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RESUMO: Objetivou-se comparar a evolugdo da cicatrizagdo de feridas cirurgicas com cinco protocolos de tratamento através de analise
planimétrica. Grupos de 12 ratos Wistar, foram alocados em cinco estudos experimentais: A- controle negativo ; B- ferida cirurgica, tratada
com ultrassom terapéutico (UST) desligado ; C- ferida tratada somente com citrato de sildenafila ; D- ferida tratada com citrato de sildenafi-
la e UST e grupo E-ferida tratada somente com UST. A evolugao cicatricial foi acompanhada diariamente e avaliada por imagem fotografica
computadorizada aos sete, 14 ¢ 21 dias. A aplicagdo do UST pulsado, com doses IMHZ e 0,4Wcm? reduziu o tempo de cicatrizagio epitelial
em condigdes experimentais, favorecendo precocemente a reparagdo tecidual com efeitos qualitativos superiores ao tratamento com citrato
de sildenafila (CS). A mensuragao computacional para evolugdo da cicatrizagdo de ferida dérmica mostrou-se um recurso de facil aplicagio
sendo de baixo custo e eficiente para a aplicabilidade na rotina médica veterinaria.

PALAVRAS-CHAVE: Cicatrizacdo. Derme. Fonoforese. Fosfodiesterase tipo 5.

COMPUTERIZED MEASUREMENT OF THE EVOLUTION OF CICATRICIAL AREA TREATED WITH ULTRASOUND
AND SILDENAFIL CITRATE

ABSTRACT: This study aimed at comparing the evolution of healing of surgical wounds with five treatment protocols through planimetric
measurement. Groups of 12 Wistar rats were allocated in five experimental studies: A — negative control; B — surgical wound treated with
therapeutic ultrasound turned off; C — surgical wound treated with sildenafil citrate; D — wound treated with sildenafil citrate and therapeutic
ultrasound; and group E — wound treated only with therapeutic ultrasound. The healing progress was monitored daily and assessed by
computed photographic image at seven, 14 and 21 days. It was concluded that the application of pulsated therapeutic ultrasound on surgical
wounds at 1 MHz and 0.4Wcm? doses reduces the epithelial healing time in experimental conditions, favoring the early repair of tissue
with qualitative effects superior than the ones found in the treatment with sildenafil citrate (SC). The computational measurement for the
evolution of the dermal wound healing proved to be an easy-to-apply resource, with a low cost and great efficiency for the applicability in
the veterinary medical routine.

KEYWORDS: Healing. Dermis. Phosphodiesterase type 5. Phonophoresis.

Introducéo regenerativo, restabelecer a fungdo fisiologica da regiao afe-
tada, porém, a auséncia de elementos como o colageno, pode

A maioria dos estudos desenvolvidos na area de re- interferir no resultado final da cicatrizagdo (OLSSON et al.,

paragdo tecidual tem como objetivo acelerar o mecanismo  2006). A reparagdo de ferimentos inicia apds uma les@o e sua
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interferéncia corresponde a uma combinagdo de eventos in-
cluindo deiscéncia da ferida, cicatrizagdo retardada, contra-
turas, infecgdes, insuficiéncia arterial e congestido venosa que
desempenham papéis importantes (HEDLUNG, 2007; FAR-
SAEI et al., 2015), como a perfusdo insuficiente que pode
causar uma ferida cronica ou necrose, dependendo o grau de
isquemia (ARSLANTAS; ARSLANTAS, 2015).

Com base nestes mecanismos, modalidades fisicas
como ondas mecanicas e farmacoldgicas como, simpatoliti-
cos, vasodilatadores, inibidores da prostaglandina, e libera-
dores de radicais livres tém sido estudados como potencial
de melhoria na sobrevida dos tecidos, porém, com variagdes
nos graus de sucesso (PELIZZARI et al., 2012; FARSAEI et
al., 2015).

