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Estimulacao ultra-sdnica pulsada e continua no processo cicatricial
de ratos submetidos a celiotomia

Pulsed and continuous ultrasound stimulation in rats healing celiotomy

Débora Cristina Olsson! Vera Maria Villamil Martins**
Edison Martins? Alexandre Mazzanti®

RESUMO

Para avaliar a cicatrizagdo de feridas cirdrgicas
da parede abdominal de ratos submetidos a celiotomia,
utilizou-se a terapia com ultra-som (US) nos modos continuo
e pulsado. Foram utilizadas 45 ratas, separadas em trés grupos
experimentais com 15 animais por grupo. A cicatrizagdo da
parede abdominal foi avaliada por esteriometria, sendo
consideradas a proporgdo volumétrica dos constituintes
tissulares e celulares de amostras de tecidos obtidos da parede
abdominal as zero, 48, 96 e 144 horas apos a celiotomia. Vinte
e quatro horas apds a intervengdo cirdrgica, iniciou-se a
aplicagdo de ultra-som (US) sobre a ferida. Os resultados
obtidos com a aplicagdo de US no modo pulsado as 48 horas
mostraram maior proporgdo volumétrica de células
polimorfonucleares (PMN) e fibroblastos quando comparados
com o grupo controle e com o grupo que recebeu aplicagdo de
US no modo continuo (P<0,05). Esses resultados mostram
que a aplicacéo de US no modo pulsado auxilia na cicatrizagdo
de feridas cirlrgicas produzidas apds celiotomia.

Palavras-chave: ultra-som, cicatrizagdo, fisioterapia, rato.
ABSTRACT

In order to evaluate the healing process of surgical
injuries on 45 rats submitted to celiotomy, ultrasonic continuous
and pulsed energy was utilized. Forty-five female rats were
used, separated in 3 experimental groups with 15 animals in
each group. Healing was evaluated by stereometry, considering

the volumetric proportion of the material in cellular and tissue
samples, obtained from the abdominal wall biopsies at 0, 48,
96 and 144 hours after celiotomy. Ultrasound application on
the surgical site was made 24 hours after the intervention.
Results obtained with the application of ultrasound in the pulsed
variety at 48 hours showed a larger volumetric proportion of
polymorphonuclear cells and fibroblast when compared to the
control group and to the group which received ultrasound
application in the continuous variety (P< 0.05). These results
showed that the ultrasound application in the pulsed way can
be recommended in the treatment of surgical wounds in the
abdominal cavity.

Key words: ultrasound, healing, physiotherapy, mice.

INTRODUCAO

Os procedimentos cirurgicos realizados no
interior da cavidade celomica e nas dareas
retroperitoniais tém como via de acesso a parede
abdominal, considerando-se a celiotomia uma das
praticas cirtrgicas mais freqiientes (FRY & OSLER,
1991).

Em humanos, a deiscéncia, caracterizada
pela separagao dos planos profundos, ocorre entre zero
¢ 6% das celiotomias, com taxas de mortalidade que
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variam entre 9 e 44% (SUTTON & MORGAN, 1992).
Na medicina veterinaria, a celiotomia ventral na linha
média é a via de acesso mais utilizada para abordagem
cirirgica em eqiiinos com colica (PAGLIOSA & ALVES,
2004). Nesta espécie, as complicagdes incisionais
podem chegar a 35% (KOBLUCK etal., 1989).

Essas intercorréncias retardam a cicatrizagao
da ferida cirurgica, aumentam o periodo de
convalescenga, e podem ser fatais (KOBLUCK et al.,
1989; PAGLIOSA & ALVES, 2004), além de aumentar
0s custos com o tratamento.

Para auxiliar na cicatrizagdo das feridas
cirtirgicas provenientes de celiotomias, busca-se
recursos terapéuticos fisicos que melhorem a qualidade
e a velocidade de cicatrizagdo. O ultra-som ¢ uma
modalidade de terapia fisica amplamente utilizada para
tratar lesdes em diversos tecidos (STARKEY, 2001;
KORSTIJENS etal., 2004). Este recurso aumenta o fluxo
sangiiineo, a permeabilidade de membranas (STARKEY,
2001) e a ativagdo de fibroblastos, com aumento na
producdo de colageno (KORSTJENS et al., 2004).

