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RESUMO

A reparacéo tecidual € de grande interesse para os profissionais da area da
saude. Sua eficiéncia acelera o processo de reabilitacdo, o retorno ao trabalho,
atividades de lazer e até ao convivio social. Existem evidéncias de que a
estimulacdo elétrica de alta voltagem (EEAV) pode diminuir a dor e facilitar o
reparo tecidual.

Este trabalho tem por finalidade avaliar macroscopicamente e
microscopicamente o efeito da aplicagdo da corrente pulsada de alta voltagem
(CPAV) na cicatrizacao de areas cruentas em ratos.

Foram utilizados 72 ratos da linhagem Wistar. Todos animais foram
submetidos a confeccdo de duas feridas padronizadas e localizadas uma na
regido dorso-cranial (ferida A) e outra dorso-caudal (ferida B). Estes animais foram
distribuidos em 4 grupos G3, G5, G7 e G9, relativos a data de sacrificio nos dias
3,5,7e9, pés-procedimento. Cada grupo (n = 18) foi novamente distribuido em
sub-grupo tratamento caudal (n=6), sub-grupo tratamento cranial (n=6) e sub-
grupo controle (n=6).

Os grupos tratados receberam EEAV modo continuo, frequéncia de 100 Hz,
tempo de 30 minutos e uma intensidade média de 8mA regulada com aumento da
amplitude, até observar-se uma contracdo muscular leve na regido estimulada. O
tratamento com EEAV foi realizado, com o0s animais em uma contensao,
diariamente apos as primeiras 24h da cirurgia, exceto no dia do sacrificio.

Foram observadas as variagbes macroscédpicas em relacdo area das
feridas ao longo das fases pos-procedimentos, a presenca ou ndo de secrecao, €
as alteracbes microscopicas morfoldégicas como proliferacdo fibroblastica,
formagcdo de neovasos, organizacdo das fibras de colageno, células
mononucleares, polimorfonucleares e presenca de tecido necrético.

Para a andlise macroscépica utilizou-se o programa Auto Desk Design
Review - 2012 e para a microscopica as coloracées Hematoxilina-Eosina e
Tricromio de Masson.
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Os testes estatisticos utilizados foram analise de variancia e a ANOVA
para medidas repetidas, teste de Tukey, regressdo de Poisson, nivel de
significancia 5%.

Os resultados mostram que ap6s o tratamento, os ratos do subgrupo regiao
cranial apresentaram uma reducdo mais significativa da ferida (ferida A)
(p<0,0001) e a interagéo entre o local das feridas também foi significativa com
p=0,0110, ou seja, se estimular a ferida A, a ferida B também cicatriza e se
estimular a ferida B, a ferida A também vai cicatrizar mais rapido
Microscopicamente para as variaveis proliferacao fibroblastica, fibras colagenas,
neovasos, células polimorfonucleares e mononucleares nao foi observado
diferenca significativa, apenas para tecido necrético p=0,0384.

Concluimos  que histologicamente nao houve melhora e
macroscopicamente a EEAV induziu uma contragdo maior das feridas,

principalmente quando o estimulo foi aplicado na area cranial do animal.

Palavra chave: Alta Voltagem,Cicatrizacao, Eletroestimulacao.



ABSTRACT
Tissue repair is a great interest to health professionals. Its efficiency

accelerates the process of rehabilitation, return to work, leisure activities and even
to social life. There is evidence that stimulation with high voltage (HVPS) can
decrease pain and facilitate tissue repair.

This study aims to evaluate macroscopically and microscopically the effect
of the application of high voltage pulsed current (HVPC) in the healing of acunt
wounds in rats.

We used 72 male Wistar rats. All animals underwent two wounds will
manufacture standard and located one on the dorsal-cranial (A sore) and one
dorsal-caudal (B wound). These animals were divided into 4 groups G3, G5, G7
and G9, on the date of sacrifice on days 3, 5, 7 and 9 post-procedure. Each group
(n = 18) were again distributed to sub-flow treatment group (n = 6) sub-cranial
treatment group (n = 6) and the sub-control group (n = 6).

The groups received HVES continuous mode frequency of 100 Hz, a time of
30 minutes and an average intensity of 8mA regulated with increased amplitude, to
observe a slight muscle contraction in the region stimulated. HVES treatment was
performed with the animal in a restraint, daily in the first 24 hours after surgery, but
on the day of sacrifice.

Macroscopic changes were observed over the wound area along the stages
post-procedure, the presence or absence of secretion, and microscopic
morphological changes as fibroblast proliferation, formation of new vessels, the
organization of collagen fibers, mononuclear cells, and polymorphonuclear
presence necrotic tissue.

For the macroscopic analysis, we used the Auto Desk Design Review - 2012
and the microscopic stains hematoxylin-eosin and Masson Trichrome.

The tests were used for statistical analysis of variance and repeated
measures ANOVA, Tukey test, Poisson regression, significance level of 5%.

The results show that after treatment, the rats of the cranial subgroup
showed a more significant reduction of the wound (wound) (p <0.0001) and the

interaction between the location of the wound was also significant at p = 0.0110, or
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is, to stimulate the wound a, B also heals the wound and stimulate wound B, the
wound will also heal faster. Microscopically for the variables fibroblast proliferation,
collagen fibers, new vessels, polymorphonuclear and mononuclear cells was not
observed significant difference, only necrotic tissue p = 0.0384.

We conclude that there was no improvement histologically and
macroscopically HVES induced a greater contraction of wounds, especially when
the stimulus was applied to the cranial area of the animal.

Keyword: Electro-stimulation, Healing, High Voltage.
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1 — Introducao

As feridas ou Ulceras podem ser conceituadas como rupturas de
estruturas anatémicas do corpo, que levam ao comprometimento da funcéo
fisioldégica dos tecidos envolvidos. Implicam numa solugao de continuidade,
aguda ou crbnica, na superficie dérmica ou mucosa, acompanhada de
processo inflamatério (1)(2).

Essas sequelas afetam a imagem corporal e a auto-estima das
pessoas, levando-as muitas vezes ao auto-isolamento e ao abandono de
seus projetos, tendo grande repercussao em sua vida familiar, social e
profissional, frequentemente atingindo camadas menos favorecidas da
sociedade (3).

A reparacao tecidual é de grande interesse para os profissionais da
area da saude. Sua eficiéncia acelera o processo de reabilitagdo, com
subsequente retorno mais rapido ao trabalho, atividades de lazer e até o
convivio social (4).

Agentes fisicos como a eletricidade, os campos magnéticos ou
elétricos e o ultrassom terapéutico podem influenciar positivamente o
resultado do processo de cicatrizagao ou regeneragao de diferentes tecidos
como pele, 0ssos, musculos, tenddes e nervos periféricos (5).

Existem evidéncias de que a estimulacao elétrica de alta voltagem
(EEAV) possa diminuir a dor, facilitar o reparo tecidual e ainda minimizar a
gravidade das lesdes por estresse repetitivo, entretanto existe uma
escassez de trabalhos sobre feridas agudas (6).

Desta forma, ao diminuir-se o tempo de internagdo, infeccao e de
imobilidade no leito, aumenta-se a qualidade de vida do paciente, reduzindo

0s gastos de internagao hospitalar.
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2 - Objetivo
2.1 - Geral

Analisar os efeitos da estimulagdo elétrica de alta voltagem (EEAV) na

cicatrizacao de areas cruentas.

2.2 -Especificos

- Analisar os seguintes processos bioldgicos envolvidos na cicatrizacao de
areas cruentas: contragao da ferida, neovascularizagédo, organizagéao das fibras de
colageno, presenca de mononucleares e polimorfonucleares, proliferacao
fibroblastica, e presenca de tecido necrético, utilizando EEAV quando comparado
ao grupo controle.

- Analisar se existe influéncia da estimulacao de uma ferida com EEAV em

outra ferida no mesmo animal.
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3- Feridas

7

Uma ferida € representada pela interrupcdo da continuidade de um tecido
corporeo, em maior ou em menor extensdo, causada por qualquer tipo de trauma
fisico, quimico, mecéanico ou desencadeada por uma afeccao clinica, que aciona
as frentes de defesa orgéanica para o contra ataque (7).

