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1. Introducéo

A pele humana é uma interface entre o corpo humano interno e 0 meio ambiente e a perda de sua integridade pode levar a um
aumento da perda de fluido, infecgdo, comprometimento do sistema imunol égico, invasies por células carcinogénicas e hipotermia.
Além disso, pode originar cicatriz, com aumento ou diminui¢do da sensi bilidade e mudanga naimagem corpora (WY SOCKI, 1999).
Diante de um traumatismo tecidual, desencadeia-se um complexo conjunto de eventos vasculares, celulares e bioguimicos que visam
a substituicéo de células mortas ou imperfeitas por células saudaveis, desencadeando um processo de reparacao tecidual. O resultado
muitas vezes é o fechamento da ferida por tecido cicatricial, faltando foliculos pilosos e outros apéndices dérmicos, exibindo um
padréo desorganizado de deposicdo de colageno, e menor resisténciaténsil quando se comparacom apeleintacta(DANG e BEANES
et al., 2003).

Fundamentada por evidéncias cientificas a estimulacdo elétrica de alta voltagem (EEAV) vem ganhando aceitacdo tanto na pesquisa
guanto na areaclinica (PETERS et a., 2001, GARCIA e GUIRRO, 2005).

A EEAV é caracterizada por uma corrente pulsada monofésica de pico duplo, com duragdo de pulso variando de 5 a 1007s
(microssegundos), com tensdo acima de 100 V (DAVINI et al.; 2005b). Diversos estudos evidenciam a utilizagdo da EEAV na
cicatrizagdo de Ulceras cronicas (Feedar, Kloth e Gentzkow, 1991; Fitzgerald e Newsome, 1993; Griffin et al., 1999; Peters et .,
2001; Houghton et al., 2003; Rogenski e Santos, 2005 e Davini et a., 2005a), porém hé escassez de estudos que avaliem os efeitos
desse recurso em lesdes agudas.

Apesar de usada com sucesso em lesdes com diferentes etiologias, ndo tém sido estabel ecidos parémetros 6timos de estimulagéio com
a EEAV para a cicatrizaggo de feridas, € o que aponta Rogenski e Santos (2005) em um estudo, onde analisaram a incidéncia de
Ulceras de pressdo, aqual incidia em quase 40% dos pacientes.

Configura-se a hip6tese de que a EEAV possa abreviar 0 processo de regeneracao tecidual, mediada por diferentes parémetros fisicos
e relacdo dose-dependente nas caracteristicas morfométricas da lesdo aguda.

2. Objetivos




Avadliar os efeitos da EEAV com alternancia de polaridade sobre a area e caracteristicas morfométricas da regeneragéo tegumentar
aguda.

3. Desenvolvimento

Foram utilizados 21 ratos Wistar machos, com peso médio de 262,09 g, distribuidos aleatoriamente em 3 grupos (n=7): Controle (C) -
animais com lesdo e sem tratamento; Sham (S) - com lesdo, porém tratados com o aparelho desligado; (E+) - com lesdo e tratados
com polaridade alternada.

Os animais foram mantidos em biotério, acondicionados em gaiolas individuais, alimentados com ragéo e agua ad libitum, em periodo
claro/escuro de 12/12 horas e temperatura ambiente de 23° C.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da Universidade Federal de S&o Carlos, protocolado sob o
ndmero 002/10.

Apbs pesagem os animais foram anestesiados com uma mistura de Dopalen® (Cloridrato de Ketamina) 1,16 g/10 mL e Rompun®
(Cloridrato de Xilazinad) 2 g/100 mL, na propor¢cdo 3:2, em dose de 0,09 mL/100 g e 0,06 mL/100 g de massa corporal,

respectivamente e tricotomizados na regido dorsal e abdominal. Logo apds, removeu-se 1 cm? da pele do dorso, utilizando um
gabarito vasado milimetrado de pléstico e bisturi de lamina 11.

