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1. Introducéo

A reparacdo de feridas € um processo que integra complexos eventos biol 6gi cos e moleculares, com forte interferénciaentre células e
0 microambiente ao redor. Compreende varias fases: coagulagdo, inflamacdo, migracdo, proliferacdo e remodelagdo, que se
sobrepdem no tempo e no espaco (LIU et a., 2009). As fases cléssicas da cicatrizagdo sdo: inflamatoria, proliferativa e maturagdo
(BARBUL, 1993). Aslesdes tegumentares nos pacientes diabéticos sdo cronicas, pois o processo de cicatrizacdo é prejudicada, sdo
dificeis de tratar, e ndo respondem positivamente a varios tipos de tratamento. Sdo conhecidas por terem uma recuperagéo lenta,
devido a deficiéncias fisiolégicas como propencdo a infecgdo, desenvolvem gangrena, que pode levar a amputagdo, caso ndo sgja

intituido e iniciado tratamento precoce e adequado (MANSBRIDGE et al., 2001) Nessas Ulceras, a regeneracdo pode ser bloqueada
em diferentes fases, perdendo a sincronia regquerida para uma regeneracdo normal e rapida. A lentidéo na regeneracdo pode ter tanto
causas intrinsecas: hiperglicemia, neuropatia, macro e microangiopatias, como extrinsecas: infeccfes, formagdo de calos e excessiva
pressdo no local da ferida (LOOT et a., 2002). Fibroblastos isolados de Ulceras em diabéticos apresentaram-se quiescentes, com
resposta menor a vérios fatores de crescimento. Macr6fagos mostraram uma diminui¢do na liberagéo de vérias citocinas, incluindo o
fator de necrose tumoral (TNF-?), interleucina (IL-1?), efator de crescimento endotelial vascular | (VEGF). Estes fatores, assim como
a propria hiperglicemia e avango na aterosclerose, comprometem a circulagdo e pode contribuir para complicar 0 microambiente,
resultando na lentid@o da regeneragdo (DINH; VEVES, 2005) Outro evento importante, que ocorre durante os primeiros estagios da
cura é areepitelizagéo, envolvendo amigracao, proliferacdo, e diferenciagdo dos queratindcitos da margem da ferida, que migram em
direcéo ao centro da mesma. Uma reepitelizagdo adequada requer ndo somente o desenvolvimento de uma camada continua da
epiderme, mas também sua total diferenciacdo, bem como interagdo com a derme. A epiderme constitui uma barreira contra a
infeccdo e mantém a homeostase, especialmente em situactes de prejuizo na cicatrizacdo, como no caso do diabetes (COULOMBE,
2003). Tratamentos que acelerem estes eventos (angiogénese e reepitelizagdo) podem contribuir para a reparacdo de feridas,
principalmente no tratamento de feridas crénicas, comum no diabetes. Fundamentada por evidéncias cientificas a estimulacdo
elétrica de alta voltagem (EEAV) vem ganhando aceitacdo tanto na pesquisa quanto na area clinica para o tratamento de feridas.
Trata-se de uma corrente pulsada monofasica de pico duplo, com duracdo de pulso variando de 5 a 100 ?s (microssegundos) com
tensdo acima de 100 V (DAVINI et a., 20058). Embora haja na literatura varios trabalhos como os de Rogenski e Santos (2005),
Davini et a., 2005b e Silva et al., (2010), que mostram os efeitos positivos da EEAV em Ulceras crénicas, ha escassez de estudos que
avaliem seu efeito em lesdes agudas. O tratamento ideal de uma ferida cutanea consiste na institui¢do de medidas profiléticas, porém,
uma vez instalada, deve-se intervir precocemente, objetivando evitar ou minimizar os riscos recorrentes, bem como facilitar o



processo de cicatrizagdo, justificando a utilizagéo deste recurso fisioterapéutico também em leséio aguda. Aventa-se a hipétese de que
aEEAV possa acelerar aregeneragéo de feridas em ratos diabéticos, ainda na fase aguda.

2. Objetivos

Estudar os efeitos da estimulacdo elétrica de alta voltagem (EEVA) com corrente catédica na regeneracdo tegumentar em ratos
diabéticos, por meio de analises histométricas e histopatol 6gicas.