Sua classificagdo constitui importante forma de sistematizacdo, necessaria
para o0 processo de avaliagcdo e registro. Assim, as feridas podem ser
classificadas, de acordo com o tempo de reparacdo tissular, em agudas e
cronicas. As feridas agudas sao originadas de cirurgias ou traumas e a reparagcao
ocorre em tempo adequado, sem complicacbes. As feridas crénicas sdo aquelas
que ndo sao reparadas em tempo esperado e apresentam complicagdes (8).

Outra classificacdo se refere as estruturas comprometidas, e consiste na
descricdo anatobmica da profundidade da ferida. Este sistema € adotado para
estadiar alguns tipos de feridas cronicas, como as Ulceras por pressdao e as
queimaduras. O sistema de classificacao por extensdo do dano tissular completa o
anterior. Engloba a ferida superficial (limitada a epiderme), ferida com perda
parcial (limitada a epiderme e porcao superior da derme) e a perda total (existe
destruicdo da epiderme, derme, tecido subcutaneo, podendo invadir musculos,
tendbes e 0sso0s) (8)(9).

4 - Cicatrizacao
4.1 - Fatores que influenciam o processo de cicatrizacao

O processo de cicatrizacdo € influenciado por fatores locais ou sistémicos,
que podem aceleré-lo, reduzi-lo, retarda-lo ou impedi-lo (10).

Entre os fatores que podem retardar o processo de cicatrizacdo estdo a
infeccdo, a presenga de corpos estranhos que mantém a reacéo inflamatéria em
atividade, fatores mecéanicos (movimentagdo precoce das feridas) e irradiagdes
que interferem nas mitoses e podem causar Ulceras crénicas (10)(11).
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Entre os fatores locais que aceleram o processo temos os curativos e
cremes como o hidrogel e a papaina.

Por outro lado, os fatores sistémicos mais comuns sao: desnutricao, falta de
vitamina C (inibe a sintese de colageno), disturbio metabdlico (diabetes), estado
circulatério com inadequado suprimento sanguineo e hormdnios, como o0s
glicocorticoides, os quais possuem efeitos anti-inflamatérios, que influenciam
diversos componentes da inflamacao e da fibroplastia, além de inibirem a sintese

de colageno.

4.2- Processos de neoformacao vascular (angiogénese)

Angiogénese € a formacao de vasos a partir do brotamento de uma arvore
vascular preexistente e que participa em diversos processos fisioldégicos e
patoldgicos, incluindo o crescimento tumoral e de metastases (12)(13).

A importancia da angiogénese esta baseada no fato de que este processo é
a chave numa série de eventos fisiologicos como a cicatrizagdo das feridas, o que
faz de todos 0s mecanismos que participam na angiogénese alvos promissores da

terapéutica, neste grupo chamados angiogénese-dependente (14).

4.3 — Recursos utilizados na cicatrizacao

Em todas as civilizagbes, ha relatos de tratamento de feridas com o uso de
curativos, balsamos e retalhos, descritos em caracteres cuneiformes, em papiros,
e por tradi¢cao oral (15)(16).

Atualmente estd sendo muito utilizado a oxigenioterapia hiperbarica
(OHB). Esta é uma modalidade terapéutica que consiste na oferta de oxigénio
puro (FiO, = 100%) em um ambiente pressurizado a niveis acima da pressao
atmosférica, habitualmente entre duas e trés atmosferas. A OHB pode ser
aplicada em camaras com capacidade para um paciente (camara monopaciente
ou monoplace) ou para diversos pacientes (camara multipaciente ou multiplace)
(17).
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O método de curativo topico a vacuo é um sistema utilizado na cicatrizagao
de feridas em que se institui uma pressao negativa localizada e controlada, com o
objetivo de estimular a granulagdo e a cicatrizacdo. Promove a vasodilatacao
arterial e, consequentemente, o aumento do fluxo sanguineo nos tecidos,
estimulando a formacao de tecido cicatricial de granulacdo. A remoc¢ao dos fluidos
diminui 0 edema, a presséao intersticial e a colonizagdo bacteriana, criando um
ambiente Uumido benéfico para a migracao epitelial e a cicatrizacdo. Além disso, a
pressao negativa atrai os bordos da ferida ao centro, diminuindo sua dimensao
(18).

Agentes fisicos como a eletricidade, os campos magnéticos ou elétricos,
laser e o ultrassom podem influenciar positivamente o resultado do processo de
cicatrizagéo de diferentes tecidos como a pele, os 0ssos, 0s musculos e tenddes e
0s nervos periféricos (5).

4.4 - Histoérico da Eletroterapia

Os agentes eletrofototerapéuticos sao usados pelos fisioterapeutas para
tratar uma grande variedade de condicOes. Esses agentes incluem ondas
eletromagnéticas e sonoras, além de correntes estimuladoras de musculos e
nervos. Em parte, essas técnicas sdo usadas para induzir o aquecimento dos
tecidos (19).

Ha evidéncias de que 0s egipcios antigos usavam peixes elétricos para
tratar doencas em 2500 a.C, contudo seu relato s6 ocorreu em 46 d.C por
Scribonius Largus. No século XVIII houve um aumento do uso da eletricidade na
medicina devido ao desenvolvimento de geradores elétricos. Porém sua
popularidade apresentou um declinio no século XIX e no inicio do século XX,
devido aos resultados clinicos variados e técnicas alternativas (20).

O interesse no uso de eletricidade para aliviar a dor foi despertado
novamente por Melzack e Wall em 1965, ao proporem que a transmissdao de
informagdes nocivas poderia ser inibida pela atividade de aferentes periféricos de
didmetros largos ou pela atividade de vias descendentes do cérebro relacionadas
a inibicdo da dor. Na década de 80, houve um aumento na popularidade da
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estimulacao elétrica determinando o desenvolvimento de estudos e técnicas para
avaliar seus efeitos e resultados, determinando a expansdao para além da
modulagao do controle da dor (21).

O conhecimento de que a conducao elétrica altera eventos fisiologicos
e patologicos em sistemas bioldgicos é tdo antigo quanto a descoberta de que os
sistemas bioldgicos s&o condutores (21).

Durante séculos, os antigos fildsofos especularam sobre a natureza do
calor e do frio. As opinides eram divididas quanto ao fato de o calor ser uma
substancia ou um efeito do movimento das particulas, mas no século XVIII, os
fisicos e bioquimicos chegaram a conclusdo de que a velocidade de movimento
das moléculas constituintes do corpo ou objeto dava aos nossos sentidos a
impressao de calor ou de frio. Dr. J. P. Joule, de Manchester, no ano de 1840,
desemvolveu com precisdao uma pesquisa sobre a relacdo entre o trabalho feito ao
se mover um aparelho elaborado para agitar a 4gua e o calor desenvolvido ao
realiza-lo. Ele mostrou de maneira muito clara que a quantidade de calor
produzido por friccdo dependia da quantidade de trabalho feito.
Subsequentemente, seu trabalho também contribuiu para a teoria da correlagéo
das forcas e em 1847 ele enunciou a lei da conservagdao de energia (a base da
primeira lei da termodinamica) (19).

Tornou-se aceita a visdo que o calor pode ser considerado uma forma
de energia que pode ser transformada em outras formas de energia, como elétrica
ou mecanica. A teoria supunha que, quando um corpo é aquecido, a elevagao na
temperatura deve-se ao aumento da energia do movimento das moléculas
naquele corpo. A teoria ia além e explicava a transmissao da energia radiante de
um corpo para outro, como a do sol para um individuo sobre a terra (19).

