maioria das vezes, incompativeis com a realidade clinica.
Além disso, tempos de exposicao, tipo de pulso, intensidade e frequiéncia sdo
diferentes conforme os autores. No presente trabalho, procurou-se um modelo

experimental mais proximo do que acontece nos tratamentos das
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dermatopatias funcionais, e outros estudos estdo em desenvolvimento, visando

comprovar e ampliar os resultados encontrados até o momento.

Em conclusdo, no modelo experimental usado, ndo foram
observados efeitos toxicos do ultra-som sobre o organismo materno. Também
no ultra-som pulsado ndo houve efeito sobre os fetos no periodo de pré-
implantacdo, mas as ondas continuas induziram aumento do peso relativo do
coracdo, figado, pulméo e dos rins. No periodo de implantagéo do blastocisto, o
ultra-som pulsado causou diminuicdo do peso da placenta, e as ondas

continuas acarretaram aumento do peso absoluto do cérebro e do coracao.
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