3. Desenvolvimento

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da Universidade Federal de Sdo Carlos, protocolado sob o
ndmero 002/10. Ratos Wistar machos, com peso médio de 207 g, foram distribuidos em 4 grupos experimentais com 7 animais em
cada grupo (n=7): C - animais com leséio e sem EEAV, E- : animais com leso tratados com EEAV polo negativo, D animais
diabéticos com lesdo, D+EEAV- animais diabéticos com lesdo e tratados com EEAV pdlo negativo Os animais foram anestesiados
com mistura intramuscular de Dopalen (Cloridrato de Cetamina) 1,169/10mL e Rompun (Cloridrato de Xilazina) 29/100mL, na
propor¢do 3:2, em dose de 0,09 mL/100g e 0,06mL/100g de massa corporal, respectivamente. Apds anestesia, foram submetidos a
tricotomia daregido dorsal, proximo aregido cervical ondefoi realizadaa cirurgia, € naregido ventral parao acoplamento do eletrodo
dispersivo. Nacirurgiafoi removido 1 cm2 de pele incluindo a hipoderme, utilizando um gabarito vasado milimetrado de plastico. e
bisturi de l1amina 11. Para a inducdo do diabetes experimental foi administrado, via intravenosa dose Unica, 120 ou 150 mg/kg de
aloxano (diluido a 2% em tampéo citrato, pH 4,5), segundo Lerco et al, (2003). No sétimo dia apds a administragdo, a glicose
sanguinea foi determinada, sendo considerados diabéticos, os animais que apresentaram glicose superior a 180 mg/dL. A EEAYV foi
efetuada com o equipamento Neurodyn High Volt ANVISA 10360310008 - IBRAMED. A aplicacdo da EEAV nos grupos
estimulados foi redlizada sob anestesia (Dopalen e Rompum dose de 0,045 mL/100g e 0,03 mL/100g de massa corpordl,
respectivamente). A estimulag&o teve inicio 24 horas apds a cirurgia, no limiar motor, durante 30 minutos, por 7 dias com freqiiéncia
de 100 Hz, tensdo minima de 100 V. Um eletrodo ativo de silicone-carbono, medindo 2,0 x 2,0 cm, foi posicionado sobre a lesdo
cirdrgica e outro dispersivo, medindo 4,0 x 4,0 cm, foi posicionado paraelo ao ativo, naregido ventral. Foi utilizado gel estéril como
meio de acoplamento para o eletrodo dispersivo e soro fisiolégico para o ativo. O registro fotografico padronizado da ferida foi
efetuado com uma camera digital (SONY-CYBERSHOT 8.1), posicionada a 40 cm perpendicularmente a superficie da lesdo, com o
auxilio de um tripé, e proximo a lesdo foi colocada umarégua. O software AREA calculou automaticamente a distancia em pixels
(DPixels), referente adistanciade 1 cm narégua fotografada junto alesdo. Paraamensuragéo da area dalesdo, amesmafoi marcada
na cor preta, para calculo automético do nimero de pixels preto naimagem (NPixels). Para o célculo, a &rea de 1 pixel (APixel) é
dada pela férmula (1/(DPixels)) * (1/(DPixels)), onde 1 corresponde a 1cm da régua na fotografia. Para o calculo da drea dalesdo o
programa aplicou a seguinte férmula: NPixels * APixel. As areas das feridas de cada rato foram contadas 3 vezes pelo software
AREA, e a partir disso obteve-se a &rea total da lesdo, logo ap0s a cirurgia (pds-operatério), no 4° diae no 8° dia. A eutanésia dos
animais ocorreu por guilhotina, no 8° dia pds-operatério. As lesdes foram removidas, contendo pele intacta ao redor das mesmas. A
fixag8o das pegas foi em solucdo tamponada de formol a 10% por 48 horas, e processadas para inclusdo em paraplast e coloracéo por
Hematoxilina e Eosina. A epiderme em regeneracdo foi mensurada a partir do bordo da lesdo em ambos os bordos, com auxilio de
uma ocular milimetrada da Zeiss utilizando-se objetiva de 4X.  Utilizou-se 15 cortes ndo seriados por animal, onde foram
mensurados os valores lineares das duas bordas, obtendo-se a somatéria das mesmas. Nestes mesmos cortes, foi mensurada a
disténcia entre as bordas laterai s da epiderme em regeneracdo, com uma ocular milimetrada da Zeiss utilizando-se objetivade 4X. Os
dados das éareas das lesbes, intergrupos, foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk que verificou a normalidade e homogeneidade dos
dados, seguido de Anova e poshoc de Bonferroni.  Os dados intragrupos, como ndo normal, foi utilizada estatistica ndo paramétrica
correspondente: Friedman. A distancia entre as bordas da lesdo foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk que também verificou a
normalidade e homogenei dade dos dados, seguido de Anova e poshoc de Bonferroni.