Foram encontradas evidéncias a favor da suposicao de que a luz é
uma onda eletromagnética e exatamente as mesmas evidéncias foram obtidas
com relagdo a energia radiante. Apesar do fato das ondas de calor radiante (ou
seja, radiagdes infravermelho) terem um comprimento de onda mais longo do que
as ondas de luz, suas caracteristicas fisicas sdo as mesmas. Sugere-se, portanto,

que as moléculas de um corpo quente se acham em um estado de rapida vibracao
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ou sdao o centro de disturbios periddicos rapidos, produzindo ondas
eletromagnéticas que correm entre 0 corpo quente e 0 corpo que as recebe e
causando, assim, um movimento similar nas moléculas. O senso de calor pode
assim ser estimulado em um organismo por meio de ondas de energia de calor
radiante que comegam em um objeto quente, do mesmo modo que o sentido da
visdo é estimulado por ondas de luz que comegam em um objeto luminoso(19).

Uma compreensao do movimento das ondas é central para dominar a
fisica de qualquer forma de terapia que utilize energia elétrica ou mecénica (19).

Estudos realizados com uso de energias elétricas ou mecénicas
mostram melhora no controle de edema em membros, reagdes inflamatérias,
lesbes e feridas de cicatrizacao lenta, atrofia muscular e déficit de controle motor
associados a lesdes ortopédicas e neurologicas, problemas circulatérios,
disfuncbes do movimento articular, problemas posturais e incontinéncias
associadas a fraqueza dos musculos pélvicos (21).

Segundo Low e Reed (22), no campo da medicina fisica e da
reabilitacdo, os estimuladores elétricos devem ser classificados como corrente
direta (CD) ou continua (CC), corrente alternada (CA) e corrente pulsada (CP). O
termo direta refere-se a um fluxo de elétrons sem interrupcdo em uma s6 diregéo;
o termo alternada descreve o fluxo ininterrupto de elétrons, porém ocorrendo em
duas direcdes; ja 0 termo pulsada indica que o fluxo de elétrons € periodicamente

interrompido e pode ser unidirecional (monofasica) ou bidirecional (bifasica).

4.4.1 - Eletrodos

Sao o meio pelo qual o fluxo de elétrons do circuito de saida do
aparelho é convertido em fluxo de corrente ibnica nos tecidos. A energia elétrica
para terapia necessita ser aplicada aos tecidos com pelo menos dois eletrodos,
assim formando um circuito completo. O local onde ocorrem as trocas de elétron
para ion e de ion para elétron € chamado de interface eletrodo-tecido (22).

O efeito de oposicdo ao fluxo da corrente € conhecido como

impedancia; e a pele por ser composta principalmente por queratina e por possuir
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pouco fluido oferece maior oposi¢ao ao fluxo da corrente. A aplicagao de correntes
de alta voltagem pode diminuir essa impedancia da pele. Em geral frequéncias
mais altas podem minimizar a impedancia da pele (21).

Segundo Low e Reed (22) existem trés sistemas béasicos de eletrodos:
o eletrodo metalico maleavel como uma folha de metal ou aluminios ligados a pele
com agua em gaze ou espuma; o segundo sistema envolve eletrodos que se
moldam a superficie do corpo mais facilmente. Estes sdo feitos de borracha
siliconada impregnada de carbono; o terceiro sistema é através de um banho de
imersdo na agua em que a parte do corpo € imersa com um eletrodo.

Os eletrodos apresentam varias formas, tamanhos e arranjos. Esses
fatores podem afetar uma variavel muito importante da estimulagcédo: a densidade
da corrente, que é quantidade de fluxo de corrente por unidade de area. Em geral,
quanto maior a densidade de corrente, maior sera o efeito. Os determinantes da
densidade de corrente sdo o fluxo total da corrente no circuito de saida do
estimulador e o tamanho da area de aplicagédo (21).

Para se obter resultados positivos na aplicacdo de tratamento com
correntes foram desenvolvidos protocolos de aplicagéo:

- Monopolar — um eletrodo é colocado para controlar a polaridade no
sitio da ferida. O eletrodo ativo é posto sobre a ferida e o dispersivo sobre local
sadio. A polaridade do eletrodo ativo sera selecionada no estimulador. Quanto
maior a distancia ente os eletrodos maior € a profundidade do fluxo de corrente
para os tecidos (22).

- Técnica bipolar — posicionam-se 0s dois cabos com seus respectivos
eletrodos, em cada lado da area alvo. Os eletrodos com polaridades opostas
podem ser colocados na area sem lesdo e proximo a regido da ferida para que a
corrente passe entre eles através do tecido da lesdo. No caso de feridas
superficiais é recomendada proximidade dos eletrodos. Uma aplicacdo dessa
técnica é posicionar os eletrodos um em cada lado da ferida para que a corrente
flua através desta para todos os lados de uma s6 vez (22).
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4.4.2 - Polaridade

Sabe-se que o mais importante dos fatores para efeito de uma corrente
aplicada é a densidade de corrente, mas a polaridade também deve ser
considerada. Em grande parte das pesquisas, realizadas sobre a
eletroestimulagdo para cicatrizar feridas, inicia-se com pdélo negativo sendo o
eletrodo ativo e, apds um periodo, realiza-se a inversdo das polaridades (21).

Para que se estabeleca uma corrente ibnica nos tecidos, € necessario
que eletrodos tenham cargas opostas. Os ions positivos sdo atraidos pelo eletrodo
com maior concentracdo de elétrons que é conhecido como dnodo ou eletrodo
negativo. O eletrodo com escassez relativa de elétrons € conhecido como catodo
ou eletrodo positivo e atrai os ions negativos e também elétrons livres dos tecidos
subjacentes (21)(22).

Protocolos como os de Feedar, et al. (23), Gentzkow e Miller (24),
Gentzkow e Pollac (25), Griffin, et al. (26), Houghton, et al. (27), mostram
diferentes aplica¢des da polaridade, buscando encontrar o melhor resultado da
aplicacao nos tecidos; porém nota-se uma escassez de publicacées sobre o
assunto, e os resultados obtidos ainda deixam duvidas quanto aos parédmetros

ideais no tratamento com utilizagado da eletroestimulagéo de alta voltagem (28).

4.4.3 -Frequéncia dos pulsos

Frequéncia dos pulsos é a taxa de repeticdo dos pulsos. O nimero de
pulsos por segundo pode ser representados por Hertz (Hz) ou pps (pulsos por
segundo). A frequéncia de pulso € uma variavel que sofre alteragbes de estudo
para estudo sem muita explicacdo. Nelson, et al. (21) trazem o protocolo para
cicatrizacdo de feridas em que Sussman separarou as faixas de frequéncia de
pulsos, de acordo com as fases de cicatrizagdo: Edema (30-50 pps); Inflamacao
(30 pps); Proliferacao (100-128 pps); Epitelizagcdo (60-64 pps); Remodelamento
(60-64 pps); Retorno Venoso (40-60 pps).
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4.4.4 — Pulsos

O termo “pulso” mostra que o fluxo dos elétrons € interrompido por um
tempo, podendo ser Unidirecional (monoféasico) ou Bidirecional (bifasico).
Independente das formas de onda, todos os estimuladores de corrente pulsada
apresentam um espaco de tempo entre pulsos sucessivos (Kloth e Cummings (29);
Starkey (30)). Em um pulso monofasico ha apenas uma fase para cada pulso, o
fluxo da corrente € unidirecional, indicando que a polaridade de um eletrodo é
positiva e 0 outro negativo. O pulso bifasico é caracterizado quando duas fases
opostas estdo contidas em um Unico pulso. Uma corrente pulsada (CP) € definida
como uma corrente elétrica que € conduzida como sinais de curta duracdo. Os
pulsos duram poucos milissegundos (ms) ou microssegundos (us), seguidos por
intervalos. Os protocolos e estudos publicados fazem uma relagdo ainda néao
definida da frequéncia do pulso, durante as fases de cicatriza¢do (21).

4.4.5 — Amplitude

Um Ampere é uma unidade de medida para uma corrente elétrica. E a
quantia de corrente produzida pela forgca da movimentacao dos elétrons de um volt
agindo pela resisténcia de um ohm. Pequenas correntes sdao medidas em
miliampere (mA). A amplitude pode ser relatada em miliamperes ou em voltagem
que é a unidade de medida da forca da movimentacao dos elétrons, ou diferenca
de potencial, que causara uma corrente de um ampere fluir por uma resisténcia de
um ohm (21).