Muitos trabalhos realizados com terapia
ultra-s6nica mostraram resultados promissores; porém,
ainda ndo ha um consenso quanto ao tempo, dosimetria
e modo de aplicacdo do ultra-som como auxiliar do
processo cicatricial. Diante desses questionamentos,
este estudo se prop0s a avaliar os efeitos do ultra-som
terapéutico nos modos continuo e pulsado sobre a
cicatrizacdo de feridas produzidas durante a celiotomia
em ratos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Nucleo de
Fisiatria Veterinaria do Hospital Veterinario (HCV) Lauro
Ribas Zimmer do Centro de Ciéncias Agroveterinarias
da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC).
Foram utilizadas 45 ratas da linhagem Wistar com trés
meses de idade e peso entre 250 e 300g. Os ratos foram
mantidos em gaiolas individuais, recebendo 4gua e
racdo ad libitum por seis dias. Durante o experimento,
foram cumpridas as exigéncias de conforto e bem-estar
dos animais, de acordo com as normas do comité de
ética em experimentacdo animal (CETEA) da UDESC.

Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em trés grupos experimentais, com 15
ratas por grupo, sendo que cada grupo correspondeu
a um tratamento. No tratamento I, os animais nio
receberam ondas ultra-sonicas (testemunha); no
tratamento II, os animais foram submetidos a aplica¢des
de ultra-som? no modo continuo, na intensidade de
1W cm?, freqiiéncia de 1MHz, durante cinco minutos,
sobre a incisdo cirurgica. No tratamento 11, os animais

foram submetidos a aplicagdes de ultra-som no modo
pulsado, na mesma intensidade, freqiiéncia de 1IMHz
por cinco minutos, sobre a secgdo cirirgica.

Cada grupo foi subdividido em trés
subgrupos de cinco animais, para avaliar, nos tempos
de zero, 48, 96 e 144 horas ap0s a intervengao cirtirgica,
o efeito das aplicagdes ultra-sonicas.

No inicio do experimento, todos os animais
foram submetidos a celiotomia mediana pré-
retroumbilical. Para a intervencdo cirargica, elas foram
anestesiadas em aparelho de contencdo com fluxo de
halotano® e oxigénio de aproximadamente 2,0lm™,
tricotomizadas na area cirirgica e submetidos a
celiotomia pré-retroumbilical.

Ap6s anti-sepsia com alcool-iodado a 2%,
fez-se, com bisturi (1dmina 4), uma incisdo penetrante
de aproximadamente 4cm na linha média ventral. De
todos os ratos retirou-se um fragmento de 1cm? de cada
lado da incisdo cirtrgica, totalizando um fragmento de
2cm?, contendo todos os tecidos da parede abdominal
para avaliagdo histologica. Para mensurar os cortes,
foi usado um molde plastico de 2cm?; em seguida,
suturou-se separadamente os tecidos da parede
abdominal (musculo obliquo abdominal externo, tecido
subcutaneo e cutdneo) com fios mononailon®, 2-0,
através de pontos simples eqiiidistantes.

Apds o procedimento cirirgico, todos os
animais receberam analgésico (flunixim meglumine?®) em
dose inica de 2,5mg kg™! por via intramuscular. Vinte e
quatro horas apds a intervengao cirurgica, iniciou-se a
aplicacdo de ultra-som sobre a ferida, nos animais
incluidos nos tratamentos II e III. Naqueles
pertencentes ao tratamento I, realizou-se o mesmo
procedimento, porém com o aparelho de ultra-som
desligado.

No dia e hora zero do experimento, de 15
(tratamento I, II e III) dos 45 animais, foram retirados
fragmentos de 2cm? da parede abdominal, mantendo a
incisdo centralmente a esses dois centimetros, para
avaliacOes histomorfométricas dos constituintes
celulares e tissulares. O mesmo procedimento foi
realizado em cinco animais de cada tratamento as 48, 96
¢ 144 horas ap0s a cirurgia. Apos as cirurgias e colheitas
de fragmentos as 48, 96 e¢ 144 horas, a anestesia foi
aprofundada até o ¢bito dos animais.

Os fragmentos de tecidos da parede
abdominal (tecido cutineo, subcutaneo, musculo
obliquo abdominal externo e peritonio) foram fixados
em formalina tamponada a 10%, pH 7,2 por 24 horas e
processados por técnicas rotineiras. Os cortes
histologicos com espessura de Sum foram distanciados
entre si, no minimo a cada 50pm. De cada espécime
colhido, confeccionou-se seis laminas histologicas,
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sendo trés coradas por Hematoxilina-Eosina e trés por
Tricomico de Gomori. As laminas foram examinadas ao
microscopio Optico nos aumentos de 100X, 200X e
400X.