Recentemente, pesquisas experimentais tém sido
focadas em diferentes efeitos do citrato de sildenafila (CS)
um inibidor da fosfodiesterase conhecido por seus efeitos
na disfungdo erétil e no processo de cicatrizagdo de ferida
(ARSLANTAS; ARSLANTAS, 2015). Esse processo inclui
o oxido nitrico (NO) que contribui para a vasodilatagdo ¢
neoangiogénese, além de auxiliar na regulagdo, proliferagdo
celular, sintese de colageno e epitelizacdo (FARSAEI et al.,
2015). Como o CS aumenta a liberagdo de NO, esta sendo
usado para o reparo de lesdes (GURSOY et al., 2014).

Além dos recursos quimicos, a possibilidade de es-
timular o fechamento de lesoes por meio de recursos fisicos,
como as ondas mecanicas, tem sido objetivo de investigagdo
de inimeros pesquisadores (OLSSON et al., 2006; BATKIR
et al., 2018). Por esse motivo e diante de questionamentos
sobre o tratamento de feridas com meios fisicos ¢ quimicos,
este estudo se propos acompanhar a evolucdo cicatricial de
ferida iatrogénica e analisar macroscopicamente, por meio
de planimetria para mensuragdo da area da lesdo, os efeitos
de ondas mecanicas do ultrassom terap&utico (UST) pulsado,
em modalidade fonoforese com CS como adjuvante na cica-
trizacdo epitelial.

Material e Métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité em Etica de
Uso de Animais (CEUA) do Instituto Federal Catarinense —
Campus Concordia, SC, protocolo n® 30/2015.

Utilizaram-se ratos Wistar albinos (Rattus norve-
gicus), machos, provenientes do biotério central da Univer-
sidade Federal de Santa Catarina (UFSC), quatro meses de
idade, pesando 400 a 500g. Os animais foram alojados em
gaiolas, de acordo com CONCEA (Resolugdo normativa n°
15 de 16/12/2013), durante quinze dias, para aclimatizacdo e
adaptag@o ambiental ¢ humana. A temperatura ¢ a umidade
relativa do ar foram controladas entre 22°C (£2°C) e 55%
(£5%) respectivamente. Disponibilizou-se ra¢do comercial
peletizada especifica para a espécie e agua ad libitum (KI-
LKENNY et al., 2010).

Alocaram-se 0s animais em cinco grupos experi-
mentais (A, B, C, D ¢ E) com 12 ratos. Os animais do gru-
po A foram submetidos & indugdo de ferida cirurgica e nao
receberam tratamento; O grupo B foi submetido a indugéo
de ferida seguido de gel acoplamento hidrossoltivel e trata-
do com UST desligado, por cinco minutos; Nos animais do
grupo C foi realizada indugdo de ferida e receberam trata-
mento topico com 10mg de citrato de sildenafila (CS) (BAS-
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SON et al., 2002; DERICI et al., 2010; PAAUW et al, 2017,
KULSHRESTHA et al., 2019) sobre a lesdo; No grupo D
apos inducdo cirtrgica, foi utilizado o tratamento topico com
10mg de CS seguido de UST pulsado, por cinco minutos;
Os animais do grupo E receberam tratamento somente com
UST com gel acoplamento hidrossoliivel por cinco minutos.
Todos os animais foram redistribuidos em trés subgrupos de
quatro animais de acordo com o tempo de avaliagdo planimé-
trica aos sete, 14 e 21 dias.

Para a indugdo anestésica, os animais foram subme-
tidos a anestesia geral inalatdria, com isoflurano, vaporiza-
do em oxigénio a 100%, ao efeito, administrado por meio
de mascara facial. Foi feita uma incisdo de 1,5¢cm? na regido
dorsal caudal da borda escapular, demarcada com molde va-
zado e lapis dérmico precedido por tricotomia ¢ receberam
analgesia com cloridrato de tramadol (Smg/kg), por via intra-
peritoneal no pds-operatorio imediato. Nos grupos que rece-
beram CS, o gel permaneceu por cinco minutos sobre a feri-
da. A frequéncia do UST utilizada foi protocolada em 1MHz,
ERA 3,5cm?, modo pulsado, com intensidade de 0,4Wcm?
em movimentos circulatérios continuos (BYL et al., 1992;
OLSSON et al., 2006; PELLIZARI, et al., 2012).