Alguns protocolos de CPAV (corrente pulsada de alta voltagem)
trazem amplitudes de 100 a 200 V, os de corrente direta de baixa voltagem pedem
amplitude de 35 mA e na estimulacdo de microamperagem de baixa voltagem tem
uma amplitude menor que 1 mA. A amplitude deve ser ajustada de acordo com o
conforto do paciente. Uma sugestao para testar a amplitude é ir estimulando até
que se perceba a contracdo muscular sob o eletrodo. Podem ser utilizados os
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medidores de corrente para verificar o fluxo de corrente nos dois eletrodos. Caso
nao seja possivel um relato sensitivo, outras formas podem ser adotadas como
teste. Um modo é posicionar o eletrodo dispersivo sobre um ponto motor do
musculo para verificar se ha um espasmo de contracdo muscular sob o eletrodo
(21).

4.5-Estimulacao Elétrica de Alta Voltagem (EEAV)

Um desenvolvimento mais recente no uso da estimulagédo elétrica para
regeneracdo de feridas utiliza uma corrente direta pulsada aplicada com alta
voltagem, conhecida como estimulacdo galvanica pulsada de alta voltagem
(HVPGS - high- voltage pulsed galvanic stimulation) ou corrente pulsada de alta
voltagem (HVPC — high voltage pulsed current) (31).

A corrente pulsada de alta voltagem (EEAV) é definida como corrente
de baixa frequéncia, pulsada, monofasica de dois picos gémeos com uma base de
corrente continua de baixa amplitude (Figura 1). Possui uma duragao de pulso de
5 a 100 us, um pico de corrente elevado (2500mA), baixa intensidade (1,2mA a
1,5mA), baixos valores de carga de fase (12 a 14uC), grandes intervalos
interpulsos e alta voltagem (acima de 100 V), possibilitando uma estimulacao
relativamente agradavel, capaz de atingir as fibras nervosas sensoriais, motoras e

também aquelas responsaveis pela condugao de impulsos nociceptivos (28).
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Figura 1: Corrente pulsada monofasica de alta voltagem (21).
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O mecanismo exato através do qual a estimulagao elétrica parece melhorar
a regeneracao das feridas nao foi estabelecido. Contudo, muitos componentes da
resposta fisioldgica tém sido identificados e sdo suportados pelas pesquisas, em
maior ou menor extensao. Os resultados clinicos suportam o uso da estimulagao
elétrica em uma variedade de formas como método que contribui para o
tratamento de Ulceras crbnicas de pele. Contudo, seria inapropriado sugerir que a
estimulagdo elétrica sozinha possa produzir alteracbes significativas na
regeneragdo de feridas cronicas. Além da estimulacdo elétrica, outros fatores do
tratamento das feridas podem contribuir para a regeneracdo. Dado o numero
limitado de ensaios controlados, é dificil quantificar a forca do efeito da
estimulagao elétrica (31).

Griffin, et al. (26) , reconhecendo a falta de um modo de acédo confirmado
da estimulacao elétrica em relagdo a regeneragao das feridas, sugeriram que ha
varias hipoteses atrativas. Essas incluem a atracdo do tecido conjuntivo e células
inflamatérias, modificacdo dos potenciais elétricos enddgenos do tecido,
estimulagdo da biossintese e replicacao celular, efeitos bactericidas, aumento da
circulacao e geracao de um efeito eletrofisiol6gico celular.

Uma grande variedade de formas de aplicacdo da estimulacéo elétrica tem
sido aparentemente responsavel pelo favorecimento da regeneracdo de tecidos
moles (particularmente da pele). Todavia, muitos desses ensaios ndo tiveram
controles, falharam em relatar parametros importantes da estimulacéo e,
freqUientemente, envolveram um numero relativamente pequeno de individuos
(32).

Em uma revisao critica , Sheffet, Cytryn e Louria (33), sugeriram que uma
analise de poténcia mostra que seria necesséria uma amostra de pelo menos 164
pacientes para que pudessem ser feitas comparagcbes e pudesse ser dada
atencdo as variaveis criticas. Variaveis que causam confusdo, como a
contaminagao pelos eletrodos e a forgca do efeito placebo, poderiam ser
responsaveis por uma parte dos resultados, mas as evidéncias acumuladas dos
efeitos benéficos da estimulacédo elétrica usando uma variedade de aplicacoes

sugerem que provavelmente ha um efeito "real". Quando a atividade elétrica
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interna (enddgena) do corpo € considerada, os elos elétricos entre 0s processos
fisiolégicos e a atividade elétrica tém pouca probabilidade de serem
epifendmenos. Se isso for verdade, a estimulagcdo elétrica e eletromagnética
aplicadas externamente em suas numerosas formas poderiam razoavelmente ser
responsaveis por uma alteracdo nas respostas de regeneragdo. Os mecanismos
exatos continuam inexplicados, mas os resultados clinicos suportam a doutrina de
que a intervengdao com energia externa pode ter efeitos significativos. Contudo,
ainda restam questdes importantes. Por exemplo, a estimulagéo poderia ser usada
como um gatilho para estimular o processo usando janelas de amplitude ou de
frequéncia. Alternativamente, a energia chegando poderia forcar um evento
quimico ou uma cascata, assim estimulando eventos naturais por meio de um
ponto de partida alternativo.

Stefanovska, et al. (34), conduziram um estudo comparativo envolvendo
trés grupos de pacientes (estimulacdo com CD, estimulacdo com CA e grupo
controle) contendo 250 pacientes, sendo 170 deles pacientes lesados medulares
com "Ulceras de pressao". Os grupos de estimulacéo elétrica receberam a terapia
convencional além da estimulagdo. A estimulagdo com CD utilizou uma corrente
de 600 J por duas horas diarias, enquanto os pacientes do grupo de CA foram
tratados com correntes pulsadas de baixa freqliéncia por duas horas diariamente.
Os resultados sugeriram que o grupo que recebeu estimulagdo com CA obteve
melhores resultados do que os grupos com CD e controle.

Em estudo Baker, et al. (35) comparou o efeito de uma estimulagao pulsada
de onda quadrada bifasica assimétrica e bifasica simétrica com um grupo controle.
Foram envolvidos no estudo oitenta pacientes com Ulceras abertas, cujos
resultados demonstraram um aumento significativo na taxa de regeneracao, quase
60% no grupo que recebeu estimulacdo assimétrica. A estimulagdo com pulso
simétrico, em contraste, ndo mostrou vantagem significativa sobre a condicao

controle.
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4.5.1-EEAV no reparo tecidual

O uso de eletroestimulacao para reparo tecidual ndo é uma abordagem
nova. Relatos publicados no século XVII registram o uso da aplicacdo de laminas
de ouro as lesdes cutaneas associadas a variola (32). Além disso, ha evidéncias
de que correntes elétricas, tanto enddégenas quanto exdgenas, podem ter uma
participacao eficiente no processo de cicatrizagao.

Se a regeneracao de feridas é mediada pelo menos em parte por sinais
elétricos, € de se esperar que a exposicao artificial das feridas a estimulagéao
elétrica possa alterar o processo de regeneracao (36).

Weiss, Kirsner e Eaglstein (36), relatam que tecidos vivos possuem
eletropotenciais de superficie de corrente continua que regulam, pelo menos em
parte, 0 processo de cicatrizagdo. Ap6s o dano tecidual, uma corrente na leséao é
gerada e desencadeia a reparacao biologica. Além disso, os estimulos elétricos
exégenos foram mostrados para melhorar a cicatrizacdo de ferimentos em dois
sujeitos humanos e em modelos animais. Este artigo examinou as propriedades
bioelétricas dos sistemas vivos e uma revisdo da literatura existente sobre
estimulacao elétrica e cicatrizagao de feridas.

