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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 espago (L1U et al., 2009). Diversos estudos evidenciam a utilizagdo da EEAV na cicatrizagdo de Ulceras
cronicas (FITZGERALD; NEWSOME, 1993; GRIFFIN et a., 1999; PETERS et a., 2001; HOUGHTON et a., 2003; ROGENSKI;
SANTOS, 2005; DAVINI et al., 2005a), porém ha escassez de estudos que avaliem os efeitos desse recurso em lesdes agudas. O uso
dainsulinaem feridas foi relatado ha muitas décadas, mas durante muitos anos foi ignorada. Aplicada naforma de spray foi utilizada
com sucesso no tratamento de feridas cuténeas em humanos diabéticos (PIERRE et al., 1998) e mais recentemente, Liu et a (2009)
mostraram gue aplicada topicamente acelerou a reepitelizacdo e a maturacdo da reparacdo de feridas, por estimulagdo da migracéo e
diferenciacdo de queratindcitos. Como na clinica, o fisioterapeuta também utiliza recursos que aceleram a regeneracdo de feridas
como a EEAV, aventase a hip6tese de que, associada com tratamento farmacol6gico com insuling, possa diar os efeitos
regeneradores inerentes ao recurso, bem como a eletroporag@o que trata-se da utilizagdo de recursos facilitadores da permeacédo
cutanea.

2. Objetivos

Avdliar o efeito dos tratamentos com estimulacéo elétrica de alta voltagem polo negativo, pomada de insulina e a associagéo dos
tratamentos em lesdo tegumentar de ratos.

3. Desenvolvimento

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da Universidade Federal de Sio Carlos, protoco nimero
002/10. Foram utilizados 38 ratos Wistar, entre 3 a 4 meses, peso entre 240 e 265 gramas, divididos de forma aleatdria, em 6 grupos,
com n=7 animais, sendo: Controle (C): animais com lesdo e sem nenhum tratamento. EEAV Placebo — (EP): animais com leséo e
submetida a simulagdo de tratamento com EEAV-. EEAV — (E-): animais com |esdo tratada com eletro estimulagéo de ata voltagem