A analise da evolug¢do cicatricial foi realizada com
base na avaliacdo fotografica planimétrica da area da lesdo.
Sob 0 método manual de contengdo, os animais foram po-
sicionados ventro-dorsalmente e com uma camera digital
(SONY NEX-C3®), fixada em 15cm de altura por um tripé,
obtiveram-se os registros fotograficos utilizando ao lado da
ferida uma régua para delimitar o tamanho da lesdo (em cm?).
Foram fotografadas trés imagens da ferida de cada animal; a
primeira, ndo se posicionou a régua, na segunda imagem a
régua foi posicionada horizontalmente ao lado da ferida e, na
ultima imagem, posicionou-se a régua verticalmente ao lado
da ferida. A evolugao das feridas foi fotografada diariamente
para demonstrar a aparéncia do seu tamanho de forma qua-
litativa (FALCAO et al., 2001; FERNANDES et al., 2015).

As imagens foram transferidas para um computador
e com a ajuda do Software GIMP2® gratuito (FERNANDES
et al., 2015), onde mensurou e calculou-se a area e o proces-
so de cicatrizagdo diaria de todos os grupos. Apos a cicatri-
zagdo total das feridas realizou-se uma média entre os grupos
fixados na evolugao de reparo, relatando assim a efetividade
macroscopica entre os tratamentos no processo dos diferen-
tes protocolos.
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Figura 1: Fluxograma dos cinco grupos experimentais sub-
metidos a tratamento. A-grupo inducdo de ferida cirurgica
sem tratamento; B-grupo indugdo de ferida tratado com UST
desligado; C-grupo ferida tratada com 10mg de CS; D-grupo
ferida tratada com 10mg de CS e UST pulsado; E-grupo feri-
da tratada com UST pulsado.
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Evolugao cicatricial com ultrassom e sildenafila

As variaveis medidas foram testadas pela analise de
variancia (ANOVA). O modelo experimental foi o de blocos
inteiramente casualizados. Os contrastes de médias foram
avaliados pelo teste de Scheffé a 5% (<0,05) de probabilida-
de e para a confecgdo dos graficos utilizou-se o teste “t” de
Student (<0,05).

Resultados e Discussao

O fechamento de uma lesdo cutanea se da por con-
tragdo da ferida, entretanto, ndo ocorre disfungdo do tecido
nem perda de atividade nos tecidos de animais, ja em huma-
nos, uma contragdo demasiadamente pequena retarda o fe-
chamento com consequente deformidade e disfun¢do (FER-
REIRA et al., 2008). Na avalia¢ao diaria das feridas, neste
trabalho, ndo foi observado retardamento ou deformidade
tecidual assim como, sinais de infec¢@o ou sangramento que
pudessem interferir no mecanismo cicatricial.

Embora universalmente ndo haja uma metodologia
para determinar o tamanho de uma ferida, a escolha pelo mé-
todo de software computacional demonstra precisdo na leitu-
ra qualitativa da extensdo das lesdes, principalmente porque
ele considera o contorno irregular da lesdo nos estagios avan-
cados do processo cicatricial, desde grandes a pequenas fe-
ridas (FERNANDES et al., 2015), como foi o caso deste ex-
perimento com feridas iatrogénicas de 1,5cm? Porém, para
Falcdo et al. (2001) a escolha de planimetria com a utilizag@o
de papel grafico constitui um processo alternativo e de pre-
cisdo equivalente ao computacional e, para Medrano (2011),
pode-se usar ainda, como auxilio, um paquimetro tendo um
relégio como uma guia de medicdo. A escolha computacional
para esta pesquisa ocorreu devido a confiabilidade precisa da
demarcacdo, redug@o de margem de erro, facilidade de mani-
pulagdo do programa e facil acesso gratuito de seu software
nas redes sociais.

Apesar de o método computadorizado ser confiavel,
Farsaei (2015), preconiza a necessidade de dois avaliadores
treinados para as percepgoes visuais. Neste estudo utilizou-se
um avaliador para a captacdo e, de um avaliador para a deter-
minagdo das marcagdes antecipando as imagens. Entretanto,
Boyce; Logan (1994) ¢ Abu et al (2018) afirmam que qual-
quer método utilizado requer examinadores bem treinados,
mas sempre havera intra e intervariabilidade dos avaliadores,
portanto, o uso dos mesmos pesquisadores durante todo o es-
tudo torna fundamentada a abordagem e a metodologia mais
confiavel.