Gentzkow e Miller (37) demonstraram a efetividade da estimulagdo elétrica in vitro,
animal e em humano.
Feedar, Kloth e Gentzkow (23), tiveram como objetivos deste estudo duplo-cego
randomizado, multicéntrico, comparar a cicatrizacao de Ulceras cutaneas cronicas
tratadas com estimulacdo elétrica pulsada com cicatrizacdo de feridas
semelhantes tratados com simulacdo da estimulagdo elétrica e para avaliar a
tolerdncia do paciente ao protocolo terapéutico. Os resultados indicam que a
estimulagao elétrica pulsada tem um efeito benéfico sobre a cicatrizagdo e Ulceras
dérmicas cronicas.

Reich, et al. (38), relatam que muitos disturbios cutédneos estdo

associados com a ativagdo ou aumento do numero de mastocitos. A estimulagéao
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elétrica tem sido demonstrado ser eficaz no tratamento de muitas destas doencas.
Este estudo foi concebido para examinar o efeito de estimulagdo elétrica em
mastécitos em feridas agudas. A estimulacado elétrica ndo parece induzir a
desgranulacdo. A capacidade de estimulagédo elétrica para reduzir o nimero de
mastocitos pode ser relacionada com a reducdo de qualquer proliferacdo ou
migracao destas células e pode revelar-se uma técnica terapéutica valiosa.

Fitzgerald e Newsome (39) descrevem o uso da estimulacéo elétrica
de alta tensédo corrente pulsada monofasica para o tratamento de uma grande
ferida infectada da coluna toracica, apés um processo de desbridamento cirurgico.
A ferida foi completamente fechada ap6és 10 semanas de tratamento. O possivel
papel de alta tensdo de corrente pulsada monofasica para acelerar o processo de
cicatrizacao € discutido.

Gentzkow (40) teve como objetivo discutir pesquisas e 0s avangos na
estimulagdo elétrica de cicatrizacdo de feridas. Os resultados mostraram que
diminui o edema, desbrida tecido necrosado, atraem neutréfilos e macréfagos,
estimulam receptores para fatores de crescimento, estimula o crescimento de
fibroblastos e de tecido de granulacdo, aumenta fluxo sanguineo, induz a
migragdo de células epidérmicas, inibe as bactérias, e reduz o numero de
mastécitos. Assim, tomados em conjunto, os estudos de eficacia e o "mecanismo
de acao" fornecem evidéncias que a estimulacédo elétrica é segura e eficaz para
promover a cicatrizagao de feridas cutaneas.

Mawson, et al. (41) relata que as Ulceras de pressdao sdo notoriamente
comuns em pacientes com lesao na medula espinhal, em pacientes com outras
deficiéncias neuroldgicas, em pacientes desnutridos e severamente debilitados, e
no idoso fragil. A revisdo da literatura sugere que a estimulacao elétrica aumenta o
fluxo sanguineo cutaneo e promove a cicatrizagcao de Ulceras de pressao.

Agren, Engel e Mertz (42) referem que a epitelizacdo de feridas de
queimadura de segundo grau € conhecida por ser acelerada por tratamento tdpico
com curativos de hidrogel e reforcada por estimulagdo elétrica pulsada se
comparada com nenhum tratamento (exposicéo ao ar), os resultados mostraram

que a adicao de estimulagdo elétrica pulsada aumentou (p <0,001) os niveis de
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colagenase durante o inicio da reepitelizacdo. Estes resultados sugerem que a
colagenase esta intimamente ligada a epitelizagéo da ferida.

Castillo, et al. (43) utilizaram antisséptico (iodo) e estimulagdo elétrica
para tratamento de feridas em um ensaio usando ratos submetidos a queimaduras
de segundo grau. As imagens obtidas utilizando um programa de analise de area
revelou que apenas a pele reparada do grupo eletroestimulado tinha uma
aparéncia semelhante a da pele de controle, e que a aparéncia geral da pele
reparada foi compativel com um processo de cura bem organizado.

Bauerle e Neander (44), numa revisdao de 8 estudos envolvendo 215
pacientes clinicos com Ulceras cutaneas isquémicas e 7 de tecidos animais ou
estudos de cultura de tecidos, referem que a estimulacédo elétrica de células de
fibroblastos acelera a biossintese intracelular necessaria para formar novo tecido
de granulagao em cicatrizagao de feridas.

Fleischli e Laughlin (45) apresentam uma revisdo da literatural sobre a
estimulacdo elétrica com foco especial sobre os méritos de seus usos na
cicatrizagdo de feridas. Literatura a partir de uma ciéncia basica, estudos com
animais e estudos clinicos sao revistos. A literatura parece sugerir que a
estimulagao elétrica pode afetar a cicatrizacdo da ferida.

Gilcreast, et al. (46) relatam que o fracasso em curar feridas em
diabéticos determina amputagcées das extremidades em 54.000 pessoas
anualmente. Portanto, é necessario um tratamento para acelerar a cicatrizagdo em
pessoas com diabetes, a fim de reduzir a necessidade de uma amputacéo. Este
estudo testou o efeito da corrente pulsada de alta voltagem sobre o fluxo
sanguineo no pé de seres humanos que estdo em risco de Ulceras do pé
diabético. Embora este tratamento parece aumentar o fluxo de sangue em um
subgrupo de pacientes, mais estudos sdo necessarios para identificar provaveis
mecanismos para essa resposta.

Houghton e Campbell (47) referem que terapias adjuvantes, tais como
ultrassom, laser, luz ultravioleta, aquecimento superficial, os campos
eletromagnéticos pulsados e a estimulacdo elétrica foram todos indicados no

tratamento de feridas crénicas. A pesquisa mostra que a estimulacao elétrica e

36



ultrassom sdao modalidades terapéuticas que tém evidéncias de pesquisa clinica
suficiente para suportar o seu uso no tratamento de feridas crénicas

Bogie, et al. (48) analisam as aplicacbes da estimulacado elétrica
terapéutica especificas para a cicatrizacdo de feridas e prevencao de Ulcera de
pressdo. Referem que a aplicacdo de eletroestimulacdo para a cicatrizagao de

feridas tem sido utilizada para aumentar a taxa de cura em mais do que 50%.

4.5.2 - Contra indicacoes da eletroestimulacao

Segundo Nelson, et al. (21) as contra indicagcdes recomendadas pela
FDA (Administracdo de Drogas e Alimentos) para eletroestimulagédo sao:

- Pessoas com les@es cancerosas.

- Dores nao diagnosticadas (eventual estimulo a atividade fisica antes
da recuperacao ou por mascarar doenca grave).

- Presenca de dispositivo eletrdnico implantado.

- Gravidez (primeiro trimestre).

- Pacientes cardiacos.

- Seios carotideos (eventual exacerbacéo de reflexos vago-vagais).
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5- Métodos

5.1 - Aprovacéo pelo Comité de Etica

O estudo seguiu os principios éticos da experimentacdo animal de acordo
com o Cédigo Brasileiro de Experimentacdo Animal (1988) e foi aprovado pela
comissdo de Etica no uso de animais CEUA/Unicamp, protocolo n° 2168-1 (Anexo
7).

5.2 - Modelo Animal

O estudo foi realizado no Nudcleo de Cirurgia Experimental da UNICAMP
sendo utilizados 72 ratos Wistar, com peso corpéreo variando de 350 a 550
gramas, com idade média de 4 meses, obtidos do Biotério da UNICAMP (CEMIB).

Os animais foram mantidos em gaiolas isoladas, em condigbes ambientais
de temperatura e luminosidade, com livre acesso a alimentagdo com ragao e
agua.

Os animais permaneceram por um periodo maximo de 9 dias no Nucleo de
Cirurgia Experimental da UNICAMP.