O tratamento com EEAV foi efetuado com o equipamento Neurodyn High Volt - ANVISA 10360310008 - IBRAMED®, sob
anestesia e tendo inicio 24 horas ap6s a cirurgia com estimulagéo alternada, no limiar motor, diariamente (durante 7 dias), por 30
minutos, freqliéncia de 100 Hz, tensdo necesséria para um bom nivel de estimulagdo, com aumento da mesma durante as aplicacdes.
O eletrodo ativo de silicone-carbono, medindo 2,0 x 2,0 cm foi posicionado sobre a lesdo e o dispersivo, medindo 4,0 x 4,0 cm,
paralelo ao ativo. O acoplamento do eletrodo ativo foi efetuado por gaze estéril embebida em soro fisiolégico e o do dispersivo por
gel estéril. O grupo S passou pelos mesmos procedimentos do grupo E+, porém sem aliberag&o da corrente. O grupo C também foi
operado, contudo ndo recebeu nenhum tratamento. A eutanasia dos animais ocorreu no 8° dia pos-operatério, e as lesdes foram
removidas, fixadas em solucdo tamponada de formol a 10% por 48 horas e tratadas para inclusGo em Paraplast e coloragdo em
Hematoxilina e Eosina.

Foram analisadas medidas lineares da reepitelizacdo (um), as quais mostraram o avanco da epiderme sadia no tecido lesado. Para ser
mensurada, a epiderme em regeneracdo foi quantificada a partir do bordo da lesdo, em ambos os lados, com uma ocular milimetrada
Carl Zeiss (KF 10x/18), e objetiva de 4x. Sabendo que 0 aumento da objetiva gera uma distorcdo na imagem, foi redizada a
calibragdo da objetiva por meio do coeficiente micrométrico, segundo Mandarim de Lacerda, (1994). Posteriormente, os valores dos
dois bordos foram somados, sendo utilizados 15 cortes ndo seriados por animal.

Para a quantificagdo da densidade de &rea dos vasos sanguineos, inclusive do nimero dos mesmos, cinco cortes ndo seriados de cada
animal foram selecionados e de trés éreas de cada corte foram captadas imagens, sendo uma naregido central dalesdo e as outras duas
préximas aos bordos laterais, totalizando 15 éreas por animal.

Para captacdo das dreasfoi utilizado o software Image Pro-Plus® 4.0 (Media Cybernects) e umacémeradigital (JVC), sendo amesma
acoplada a um microcomputador. Todas as imagens foram captadas com objetiva de 10x, e o software permitiu visualizé-las em uma
areadatela (drea de flame) de aproximadamente 190464,12 umz.

Em cada &rea foi computado o nimero de vasos sanguineos e a densidade de area dos mesmos foi obtida por meio de um sistema de
planimetria por contagem de pontos, segundo Mathieu et al. (1981) e Mandarin de Lacerda (1994), utilizando-se 0 mesmo software.
A areadalesdo foi avaliada por um registro fotografico padronizado, onde a cdmera digital (SAMSUNG - S730) foi posicionada 40
cm perpendicular a superficie dalesdo.

O software Mateus Poli — versdo 2.0, foi utilizado para calcular a distnciaem pixels (DPixels), referente a1 cm daréguafotografada
junto alesdo. Para mensurar a &rea da lesdo, o registro fotografico referente ao leito da ferida ainda ndo cicatrizada, foi marcado na
cor preta, através do programa Paint, procedimento realizado para calculo automético do nimero pixels pretos naimagem (NPixels).
Parao célculo, aareade 1 pixel (APixel) é dada pelaférmula (1/(DPixels)) * (1/(DPixels)), onde 1 corresponde a 1 cm darégua. Para
o cdlculo daarea o programa aplica estaformula: NPixels* Apixel.

A andlise estatisticafoi realizada pelo teste de Levene que avalia a homocedasticidade; aplicou-se a Anova F com medidas repetidas,
considerando repeticdo das fotos, seguido do Post Hoc de Tukey, com nivel de significancia de 5%.

4, Resultado e Discussdo




Ap6s aandlise da érea dalesdo pelo software, foi observado uma reducdo das lesdes el etroestimuladas em 7 dias, a0 comparar com 0s
grupos SeC.

Embora o grupo E+ tenha apresentado maior reducdo de area em relagdo aos grupos C e S, ndo foi significativo (p>0,05), como
mostraa Tabela 1.

Varios trabalhos como Houghton, et al., (2003) Feedar et a. (1991) e Silva (2009) mostraram reducéo da é&rea de feridas cronicas
tratadas com EEAV.

Neste trabalho, aponta-se o fato da polaridade negativa ser utilizada ao iniciar o tratamento, pelos resultados de um estudo que
demonstrou atraso na cicatrizagdo e no fechamento de feridas com aplicagdo de polaridade positiva nos primeiros quatro dias
(BROWN, et al., 1989).