com polo negativo. Pomada de insulina (Pl): animais com lesdo tratada com pomada de insulina. Pomada Placebo (PP): animais com
lesdo tratada com pomada placebo. EEAV pdlo — e pomada de insulina (P + EEAV): animais com lesdo tratada com EEAV pdlo—e
com pomada de insulina. Todos os animais foram submetidos ao tratamento durante 7 dias consecutivos, mantidos em gaiolas
individuais, com racdo e agua ad libitum, expostos a ciclo de claro/escuro de 12 horas. Para o procedimento cirdrgico os animais
foram anestesiados com mistura de Dopalen (Cloridrato de Ketamina) e Rompum (Cloridrato de Xilazina) na propor¢do de 2:1, de
acordo com a massa corpora (0,09 mL e 0,06 mL para cada 100 g de peso, respectivamente), via intramuscular. Logo apds a
tricotomia dos pélos da regido dorsal, | foi removido 1 cm? de pele, incluindo a hipoderme, com auxilio de um gabarito vazado
milimetrado. O tratamento com EEAV, por 7 dias consecutivos, foi feito com pélo negativo, iniciado um dia apds a cirurgia, durante
30 minutos por dia no periodo da tarde, apés a indugo anestésica (mesma aplicada para o procedimento cirdrgico da lesdo), com
freqiiéncia de 100Hz e intensidade mantida no limiar motor, o que variou de 20 a 100 V, sendo que tentou-se aumentar a intensidade
durante o tratamento para evitar a acomodagéo da corrente elétrica. O equipamento utilizado foi Neurodyn High Volt — ANVISA
10360310008 - IBRAMED® , sendo que o grupo EP foi exposto aos mesmos procedimentos do grupo E-, porem sem a aplicagdo da
corrente elétrica. O tratamento com a pomada de insulina e com a pomada placebo foi iniciado 24 horas ap6s o procedimento da
lesdo, aplicando 0,7 gramas de pomada por lesdo. No grupo P+EEAV a aplicagéo da pomada foi apds a estimulagdo elétrica e para os
grupos SP e P, foi realizado apenas a aplicacdo da pomada sobre a ferida. No 8° dia ap0s a lesdo cirdrgica, os animais foram
submetidos a eutanasia por inalagéo de gas carbdnico e a area dalesdo foi retirada e submetida ao processo de preparacdo histol égica
paracoloracdo em HE. As medidas lineares (em ?m) da re-epitelizacdo foram obtidas a partir do bordo dalesdo até a extremidade do
epitélio em regeneracdo em ambos os bordos, em 15 cortes ndo seriados por animal, utilizando-se uma ocular milimetrada da Zeiss
com objetivade 4x ou 10x. Para as andlises de densidade de area de vasos sanguineos, de cinco cortes ndo-seriados por animal foram
captadas imagens de trés &reas em cada corte com dimensdes sempre iguais e conhecidas (10.772,96 um?) totalizando 15 &reas por
animal, utilizando-se o Software Image- ProPlus® 6.0 média cybernects, por meio da planimetria por contagem de pontos, segundo
Mandarim de Lacerda (1994). Para melhor acompanhamento da érea da lesdo durante o tratamento, foram registradas imagens com
uma camera digital (SAMSUNG - S730), a 40 cm de distancia da superficie lesionada, sempre com uma régua proximo alesdo. As
imagens foram tomadas no primeiro, quarto e oitavo dia apds o procedimento cirdrgico. A andlise dessas imagens foi feita através de
um programa computadorizado, AREA® A andlise dos dados da evolugdo da area da ferida obtida pelas imagens nos diferentes
grupos experimentais, considerando os 3 periodos — 1° dia, 4° dia e 8° dia de tratamento, foi utilizado a ANOVA com medidas
repetidas. A avaiag8o intra grupo foi realizada pelo teste de Bon Ferrone e a andlise entre grupos foi feita pelo teste de Tamhane. Os
dados da epitelizacdo e de vasos sanguineos foram feitos pela ANOV A seguida do Pos Hoc Tamhane, com nivel de 5%.

4. Resultado e Discussao

Observarse pela Tabela 1, que todos os grupos experimentai s apresentaram reducgo significativa da area da ferida (p<0,05) na analise
intra grupos. Ja na andlise intergrupos, somente houve diferenca significativa (p<0,04) no 8° dia entre os grupos E- e EP. Acredita-se
gue a eletroestimulagéo acelera o processo de reparacdo de feridas, por imitar a corrente el étrica que ocorre na pele, quando a mesma
élesada (FOULDS; BARKER, 1983). Os dados aqui apresentados confirmam isto, pois pel os resultados da evolugéo da areadaferida
no 8° dia, observa-se que a Unica diferenca significativafoi no grupo E- e E placebo. A mensuracao linear da extensao da epiderme a
partir damargem daferida pode ser observadana Tabela 2. Embora a epitelizacéo tenha aparentemente sido melhor com a associagéo
dos tratamentos (P+EEAV), esta diferenca ndo foi significativa. A aplicaco de diferentes polaridades pode interferir na resposta
tecidual, uma vez que as varias células presentes na cicatrizacdo podem migrar em funcdo da carga, fato apontado por Kloth e
McCullock (1996), que estudaram os efeitos celulares produzidos pela eletroestimulagdo com corrente polarizada. Liu et a. (2009)
mostraram que a aplicacdo local de insulina em feridas de ratos estimulou a migragcdo e a diferenciaco de queratinécitos, pois
diminuiu a &rea da leso significativamente apds o terceiro dia da lesdo, quando comparado ao grupo que ndo recebeu aplicacdo de
insulina. Neste trabalho, ndo se observou diferenca na epitelizacéo com a aplicacdo isolada da pomada de insulina. Com a associacdo
dos tratamentos, estimulacéo elétrica e pomada de insulina os resultados foram melhores, embora sem diferenca estatisticamente
significante. Muito provavelmente isto se atribui ao desvio padréo muito elevado, o que poderd ser contornado em futuros trabal hos,
com aumento do ndimero de animais por grupo experimental. Em relacdo a densidade de &rea dos vasos sanguineos, observa-se pela
Tabela 3 que a associacdo dos tratamentos (P+EEAV) apresentou um valor maior e significativo entre todos os outros grupos. A
andlise estatistica mostrou também que o grupo E- apresenta uma porcentagem de vasos maior, quando comparado com 0 grupo
placebo (EP). A EEAV apresenta alteragfes vasomotoras com aumento do fluxo sanguineo que podem estimular o processo de
cicatrizagdo (MOHR; AKERS; WESSMAN, 1987). Este trabalho confirma estes dados, pois as lesdes dos animais estimulados com
polaridade negativa apresentaram densidade de &rea de vasos significativamente maior do que das encontradas nas lesfes de animais
tratadas com estimulagdo placebo. Mostrou também que a associagdo dos tratamentos apresentou densidade de vasos
significativamente maior, comparada com todos 0s outros grupos experimentais. Estes resultados sdo importantes, principalmente
porque foram obtidos em ratos saudaveis. Infere-se que este recurso podera ser muito Gtil quando utilizado em individuos com déficit
circulatério, como no caso do diabetes mellitus, onde ndo sb as arteriolas séo afetadas como também as artérias (REIBER; LIPSKY;;
GIBBONS, 1998).