5.3 - Distribuicao dos grupos e tratamento

Os 72 animais foram distribuidos em Grupos 3, 5, 7 e 9 dias referentes ao
dia de sacrificio para analisar feridas agudas. Cada um destes foi subdividido em
subgrupo controle e subgrupos tratamento, compostos por 6 animais cada,
distribuidos aleatoriamente (Esquema 1).
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Grupo 3
18 Animais

Subgrupo
trata/o cranial

6 Animais
SGTCr3

Trata/o PO1 e
PO2

Sacrificio PO3

Subgrupo
trata/o caudal

6 Animais
SGTC3

Trata/o PO1 e
PO2

Sacrificio PO3

Grupo 5
18 Animais

Subgrupo
controle

6 Animais
SGC3

PO1 e PO2
Sacrificio PO3

Subgrupo trata/o
cranial

6 Animais
SGTCr5

Trata/o PO1 a
PO4

Sacrificio PO5

Subgrupo trata/o
caudal

6 Animais
SGTC5

Trata/o PO1 a
PO4

Sacrificio PO5
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Subgrupo
controle

6 Animais
SGC5

PO1 a PO4
Sacrificio PO5




Grupo 7
18 Animais

Subgrupo trata/o
cranial

6 Animais
SGTCr7

Trata/o PO1 e
PO6

Sacrificio PO7

Subgrupo trata/o
caudal

6 Animais
SGTC7

Trata/o PO1 e
PO6

Sacrificio PO7

Grupo 9
18 Animais

Subgrupo
controle

6 Animais
SGC7

PO1 e PO6
Sacrificio PO7

Subgrupo trata/o
cranial

6 Animais
SGTCr9

Trata/o PO1 e
PO8

Sacrificio PO9

Subgrupo trata/o
caudal

6 Animais
SGTC9

Trata/o PO1 e
PO8

Sacrificio PO9

Subgrupo
controle

6 Animais
SGC9

PO1 e PO8
Sacrificio PO9

Esquema 1: Distribuicao dos grupos (SG Tcr = subgrupo tratamento cranial, SG Tc
= subgrupo tratamento caudal, SG C = subgrupo controle)
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5.3.1- Subgrupo Controle (SGC)
Foram realizadas as feridas A e B, porém néo foi realizado tratamento com
EEAV

5.3.2 — Subgrupo Tratamento (SGT)

Compostos por dois subgrupos denominados Ter (eletrodo na posicao
cranial) (Figura 6) e Tc (eletrodo na posi¢cao caudal) (Figura 7),nos quais foi
realizado o tratamento com EEAV. O tratamento com EEAV foi realizado, com os
animais em uma contensao (Figura 8), diariamente apds as primeiras 24h da

cirurgia, exceto no dia do sacrificio.

5.4 - Procedimento cirurgico
5.4.1 - Anestesia

Foi realizada a pesagem dos animais no dia considerado como 1¢ dia, e
administrado pré-anestésicos com Ketamina (dose 75 mg/Kg) mais Xilazina (dose
10 mg/Kg) via intraperitoneal.

A anestesia foi alcangada com o uso endovenoso de tiopental sédico (25
mg/Kg).

5.4.2 - Cirurgia

Depois de anestesiados os animais foram posicionados em decubito ventral
na mesa cirdrgica.

A seguir foi realizada a epilacdo da area e antissepsia com solucdo de
clorexidina alcodlica 0,2%. Demarcou-se com um carimbo duas areas com formato
quadrangular com 1,5X1,5 cm (2,25 cm?), na linha média dorsal, a partir de 4cm
da porcao distal do animal, e 4,5cm entre o centro da primeira e da segunda
ferida, a ferida préximo ao cranio foi denominada ferida A e proxima a cauda,
ferida B (figura 2).
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Figura 2: Areas demarcadas com carimbo.

Com um bisturi foi retirada a pele dessas areas deixando-as cruentas com

exposicao da fascia dorsal (Figura 3).

Figura 3: Procedimento cirargico.

No pés-operatério os animais foram colocados em gaiolas isoladas com
maravalhas. Depois do procedimento cirdrgico e durante todo o tratamento a

ferida permaneceu exposta sem nenhum curativo, ou medicamento.
5.5 —Equipamentos de eletroestimulacao e técnica

O aparelho utilizado foi NeurodynHigh Volt® (EEAV), ANVISA-
10360310008 da IBRAMED® (Figura 4).
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Figura 4: Aparelho de Alta Voltagem e contensores

Foram utilizados eletrodos de silicone-carbono; o meio de contato entre os
eletrodos ativos e a area estudada foi gaze estéril, umedecida com soro fisiolégico
a 9%, e posicionada sobre a solugédo de continuidade.

Os eletrodos ativos possuiam dimensdo de 1cm? e o dispersivo 2cm2, os
eletrodos menores foram colocados um sobre a ferida e o outro imediatamente
adjacente, o eletrodo dispersivo posicionado a uma distancia de 5 cm da area da
ferida (Figura 5 e 6).

Os animais permaneceram durante todo o tratamento de 30 minutos de
estimulagao dentro de um contensor (Figura 7).

A polaridade utilizada inicialmente para o tratamento foi a estimulacéo
anddica (polo negativo), alternando-se a cada trés sessbes para a polaridade
positiva (Quadro 1).
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Dias 2 3 5
Grupo
G3 - -
G5 - - - +
G7 - - - + + +
G9 - - - + + + - -

Quadro 1: Polaridades aplicadas segundo cada grupo, polaridade positiva(+) e

polaridade negativa (-).

100 Hz, tempo de 30 minutos, 1 x semana e uma intensidade média de 8mA,
regulada com aumento da amplitude, até observar-se uma contragdo muscular

leve na regido estimulada, a qual foi a seguir reduzida para alcancar somente o

limiar sensitivo®".

Eletrodo sobre a

area A

Eletrodo préximo
aarea A

Eletrodo
dispersivo

Area cruenta
B

Os parametros utilizados no trabalho foram modo continuo, frequéncia de

Figura 5: Demonstra a disposi¢cao dos eletrodos no subgrupo Tcr
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Area cruenta Eletrodo
dispersivo

Eletrodo proximo Eletrodo sobre a
aarea B area B

Figura 6: Demonstra a disposi¢cao dos eletrodos no subgrupo Tc

Dorso do animal com
os eletrodos envoltos
por uma faixa elastica

Parte cranial

do animal

Parte caudal
do animal

Figura 7:Contensores usados no tratamento

O tratamento era realizado com quatro animais ao mesmo tempo, ja que 0O

aparelho possui quatro canais (Figura 8).
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Figura 8: Animais em tratamento

5.6 — Obtencao e Medicao de imagens

Foi realizado o registro fotografico padronizado das areas estudadas
utilizando uma camera digital semi profissional H50, 9.1 MP - SONY®. As
obtencdes de imagem foram feitas no pds-operatério imediato POl e nos dias
PO3, PO5, PO7 e PO9. A camera ficou posicionada em um suporte, sendo de 30
cm a distancia entre a camera e area estudada, posicionou-se uma régua junto a
da area estudada, contendo o cédigo, o numero do animal, e o dia da fotografia.

As imagens capturadas no POI e no dia do sacrificio foram avaliadas pelo
programa computacional Autodesk Design Review 2012, da Autodesk, Inc. com

suporte no Brasil, o qual verifica a area da lesao.
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5.7 - Eutanasia e Obtencao da Amostras

No 3% 5° 7° e 9° dia, os animais foram novamente pré-anestesiados e
receberam tiopental sdédico endovenoso (dose 40 mg/kg) para seu sacrificio.

AplGs a eutanasia foi realizada a retirada das duas areas estudadas, com
uma margem de tecido integro (Figura 9) e colocadas em pedacos de cartolina
(Figura 10). Em seguida as pecas foram fixadas com alfinetes, colocadas em uma
solucao de formalina por 24Hs e apds esse periodo colocadas em alcool 70%. Em
seguida foi realizado dois cortes de cada segmento coletado. As etapas para a
obtencao das laminas foram realizadas no Laboratério de Patologia e Biologia
Molecular Veterinaria — VETPAT

Figura 10: Pegas obtidas.
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5.8 - Preparacao das laminas para analise histoldgica

As pecas foram desidratadas em solugdes de concentragdes crescentes de
alcool.