Nos resultados, as taxas médias de redugdo da area
(cm?) da lesdo cutdnea nos animais foram: -0,073, -0,087,
-0,069, -0,124 e -0,123 para os tratamentos A, B, C, D e E,
respectivamente (Tabela 1, Figura 2). Os tratamentos A, B e
C apresentaram as menores taxas de redugdo da area (cm?)
da lesdo e consequentemente maior tempo para cicatrizagdo
total (Tabela 1, Figura 2 e 3), até os 14 dias.

O grupo A e B, ao longo dos 18 e 16 dias respec-
tivamente, desenvolveram um tecido cicatricial prematuro
ao tempo previsto de avaliagdo final que seria de 21 dias
(Figura 3). A area média inicial da lesdo, imediatamente
depois de produzida no grupo A foi de 2,1cm?, diminuindo
para 0,46cm? no sétimo dia; 0,07cm? no décimo quarto dia ¢
0,0008 cm? no décimo oitavo dia de cicatrizagdo (Tabela 1,
Figura 3).
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Tabela 1: Médias e desvios padrao da area (cm?) da lesdo
cutanea cirurgica de ratos albinos Wistar (Ratfus norvegicus)
submetidos a diferentes protocolos de tratamentos A*, B**,
C** D** e E* .

DIA 7 DIA 14 DIA 21
GRUPO A | 0,46£(0,05) | 0,07(0,02) | 0,00(0,00)
GRUPO B | 0,49+(0,01) | 0,03+(0,02) | 0,00(0,00)
GRUPO C | 0,45+(0,06) | 0,00£(0,00) | 0,00+(0,00)
GRUPOD | 0,78+£(013) | 0,02+(0,01) | 0,00+(0,00)
GRUPOE | 0,86+(0,03) | 0,07(0,01) | 0,00(0,00)

*QGrupo Controle
**Grupos Tratamentos

No grupo B, a area média da lesdo foi de 1,4lcm?
de imediato e de 0,49cm? no sétimo dia, finalizando com
0,007cm? no dia 16. Assim como no grupo C, que recebeu
somente CS topicamente pelo tempo total de 21 dias, a area
média aos sete dias foi de 0,45cm?, aos quatorze dias 0,0cm?
demostrando que no décimo quarto dia de observagao a cica-
trizacdo apresentou-se completa (Figura. 3), entretanto, sua
média da taxa de reducdo da area apresentou-se maior que
as dos grupos D e E, apesar de o tratamento ter sido eficiente
(Tabela 1, Figura 3).

Os tratamentos dos grupos D e E apresentaram as
maiores taxas de reducgdo da area (cm?) da lesdo, implicando
em menor tempo até a cicatrizacdo total da ferida cirurgi-
ca (Figura 2, Tabela 1). O tempo total de cicatrizacdo entre
os grupos foi de 14 e 15 dias respectivamente (Figura 2 e
3). No grupo em que os animais receberam tratamento com
10mg de CS para fonoforese, a drea média total da lesdo foi
de 1,88cm?, de 0,78cm? no sétimo dia, € de e 0,02cm? no
décimo quarto dia, atingindo uma cicatrizagdo completa an-
tecipadamente aos 21 dias (Figura 3).

Para o tratamento E (GU) as avaliacdes foram de
2,2cm? na sua area total; 0,86 cm2 no sétimo dia e 0,07cm?2
no décimo quarto dia, desta forma, apresentando o menor
tempo de evolucdo cicatricial, diferindo estatisticamente
(p=0,05) daqueles valores correspondentes, no experimento
controle, tratados somente com gel acoplamento hidrossolu-
vel e somente com CS (Tabela 1).

Comparando todos os grupos, observou-se que ci-
catrizaram antes de 21 dias de tratamento. Este fato pode ser
atribuido ao tamanho da ferida, mas, apesar disso, os grupos
que receberam os tratamento C, D e E apresentaram uma me-
lhor resposta cicatricial que o grupo controle A e B. O grupo
C, apesar de ter completado sua cicatrizacdo em 14 dias, sua
area de mensuragao foi estatisticamente maior quando com-
parados aos grupos D ¢ E.