Os cortes histologicos foram avaliados por
esteriometria(DUBROVSKAIA, 1991; ERIKSEN et al.,
1994) para determinar, em cada tratamento e tempo, a
proporgdo volumétrica de fibroblastos, colageno,
angiogénese, células polimorfonucleares e
mononucleares. Para a esteriometria, utilizou-se
objetiva de 40 vezes e ocular de 10 vezes, dotada de
reticula com 400 pontos eqiiidistantes. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em fatorial (3
X 4), que corresponde aos trés tratamentos e aos quatro
tempos (COCHRAN & COX, 1957).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantidade da propor¢ao volumétrica de
células PMN no tratamento I aumentou até as 96 horas,
sendo a proporg@o volumétrica maior as 96 horas do
que as 48 horas, diminuindo sensivelmente as 144 horas
(Figura la e 2a). No tratamento II, o comportamento foi
similar ao tratamento I, porém a intensidade de células
PMN as 96 horas nao diferiu (P=0,05) daquela
observada as 48 horas (Figura 2a).

No tratamento III, a maior quantidade de
células PMN foi observada as 48 horas, diferindo dos
tratamentos | e [I. Segundo RANTANEN etal. (1999),
cerca de seis horas ap6s uma injdria, a margem da ferida
contém fagocitos e, por volta das 24 horas, ha um
predominio de células polimorfonucleares, diminuindo
nas 48 horas seguintes, o que estad de acordo com os
resultados verificados no presente experimento, para
o tratamento III. Estes resultados mostram que a
aplicagdo do ultra-som no modo pulsado estimula mais
precocemente a quimiotaxia para células PMN e
conseqlientemente diminui o tempo do processo
inflamatorio

Na proporg¢ao volumétrica de células (Figura
1b e 2b), o tratamento I (testemunha) demonstrou
aumento as 48 horas, diminuindo as 96 horas e
mantendo a mesma intensidade as 144 horas. No
tratamento II (Figura 2b), ndo houve diferenga na
intensidade de células mononucleares nos tempos de
48,96 e 144 horas; porém, houve aumento significativo
quando comparada com os valores obtidos a zero hora
(Figura 1b), o que significa que quanto maior for a
duracdo do processo inflamatorio, menor serd a
possibilidade de regeneracdao (ROMO III &
McLAUGHLIN, 2003). No tratamento III, a maior
intensidade ocorreu as 48 horas, diminuindo
progressivamente (P<0,05) as 96 ¢ 144 horas,

respectivamente (Figura 2b). Esses achados também
foram observados por RANTANEN et al. (1999), ao
verificarem que, apos 48 horas de evolugdo, o nimero
de células PMN diminuiu sensivelmente, passando o
exsudato a ser constituido predominantemente por
macrofagos. No tratamento 111, a intensidade de células
mononucleares foi menor as 96 e 144 horas, do que
aquelas observadas nos tratamentos I e II (P<0,05)
(Figura 2b). Isso caracteriza que, no tratamento III, o
processo inflamatorio foi de menor intensidade.

Na verificagdo da propor¢ao volumétrica de
fibroblastos (Figuras 1d e 2d), no tratamento I, a
proporc¢do volumétrica de fibroblastos nos tecidos
adjacentes a incisao, as 48 horas, foi superior aquela
observada no momento da intervengdo cirirgica
(P=0,05), mantendo-se similar as 96 horas. Entretanto,
as 144 horas, a propor¢do volumétrica foi maior em
relag@o aos tempos anteriores (P=0,05) (Figura 1d). A
aplicagéo do ultra-som no modo continuo (tratamento
1), determinou um aumento progressivo da proporgao
volumétrica de fibroblastos das zero as 144 horas, em
que os quatro tempos analisados diferiram entre si
(P=0,05). No tratamento III, houve um aumento na
propor¢do volumétrica entre as zero, 48 ¢ 96 horas,
porém, as 144 horas, a propor¢do ndo diferiu daquela
observada as 96 horas (Figura 2d). O tratamento com
ondas ultra-sonicas pulsadas interferiu positivamente
no processo de reparo quanto a proliferacdo de
fibroblastos na rapida remodelagem da ferida cirargica.