Willians e Carey, (1959), observaram que a polaridade positiva pode induzir a aglutinagdo de leucdcitos e trombose em peguenos
vasos, efeitos os quais podem se evitados usando-se a polaridade negativa, portanto, apontam que um protocol o de troca intermitente
de polaridade possareiniciar 0 processo de cicatrizagdo, fato também observado por Reich e Tarjan (1990).

Pode-se considerar como efeitos inerentes da polaridade positiva e negativa, respectivamente, a contribuicdo para a reepitelizacéo e
diminuicdo dainflamag&o e infecgdo (NELSON; HAY ES; CURRIER, 2003).

Na andlise histol 6gica da reepitelizagdo ndo foram obtidos dados significativos entre os diferentes grupos, como mostra a Tabela 2.
No entanto observa-se no grupo Ex uma média muito maior. Muito provavelmente isto se deva a variabilidade das amostras,
detectada pelo desvio padréo elevado. Sugere-se que este estudo histomorfométrico seja acrescido de andlises com um maior nimero
de cortes histologicos, para verificar se mantém as diferencas individuais, dentro do mesmo grupo. Outro fator que pode ser
considerado € que a maioria dos trabal hos usam polaridades isoladas (BROWN, et al., 1989; WILLIANS e CAREY, 1959; KLOTH e
McCULLOCK, 1996; HESS, 2002; NELSON; HAY ES; CURRIER, 2003). Outro utiliza polaridade alternada (Reich e Tarjan, 1990),
porém com mais dias de tratamento em cada uma das polaridades.

Nao foram também encontradas diferengas estatisticas significativas no niimero (p=0,7), nem na densidade de area de vasos (p=0,09)
nos diferentes grupos experimentais (Tabela 3).

Drinkwater et al., (2002), compararam os fluidos de Ulceras cronicas e agudas, demonstraram que o exudato das feridas cronicas
inibiu a angiogénese. Considerando este fato, no presente trabalho, por se tratar de lesdo aguda, ndo houve inibicdo da formagéo de
vasos (angiogénese) como seria se aferiada fosse cronica.

Existem eventos fisiol 6gicos que acontecem nas Ul ceras cronicas, tais como, disfuncdo celular, desequilibrio bioquimico, entre outros,
gue se distinguem das feridas agudas. Portanto se houver ateracdes em algum dos componentes do processo de cicatrizagcdo, como
crescimento, proteases e citocinas, hd um prejuizo maior nas feridas cronicas em relagdo a sua cicatrizagdo (ENOCH e HARLING,
2003). Possivelmente sgja por este motivo que a EEAV tenha resultados mais eficazes nos estudos com lesdes cronicas do que neste
trabalho, com lesdo aguda.

Outro fato a se considerar é que neste trabalho, as lesdes ndo apresentaram processo infeccioso, ao contrério de uma ulceragdo em
humanos, que tem um déficit vascular muito grande e um acentuado processo infeccioso.

Sugere-se que em futuros estudos, avalie-se melhor a aplicacéo dos par@metros da EEAV, como aumento das repeticdes de dias dos
polos aternados, bem como alteracdo no model o experimental, como indugéo de diabetes, por exemplo.

5. Consider agbes Finais

A EEAV com pdlos aternados, no modelo experimental utilizado, ndo acelerou a regeneracdo tegumentar aguda em ratos. Portanto,
sugere-se a necessidade de mais estudos que comprovem seu mecanismo de acéo.
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Anexos




Tabela 3 — Média £ desvio padrdo do ndmera de vasos e da densidade de area de

vasos (em %)

Ndamero de vasos

Densidade de area de

Grupo
vasos
C 1255 £4 .28 16,29 £ 3.67
g 13,94 £4 51 2123 +£348
B 1040 +£3.21 2108 £513

Tabela 2 — Média (pm) da extens3do da epiderme, considerando-se a somatdria dos

dois bordos, sobre o leito da ferida.

Grupo Media (ham) Desvio padrio
c 1611,15 72349
= 153416 28527
B 31390,01 1022 81

Tabela 1 — Média (cm®) + desvio padrdo da area da lesdo antes e apds tratamento

e porcentagem de redugdo das lesdes nos diferentes grupos experimentais.

Redu¢io da area da

Grupo Antes do Apos o
tratamento tratamento feridaem
%
1,09 0,11 042 0,14 614
2 1,21 £0,13 046 £0,16 51,9
E+ 1,16 £0,21 0,32 +£011 724