De acordo com Derici et al. (2010) em estudo do
efeito de CS em feridas, revelaram que aos quatro, 14 ¢ 21
dias a propor¢do volumétrica de células inflamatorias foi
menor nos grupos tratados que o controle e como resultado
obtiveram precocidade de cicatrizagdo e uma melhor for-
macdo de tecido de granulacdo aos cinco, sete e 10 dias e,
maior neovascularizacdo aos 14 dias. Resultado semelhante
foi observado neste experimento onde se percebeu macros-
copicamente um tecido com maior vitalidade e formacao de
granulacdo sem apresentar visualmente aparéncia de necrose
com completa cicatrizacdo aos 14 dias (Figura 3).
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O farmaco citrato de sildenafila (CS) pode represen-
tar uma terapia de resgate em pacientes que ndo respondem a
terapia epitelial convencional. Alternativamente, ele também
pode ser a primeira escolha em pacientes nos quais outros
medicamentos sao contraindicados ou de dificil acesso, con-
cordando com Giirsoy ef al. (2014) e Farsaei et al. (2015) que
referem ser o CS um novo agente para tratamento de feridas
abertas devido sua facilidade de administracdo e efeitos co-
laterais aceitaveis.

No tratamento D ¢ E, foram usados como tratamen-
to topico adjuvante e carreador da acdo medicinal pelas on-
das mecanicas da terapia ultrassonica. Os dois tratamentos
destacaram-se significativamente (p<0,05) quando compara-
dos aos outros grupos por apresentarem uma menor area de
mensuragio no qual revela melhor qualidade da cicatrizago
macroscopica. A rapida capacidade cicatricial foi verificada
pela expressiva reducdo de tamanho que pode ter ocorrido
sugestivamente por ativagdo da fibroplasia, presente na fase
de proliferacgdo celular incluindo formacgao de tecido de gra-
nulagdo, diminui¢do de células inflamatérias e componen-
tes neovasculares (OLSSON et al., 2006; GARBUIO et al.,
2018). As caracteristicas de evolucdo rapida foram verifica-
das de forma macroscoépica e através do estudo planimétrico
precocemente nesses grupos quando da aplicagdo do UST
pulsado.

Grupo A Grupo B

3,0 3,0

y=1,19-0,073x*
p<0,05, 1=0,69

y=1,42-0,087x*
p<0,05, 1>=0,75

»
=]
~
=]

Area (cm?)
=
Area (cm?)
5

0,0

e
=

0 5 10 15 20 25
Tempo (dias) Tempo (dias)
Grupo C Grupo D
3,0 307 «
y=1,10-0,069x* y=2,06-0,124x*
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Figura 2: Reducdo da area (cm?) da lesdo cutanea cirurgi-
ca de ratos albinos Wistar (Rattus norvegicus) submetidos
a diferentes tratamentos. A reta representa a regressao line-
ar ajustada aos dados, sendo, y=area da lesdo, x= tempo em
dias.
*Equagdes significativas pelo teste “t”, de Student (p<0,05).
A-ferida cirurgica sem tratamento; B-ferida tratado com UST des-
ligado; C- ferida tratada com 10mg de CS; D-ferida tratada com
10mg de CS e UST pulsado; E-ferida tratada com UST pulsado.
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Figura 3: Evolucao da cicatrizagdo tecidual da lesdo cutinea
cirargica de ratos albinos Wistar (Rattus norvegicus) subme-
tidos a grupos de tratamentos, avaliados por planimetria de
acordo com a area (cm?) e demarcadas pelo sofiware GIMP2
ao zero*, sete” e 14* dias, respectivamente.

Legenda: Imagem 1 — Grupo A; Imagem 2 — Grupo B; Imagem 3
— Grupo C; Imagem 4 — Grupo D; Imagem 5 — Grupo E. Software
GIMP2® .