Os tratamentos I e II foram semelhantes
quanto a propor¢do volumétrica de fibroblastos as 48
¢ 96 horas, com menor aumento desse indice no
tratamento II, as 144 horas. No entanto, no tratamento
III, as 48 horas, a propor¢do volumétrica foi maior
quando comparada aos tratamentos I e IT (P=0,05). No
tratamento III, a propor¢do volumétrica de fibroblastos
apresentou um comportamento diferente dos demais
tratamentos, com maior propor¢do volumétrica de
fibroblastos, ja a partir das 48 horas, mantendo-se até
as 144 horas (Figura 1d).

Segundo a publicagdo de ROMO III &
McLAUGHLIN (2003), os fibroblastos comegam a migrar
para as margens da ferida em torno das 48 horas, quando
aumentam em nimero, tornam-se ativados, com inicio
da sintese dos componentes da matriz extracelular.

A rapida capacidade cicatricial foi verificada
pela expressiva ativagdo da fibroplasia, que esta
presente na fase de proliferacdo celular, e que é
extremamente importante na formagdo do tecido de
granulacdo, incluindo fibroblastos, células
inflamatorias e componentes neovasculares. Estas
caracteristicas foram verificadas de forma precoce no
presente experimento, quando da aplicacdo de ultra-
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som pulsado. O uso desse tipo de energia também é
descrito por YOUNG & DYSON (1990) em lesdes de
pele, sobre as quais observaram aumento na quantidade
de fibroblastos, do tecido de granulacdo e diminuig¢ao
de leucdcitos no grupo tratado, em relagdo ao grupo
controle.

A intensidade de 1W cm?, freqliéncia de
IMHz e tempo de cinco minutos utilizados neste
experimento produziram efeitos tissulares positivos,
ndo sendo observados danos celulares. Segundo
FERNANDES et al. (2003) e BYL et al. (1992),
dependendo da intensidade, tempo e freqiiéncia das
aplicagdes, podem haver danos teciduais, retardando
acicatrizagdo.

Resultados positivos sobre a cicatrizagao
de feridas produzidas em suinos também foram
verificados por BYL et al. (1992), ao utilizarem a
freqiiéncia de IMHz, intensidade de 0,5W cm por
trés dias. Os autores observaram aumento significativo
na forga de contrag@o e taxa de cicatrizagdo do grupo
tratado.

A fase de fibroplasia também caracteriza-se
pela presenca de colageno, sendo composto
principalmente de glicina, prolina e hidroxiprolina,
sendo que, para sua formagdo, requer enzimas
especificas que exigem co-fatores como oxigénio e
acido ascorbico, dai suas deficiéncias levaram ao
retardo da cicatrizagdo. De acordo com BYL etal. (1993),
o aumento da fibroplasia com a aplicac¢do de ultra-som
pulsado na freqiiéncia de IMHz, intensidade de 1,5W
cm?, evidencia aumento nos niveis de fibroblastos,
hidroxiprolina e colageno, quando utilizado uma
intensidade ultra-sonica menor.

A intensidade da proporcao volumétrica de
angiogénese foi semelhante entre os trés tratamentos
e verificou-se aumento significativo (P=0,05) da
neovascularizac¢do as 48 horas, mantendo-se as 96 e
144 horas (Figura 1¢). No tratamento 111, as 144 horas, a
angiogénese foi menor do que nos tratamentos I e II, e
menor do que as 96 horas, o que poderia estar
relacionado com a precocidade de resolugdo do
processo cicatricial, uma vez que a resposta inflamatoria
foi de menor duragdo neste tratamento (figuras Ic e
2¢).

Estes achados estdo de acordo com o
estudo desenvolvido por SHWEIKI et al. (1992), ao
verificarem que, na privagdo de oxigénio, as células
liberam fatores angiogénicos e ocorre a formagao de
novos capilares, porém com a diminui¢@o do processo
inflamatorio, esses capilares regridem ou desaparecem.
Segundo os mesmos autores, a neoangiogénese €
essencial para o processo de reparacdo, porque pode
garantir um abundante suporte de O, para a drea lesada

e aremogdo do CO, e outros metabolitos. A presenga
de oxigénio também ¢ fundamental para a hidroxila¢ao
dos aminoacidos lisina e prolina e para a formagao do
colageno e sua maturacdo. Verificou-se que, nos trés
tratamentos, a intensidade da angiogénese foi
semelhante nos tempos 48, 96 ¢ 144 horas (Figura 2c¢),
com um aumento significativo em relacdo ao tempo
Zero.