5. Consider agbes Finais



Com base nos resultados apresentados conclui-se que a associagdo dos recursos pomada de insulinae EEAV aumentou a densidade de
area dos vasos sanguineos no local da lesdo. Embora ndo tenha apresentado diferenca significativa, a associagdo desses recursos
apresentou melhores valores quanto a reepitelizacdo, sugerindo que a jungdo dos efeitos da eletroestimulacéo de alta voltagem, a
umidificacdo fornecida pela pomada e os efeitos da insulina comp8em recursos que associados, Sa0 promissores no tratamento de
feridas e que justificam a necessidade de se continuar a pesquisar seus efeitos em outros model os experimentais.
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Anexos

Tabela 1. Porcentagem de redugdo da area da ferida em ch? nos diferentes dias, dos
grupos: controle — G, EEAY placebo, EEAY palo negativo, Pomada de insuling, Pomads
placebo, Fomada de insulina+EEAN.

Gripaoz 17 dia 47 dia d° dia % de reducio
C 116+ 015 083+012 046+ 0,16 B0,3%

EF 1,34 +018 090+017 05 +017 o6 7%

E- 128+ 017 071 +0,09 027+ 0,10 78,9%*

Pl 141 + 0,08 091 +017 04 +012 3%

FF 1,31 +£017 1,19 +0,30 0,45+ 0,03 B3,3%
P+EE&Y 1,11+ 0,03 0,79 +0,05 0,33 +0,08 70,3%

* difere do EF e FF



Tabela 3 — Densidade de area de vasos sanguineos nos diferertes grupos experimentais;
C — controle, EP — Tratada com EEAY placebo, E- - Tratada com EEAY pdlo -, Pl -
Tratada cam pomada de insulina. PP - Tratada com pomada placebo, @ P+EEAY —
Tratada cam pomada de insulina + EEAV. .

Grupos Vasos Sanguineos
C 5,56 + 1,88

EP 438+0,78

E- 6,02 + 0,82
PI 6,13 +164

PP 472+284
P+EEAVY 15,02 + 5 47*

{*) Difere do ¢ ,EF e da PP
(#) Difere do EP

Tahela 2 — Média + Desvio Padrao (em pr da extensdo da epiderme sobre a supetficie
da ferida dos grupos: C — controle, EP — Tratada com EEAY placeho, E- - Tratada com
EEAY palo -, Pl — Tratada com pomada de insuling. PP - Tratada com pomada placeho, e
F+EEAY — Tratada com pomada de insuling + EEAW,

Grupos Reepitelizacio
C 1615,93 + 1345 62
EP 1604,04 + 1436, 76
E- 1437,70 + 506,81
Pl 1443 75+ 248 82
PP 184530+ 69277

P+EEAY 1936, 76 + 437,80