Posteriormente foram diafanizadas utilizando o xilol nas concentragdes (xilol
, II, Ill), permanecendo 1 hora em cada recipiente.

Para a inclusédo as pecas foram colocadas em banhos de parafina a 62°C
formando-se blocos.

Os cortes para este estudo foram de 07 micras, posicionados sobre a
lamina e levados para a secagem em estufa a 40°C por 15 a 30 minutos.

Antes de receber a coloracdo as pecas passam pelo processo de
desparafinizagdo com xilol e de reidratagdo com uma série gradativa de solu¢des
alcodlicas e ao final recebem agua destilada.

Apos os procedimentos usuais de histo-tecnologia, duas laminas de cada
porcdo amostrada foram coradas utilizando a hematoxilina (corante basico de cor
roxa),eosina (corante acido de cor rosa) e o Tricrdmico de Masson apo6s corados
as laminas foram desidratadas por alcool (70%, 90%, 95%, absoluto) e xilol
(L1,

Apds a secagem na estufa as laminas foram etiquetadas com numeros

aleatorios.

5.9 - Critérios para analise histologica das amostras

Foi utilizado um microscopio Optico Nikon E-100 para analisar a
neoformacao de vasos sanguineas, quantidade de fibras de colageno, proliferacao
fibroblastica, polimorfonucleares, mononucleares e tecido necrotico.

As laminas foram analisadas em microscopia de luz, e cada porcao
amostrada recebeu um escore (0; +; ++; +++) de acordo com a quantidade de
elementos nas lesdes encontradas no conjunto de cortes/laminas analisadas,

tendo sempre como parametro a pele integra.
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O escore 0 indica auséncia do processo ou celularidade avaliada; escore
(+) indica presenga de leve infiltrado fibroblastico ou discreta proliferacao vascular
Ou escassa regido de necrose; o escore (++) indica moderado infiltrado
fibroblastico ou moderada proliferagdo vascular ou moderada extensdo de
necrose. O escore (+++) indica intenso infiltrado fibroblastico ou intensa
proliferacdo vascular ou necrose extensa.

Pela coloracdo de Masson avaliou-se a proporcao de fibras colagenas
coradas em azul na area de ferida. Estipulou-se o padrao de +, ++ ou +++ para
uma quantidade escassa, moderada e grande de colageno.

Para a captura de imagens das Iaminas foi utilizado microscopio digital

DynoEye AM423X (Figura 12,13,14 e 15).

As andlises histologicas foram realizadas no Laboratério de Patologia e

Biologia Molecular Veterinaria — VETPAT.

5.10 - Método Estatistico

A analise estatistica do trabalho foi feita pelo Setor de Estatistica da
Faculdade de Ciéncias Médicas — UNICAMP por meio de andlise descritiva com
apresentacdo de medidas de posicdo e dispersdo para variaveis continuas e
tabelas de frequéncias para variaveis categoricas.

Para comparar os parametros obtidos pela analise macroscopica, levando
em consideracao os fatores local (ferida A ou B), grupo (tratamento cranial, caudal
e controle) e os dias dos grupos (3, 5, 7 e 9), foram utilizadas a Analise de
Variancia (ANOVA) e a ANOVA para medidas repetidas. Devido ao tamanho da
amostra foi aplicada a transformacao por postos (ranks) nas variaveis. As
comparacdes multiplas foram realizadas pelo teste de Tukey.

Para comparacado das variaveis da histologia foi utilizada a regressao de
Poisson, foram transformadas as cruzes em numeros, ou seja +=1, ++=2 € +++=3.

O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5%.
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6 -Resultados

6.1 - Analise Macroscopica

As imagens das areas cruentas foram capturadas no POI (tempo 1) no dia
do sacrificio (tempo 2) (Figura 11).

Figura 11: Areas demarcadas e mensuradas pelo programa.

O quadro descritivo do tamanho das areas das feridas feitas nos animais
tratados e controle para avaliagdo macroscépica encontra-se no Anexo 1.

O quadro 2 mostra a variagcao percentual da area, e o quadro 3 mostra a
média percentual de reducdo dos grupos tratados. Os grupos 3 e 5 dias tiveram
variagbes percentuais de redugcdo semelhantes assim como 7 e 9, todavia os
grupos 3 e 5 tiveram percentuais de variacao diferentes de 7 e 9 dias p<0,00001
(quadro 4).

A interacdo entre as areas A e B dos grupos tratados foi significativa
p=0,0110, ou seja, quando foi tratada a ferida A cranial, a ferida B caudal
apresentou reducédo no tamanho e quando foi tratada a ferida B caudal, a ferida A

cranial também apresentou redu¢cdo no tamanho, o que ndo ocorre no grupo
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controle ja que tanto a ferida A cranial quando a ferida B caudal tiveram
proporcdes de cicatrizacao diferentes.
Assim:

1- A andlise da variavel “local de tratamento (caudal ou cranial)” mostrou que
a regiao cranial foi a area que apresentou reducao mais significativa, com
p<0,0001 (quadro 5).

Quadro 2— Analise descritiva e comparacdes da variacao percentual da area entre

rupos, tratamentos e locais.
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Quadro 3 — Valores médios percentuais de reducao das areas segundo 0S grupos

tratados.
METODO(%) GRUPO
-8.047 3
-13.358 5
-37.131 7
-41.222 9

Quadro 4 - Resultados da ANOVA para medidas repetidas com transformacao por

postos:
Efeito Valor-p
Grupo <0,0001 (diferencaentre3e 7;3e9;5e7;5e9)
Tratamento 0,0010
Grupo*tratamento 0.0392
Local 0.0028
Local*Grupo 0,2411
Local*Tratamento 0,0110
Local*Grupo*Tratamento 0,0958

Quadro 5 — Fixando locais e comparando tratamentos:

Local Valor-p Diferencas

A (Cranial) <0.0001 Controle e caudal; controle e cranial
Valores médios (%)

-12.538  Controle

-30.421  Caudal

-36.556 Cranial

B (Caudal) 0.1722 -
Valores médios (%)

-21.057 Controle
-23.219  Caudal
-25.846 Cranial
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Grafico 1: Valor médio da variacao da area em percentual para cada grupo,
local da lesao e tratamento.

No grafico 1 observa-se que no PO3 o grupo tratamento caudal, area A, foi
a que apresentou maior reducao da ferida e a que a ferida A do grupo controle foi
a que apresentou menor reducgao.

No PO5 o grupo cranial teve maior reducao da ferida A e as feridas A do
grupo controle foi a que apresentou menor reducao.

No PO7 o grupo tratamento cranial apresentou maior reducéo da ferida A e
as feridas A e B do grupo controle foram as que apresentaram menores reducoes.

No PO9 o grupo tratamento cranial mostrou maior reducdo percentual da

ferida A e a ferida B do grupo tratamento caudal foi a que apresentou menor
reducgao.
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6.2 — Analise Histolégica

Como demonstrado no grafico 2 a variavel neovascularizagao:

Neovascularizacao
14
12
o 10
T
3 8
§ 6 - E leve
= 4 B moderado
2 1 M intenso
0 -

CRANIAL

CRANIAL
CRANIAL

CRANIAL

w  CAUDAL
v CAUDAL
~  CAUDAL
©  CAUDAL

Grafico 2: Intensidade de neovascularizagao nas laminas de cada grupo
No gréfico 2 observa-se que no grupo 3 a neovascularizagao foi leve para
grupo tratamento cranial e controle, porém a partir do grupo de 5 dias todas as

laminas apresentaram moderada e intensa quantidade (Figura 12).

1280x1024 2012/05/18 14:28:29

Figura 12: Fotomicrografia de ferida. Observar intensa neovascularizagao
em derme superficial. H.E. 200x, tratamento cranial PO5.
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Grafico 3: Intensidade de células polimorfonucleares nas laminas de cada

grupo.

No gréfico 3, em todos os grupos 3,5,7 e 9 apresentaram leve quantidade

de polimorfonucleares.
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Grafico 4: Intensidade de células mononucleares nas laminas de cada

grupo.
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Observa-se que no grafico 4 ha uma moderada quantidade de
mononucleares apresentando uma intensificacdo a partir do grupo 5 e mais

evidente no grupo 9 para os grupos tratamento cranial e caudal (Figura 13).