Estes resultados diferem daqueles
observados por KOECKE (2003), ao trabalhar com
reparo de tenddes, e FERNANDES et al. (2003), ao
estudarem os efeitos de ultra-som na regeneragdo
muscular, os quais concluiram que, na avaliagdo
histolégica, a neovascularizagdo foi pronunciada.
Provavelmente essa observacdo se deva a dosimetria,
as estruturas anatomicas e ao tempo de irradiacdo, uma
vez que pequenas variagdes na freqiiéncia, poténcia,
tempo e forma de aplicagdo podem gerar resultados
diferentes (FERNANDES, etal.,2003; BYL etal., 1992),
devido a complexa interagdo do ultra-som com os
tecidos.

A propor¢do volumétrica de colageno
(Figuras le e 2¢) nos trés tratamentos foi similar as
zero, 96 ¢ 144 horas, sendo que, no tratamento I e
tratamento no II, as propor¢des volumétricas de
colageno as 48 horas foram inferiores as encontradas
no tratamento IIT (Figura 1¢). No tratamento I, ocorreu
aumento de colageno as 96 horas apds a incisdo
cirurgica. No tratamento I, a propor¢@o volumétrica de
colageno foi similar as 48 horas e as 96 horas,
apresentando maiores indices que aqueles observados
as zero ¢ 144 horas. No tratamento III, a maior
intensidade de colageno foi observada as 48 horas,
sendo significativamente superior aquela encontrada
as zero, 96 e 144 horas (Figura 2c¢). Dentre os
tratamentos e os tempos, a maior propor¢ao volumétrica
de coldgeno ocorreu no tratamento III, as 48 horas,
diferindo dos demais tratamentos neste mesmo tempo.
As zero e 144 horas, ndo houve diferenca entre os
tratamentos. Confrontando os resultados obtidos para
fibroblastos e para colageno, observou-se que a maior
fibroplasia ocorreu até as 96 horas, com a aplicagéo de
ultra-som no modo pulsado (tratamento III), e que a
maior producdo de colageno foi observada no mesmo
tratamento, as 48 horas.

Embora fosse esperado que a maior
propor¢do volumétrica de colageno (tratamento I11) as
48 horas estivesse associada a maior fibroplasia
(tratamento III, as 96 horas), deve-se levar em
consideragao as observacdes de RODLAND et al.
(1990), ao verificarem que a ativagdo dos fibroblastos
se faz por diversos fatores, incluindo o fator de
crescimento derivado das plaquetas (PDGF), que expde
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Figura 1 - Fotomicrografia de processo cicatricial de celiotomia em ratos submetidos a terapia ultra-sonica pulsada e continua. a)
tratamento I, as 144 horas, presenca de grande quantidade de células polimorfonucleares (seta): b) tratamento II, as 96
horas, grande quantidade de células mononucleares (seta); c) tratamento II, as 96 horas, intensa neovascularizagdo (seta); d)
tratamento III, as 144 horas, presenca de grande quantidade de fibroblastos (seta); e) tratamento III, as 48 horas, grande
quantidade de colageno (seta). 320X.
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receptores para outros fatores de crescimento. Entre
esses, inclui-se o fator basico de crescimento para
fibroblastos (FGFb), produzido pelos proprios
fibroblastos e pelas células endoteliais com agéo
mitogénica e também pela inducdo da sintese dos
componentes da matriz extracelular.

No entanto, segundo FALANGA et al.
(1988), o FGFDb tanto pode estimular quanto inibir os
fibroblastos, tornando-se importante no mecanismo de
retroalimentacdo da sintese e degradagao do colageno,
bem como na propria cicatrizacdo da ferida. A
interleucina 1 (IL-1), fator de crescimento de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e fator de necrose tumoral (TNF)
produzidos por macréfagos também sdo estimuladores
potentes da sintese de colageno pelos fibroblastos,
embora ndo tenham efeito mitogénico sobre essas
células (ROMO & McLAUGHLIN, 2003).

CONCLUSOES

Os resultados obtidos nas condi¢des em
que foi realizado o experimento permitem concluir que
em feridas cirtirgicas produzidas na parede abdominal,
a aplicac@o do ultra-som no modo pulsado, com doses
na freqiiéncia de IMHz e intensidade de 1W cm™ reduz
o tempo da reagdo inflamatoria e acelera a cicatrizagéo,
favorecendo precocemente a reparagdo tecidual, sendo
seus efeitos superiores aos do modo continuo.
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