4, Resultado e Discussao

Pode-se observar pela Tabela 1 que todos os grupos experimentais tiveram reducdo significativa (p& 0,05) na érea de leséo no 8° dia
em relagdo ao pés-operatério. No entanto, no 4° dia de tratamento, as &reas das |esdes dos grupos D e D+EEAV ndo foram reduzidas
em relagdo ao pbs-operatério, somente no 8° dia de tratamento, diferentemente do grupo C e E-, que apresentaram reducdo
significativajano 4°dia. A porcentagem de reducdo da area da ferida do grupo diabético foi menor, (embora ndo significativa), mas
foi significativaadiferenca quando tratado com EEAV-. A medida da epitelizaco, pela somatéria das bordas laterais (em m) sobre a

lesdo, pode ser observada na Tabela 2, cuja andlise pela Anova mostrou um p=0,12, portanto ndo apresentou diferenca nos vérios
grupos experimentais. Foi mensurada também a disténcia central, entre as bordas laterais, que correspondem aregido sem epitélio na
lesdo, como mostra a Tabela 3, onde se observa que o grupo D apresenta uma regido sem epitélio muito maior que 0s outros grupos,
mas quando as lesdes S0 tratadas com EEAV- esta medida apresenta significativaredugio. DISCUSSAO A mensuragio de uma



ferida € um importante componente que pode determinar a porcentagem de reducdo ou aumento ao longo do tempo. A area de
reducdo da Ulcera & um bom indicador de cura (PAPAZOGLOU et ., 2010). Em humanos diabéticos, o método de andlise da area
como parametro de porcentagem de reducdo da ferida, pode ser feito com maior seguranga, pois quase sempre o tratamento é
acompanhado por adequado debridamento, importante para remoc¢do de tecido necrético, que torna as bordas da lesdo mais visiveis
(STEED, 2004). No modelo animal utilizado, ndo houve debridamento e, portanto as margens da ferida estavam muitas vezes
cobertas pela crosta da ferida. 1sto pode explicar alguns resultados diferentes dos encontrados na literatura. Neste trabalho,
pode-se observar que as lesBes do grupo E- embora apresente uma reducdo de 77,74%, esta ndo foi significativaem relacéo ao grupo
controle, cuja reducdo foi de 63%. No entanto, quando se observa a porcentagem de reducdo das lesdes nos ratos diabéticos tratados
com EEAV - (grupo D+EEAV-), nota-se que foi significativa (p& 0,05) em relagdo a reducéo dos ratos diabéticos, mostrando que este
recurso foi mais eficaz no fechamento de feridas nos ratos diabéticos. A EEAV apresenta efeitos polares que, embora peguenos, sdo
capazes de provocar alteragdes eletroquimicas e vasomotoras que podem estimular o processo de cicatrizagdo (DAVINI, et a.,
20053). Tendo em vista que nos animais utilizados na analise da érea de ferida ficou prejudicada pela dificuldade em se delimitar as
bordas da ferida, a andlise histolégica da epitelizacdo mostra-se muito Util para se avaliar o fechamento da ferida. Embora a
epitelizacdo tenha sido maior nos grupos tratados com EEAV - em relacdo aos grupos controles (tanto o grupo C quando o grupo D),
estes val ores ndo foram significativos, muito provavel mente devido a variabilidade dos resultados, pois o desvio padréo apresentou-se
muito elevado. Todavia, tem-se que considerar também que a aplicacdo de diferentes polaridades pode interferir na resposta
tecidual, uma vez que as diferentes células presentes na cicatrizagdo podem migrar em funcédo da carga, fato apontado por Kloth;
McCullock (1996), que, ao estudar os efeitos celulares produzidos pela eletroestimulacdo com corrente polarizada, observaram uma
atracdo pelo pdlo negativo de células como neutréfilos e macréfagos, ocorrendo entdo uma autdlise para solubilizar a necrose;
todavia, o eletrodo positivo facilitaamigrago das células epidérmicas, que sdo carregadas negativamente. Em relacdo aisto, quando
se analisa a distancia entre as bordas da ferida (Tabela 3), nota-se que apds 8 dias, no grupo Diabético estadistancia estd muito maior
e que o grupo D tratado com EEAV- apresentou uma distancia significativamente menor. Como a epitelizagdo ndo apresentou
diferenca entre os varios grupos experimentais, aventa-se a possibilidade de que esse fechamento do epitélio possa ser uma
consequiéncia da contracdo de ferida, maior nos grupo tratados com EEAV-.

5. Consider agbes Finais

Estes resultados mostram que a EEAV pdlo negativo, embora tenha reduzido a porcentagem de &rea nas lesBes de ratos normais, foi
mais eficaz em acelerar aregeneracado de feridas de ratos diabéticos. Seu efeito, acelerando a contracdo da ferida, podera ser melhor
explorado em trabal hos futuros, estudando-se a distribuicdo dos diferentes tipos de células, bem como a organizacdo e quantificacdo
das fibras colagenas da lesdo. Abre também perspectivas para outros trabalhos utilizando-se outros parémetros como EEAV pélo
positivo e alternado.
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