Os protocolos usados neste experimento produziram
efeitos tissulares positivos, ndo sendo observadas alteragdes
nas feridas, entretanto, Fernandes et al. (2003) descrevem
que dependendo da intensidade, tempo e frequéncia das apli-
cacdes, podem haver retardo na cicatrizacao e ainda, referem
que quando utilizados o UST numa intensidade menor ocorre
maior ativagao de fibroblastos, hidroxiprolina e colageno.

Os grupos D e E utilizaram UST, porém, no grupo
D os resultados sugerem que a fonoforese pode ter causado
aumento da permeabilidade celular, incentivando a penetra-
¢do do CS na pele e essa absor¢do pode ser influenciada pelo
modo de onda pulsada (MILLER, 2000; PELIZZARI et al.,
2012; TAKLA; REZK-ALLAH, 2018). Fang et al. (1999) ¢
Silveira et a/.(2015) demonstraram em seu experimento que
o UST pulsado é mais efetivo na acentuagdo da permeabili-
dade, na inducdo da diminuigdo de estresse oxidativo e res-
posta inflamatéria do que o modo continuo, isso contradiz
os relatos descritos por Ciccone (1990) e Kozanoglu et al.
(2003) que verificam o predominio do modo continuo dos
estudos analisados.

No entanto, apesar de significativo, o grupo E, onde
o tratamento utilizou somente aplicagdo de UST pulsado (Fi-
gura 2) apresentou dentre eles, a menor area de mensuracgdo
da ferida e maior rapidez na cicatrizacdo das lesdes. Esses
achados estdo de acordo com Byl ef al. (1992) e Batkir et al
(2018) que afirmam que a precocidade de resolugdo cicatri-
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cial em estudos que utilizam UST pulsado esta na diminuigao
do processo inflamatoério, aumento na for¢a de contragdo e
taxa de cicatrizagdo do grupo tratado e isso se deve provavel-
mente a dosimetria escolhida.

O uso do UST, com frequéncia de IMHz, intensi-
dade de 0,4Wcm? por cinco minutos nos tratamentos D ¢ E,
com ou sem o uso de CS se mostrou mais eficiente em ace-
lerar o processo de cicatrizagdo de lesdes cutaneas (Figura 2
e 3). Estes achados estdo de acordo com o estudo realizado
por Olsson ef al. (2006) ao verificarem que em feridas cirtr-
gicas produzidas na parede abdominal a aplicagdo do UST
no modo pulsado, com doses da frequéncia de 1IMHz ¢ in-
tensidade de 1Wcm? reduz o tempo de reacgdo inflamatoria e
acelera a cicatrizagdo, favorecendo precocemente a repara-
¢do tecidual.

Farcic et al (2018) estudaram sobre os efeitos do
UST pulsado no tenddo de caes e ratos respectivamente, uti-
lizando uma intensidade de 0,5Wcm? e concluiram que nos
tendoes tratados ocorreu maior formagdo de fibras, organi-
zagdo de colageno e aceleracdo do reparo tecidual. Ainda na
espécie canina, Souza (2008) observou os efeitos do UST
pulsado com intensidade de 30mWcm? como adjuvante na
consolida¢do oOssea, sugerindo que este tipo de tratamento
pode auxiliar no reparo de fraturas de ossos longos. Outros
autores também confirmam a aceleragdo do processo de ci-
catrizagdo tecidual através do uso do UST, como ¢é o caso
de Freitas et al. (2006) e Filho ef al., (2018) que afirmaram
ser a terapia por UST uma forma mecanica que influéncia
a atividade das células, plaquetas, mastdcitos, macrofagos e
neutrdfilos envolvidos na fase inflamatdria do processo de
regeneracdo tecidual, acelerando o processo de cicatrizagdo,
reduzindo o dano oxidativo durante o reparo.

Conclusao

Os resultados obtidos permitem concluir que em
feridas cirargicas produzidas na pele, a aplica¢do do ultras-
som no modo pulsado, com doses na frequéncia de IMHz e
intensidade de 0,4Wem? reduz o tempo de cicatrizagdo me-
diante de analise planimétrica, favorecendo precocemente a
reparagao tecidual, sendo seus efeitos qualitativos superiores
ao tratamento com citrato de sildenafila. A analise compu-
tacional mostrou-se eficiente para a aplicabilidade na rotina
veterinaria.
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