1280x1024 | 2012/05/08 16:43:26

Figura 13: Fotomicrografia de ferida. Observar concentragdo de
polimorfonucleares indicada pela seta.HE. 200x, grupo controle PO5.

Proliferagao Fibroblastica
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Grafico 5: Intensidade de proliferacdo fibroblastica nas laminas de cada
grupo.
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No grafico 5 a proliferagé@o fibroblastica apresentou moderada quantidade
no grupo 3 para o grupo tratamento cranial, leve para grupo tratamento caudal e
ausente para controle; no grupo 5 apresentou intensa quantidade e para os grupos
7 e 9 (Figura 14).

1280x1024 ' 2012/05/18 14:27:49

Figura 14: Fotomicrografia de ferida. Observar proliferagdo fibroblastica
imatura formando feixes irregulares junto a proliferagdo vascular na derme
superficial. H.E. 400x, grupo tratamento cranial PO7.
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Fibras Colagenas
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Grafico 6: Intensidade de fibras colagenas nas laminas de cada grupo.

No grafico 6, os grupos 3 e 5 apresentaram leve quantidade de fibras
colagenas a partir do grupo 7 principalmente para o grupo tratamento cranial e
leve quantidade a partir do grupo 9 (Figura 15).

4 1280x1024 | 2012/05/08 16:40:21

3797/11 400X

Figura 15: Fotomicrografia de ferida . Observar colageno (azul) junto a area
lesada vermelha. Masson. 200x, grupo tratamento caudal PO9.
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Para as variaveis da andlise histoldégica foram utilizados o modelo de
Poisson. Assim as variaveis de neovascularizacdo (Anexo 2), mononucleares
(Anexo 3), polimorfonucleares (Anexo 4), proliferagdo fibroblastica (Anexo 5) e
fibras colagenas (Anexo 6) ndo foram significativos tanto para os grupos tratados
quanto controle.

A variavel tecido necrético foi significativa com p =0,0384 sendo a area
caudal com maior presenca de tecido necrético e independente do grupo tratado

ou controle como mostra o quadro 6.

Quadro 6 — Andlise descritiva da variavel Tecido Necrético entre grupos, tratamentos e
locais. Modelo de Poisson

Efeito Valor-p
Grupo 0,1225
Tratamento 0,1856
Grupo*Tratamento 0,4232
Local 0,0384 (C>Cr)
Grupo*Local 0,2142
Tratamento*Local 0,1610
Grupo*Tratamento*Local 0,4232
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Tecido Necrotico

12
10

M leve

Intensidade

B moderado

intenso

[ - - 2 |2 2 g 2

£ 2 z 2 %2 z/2 %2 2|2 T =

(@] (@]

Z 28 %2 228|228/ 28
r < r < < <
o © o © o © o ©
3 5 7 9

Grafico 7: Intensidade de tecido necrético nas laminas de cada grupo.

O grafico 7 mostra que no PO3 o grupo com tratamento caudal apresentou
uma maior quantidade de tecido necrético na area caudal, e 0 grupo com menor
quantidade de necrose foi 0 grupo controle na area cranial.

No PO5 o grupo tratamento caudal mostrou mais tecido necrético na area
caudal e o grupo cranial teve a menor quantidade de necrose na area cranial.

No PO7 os grupos tratamento caudal, cranial e controle apresentaram
praticamente a mesma quantidade de tecido necrotico tanto na area cranial quanto
caudal e a que menos teve necrose foi 0 grupo caudal na area cranial.

No PO9 o grupo tratamento cranial apresentou maior necrose na area
caudal e o que exibiu menor necrose foi 0 grupo tratamento caudal na area cranial

do animal.
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7 — Discussao

- A eleicao do aparelho:

O aparelho utilizado para este trabalho foi o Neurodyn High Volt, por ser
projetado seguindo as normas técnicas existentes de constru¢cdo de aparelhos
médicos (NBR IEC 60601-1, NBR IEC 60601-1-2 e NBR IEC 60601-2-10).

Trata-se de um estimulador transcutaneo neuromuscular que utiliza
tecnologia de microcomputadores, ou seja, € micro-controlado. O Neurodyn High
Volt é uma completa unidade de eletroterapia de simples operacao, com dois tipos
diferentes de correntes, e com 4 canais de saida com ajustes independentes de
frequéncia e amplitude do sinal, possibilitando mdultiplas opcdes de tratamento,
tornando-se essencial para a pratica clinica.

E importante que o aparelho utilizado para tratamento seja aferido e
aponte a graduacao real da voltagem no painel, além de oferecer mais de um
canal para tratamentos de areas maiores ou simultaneas (21).

Os trabalhos realizados por Watson (31) e Dunn, et al. (49), justificam a

eleicdo da estimulacao elétrica de alta voltagem no auxilio da reparacao tecidual,
exercendo grande apoio juntamente com as demais técnicas para esse tipo de
tratamento.
Weiss, et al. (36) referem que a estimulagao elétrica € uma terapia que diminui o
edema, o tecido necrosado, atraem neutréfilos e macrofagos, estimulam
receptores para fatores de crescimento, estimula o crescimento de fibroblastos e
de tecido de granulacdo, aumenta o fluxo sanguineo, induz a migragao de células
epidérmicas, impede danos pos-isquémico, inibe as bactérias, reduz o nimero de
mastécitos, fatores benéficos a cicatrizagdo de feridas. Numerosos estudos de
efichcia humanos e animais confirmam que a estimulacdo elétrica com carga
adequada, densidade e energia total faz com que melhore dramaticamente
cicatrizagao de feridas cuténeas.

- Falta de trabalhos sobre a EEAV:

Davini (28) relata pouca divulgacao sobre a EEAV, por esse fato foi

necessario comparar este trabalho com outros recursos utilizados na cicatrizagao.
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- Modelo animal:

Para o modelo animal foram escolhidos ratos machos evitando-se as
alteracdes hormonais que poderiam alterar os resultados.

Foram utilizados 72 animais a fim de ser obtida significancia estatistica para
cada um dos grupos estudados, o peso variou entre 350 e 550 gr, porém nao foi
estudada a relagao peso-cicatrizagédo, devido a quantidade de variaveis estudadas
nesse trabalho.

- Padronizacao das areas das feridas:

Os mamiferos de pele solta (roedores, coelhos e porquinhos da india)
possuem musculo carnoso, o paniculo subcutédneo, em contraste com humanos e
outros mamiferos com peles aderidas. O paniculo deve contribuir
significativamente na cicatrizacao da ferida (50).

Padronizou-se realizar as feridas no dorso dos animais de acordo com as
observagdes de Kashyap, et al. (50), que consideraram o dorso como o melhor
sitio para a incisdo, por evitar irritagdo por contato e autocanibalismo. O controle
da ferida ora cranial, ora caudal em cada grupo foi realizado a fim de se avaliar a
resposta cicatricial em diferentes segmentos da regido dorsal.

O tipo de ferida, deixando areas cruentas com bisturi seguiu o trabalho de
Mendes Junior, et al. (51).

- Exposicao das feridas:

Kashyap, et al (50) realizaram um trabalho com iodo povidine em
camundongos e citaram como problema em potencial a interferéncia da lambida
do animal na cicatrizacdo da ferida, visto que a saliva de camundongo contém
varios fatores de crescimento. No entanto, este comportamento foi observado em
todos os grupos e em igual extensdo. No presente trabalho foi observado a
lambedura das feridas entre todos os animais, porém s6 na ferida caudal - B,
possivelmente pela area ser mais acessivel. Porém este fator ndo interferiu na
cicatrizacdo das feridas, visto que a ferida caudal — B, tanto entre os grupos
tratamento e controle foram as que menos cicatrizaram. Fato que justificaria esse
atraso na cicatrizacao € que a ferida B, era a regiao que mais 0s animais atritavam

na grade onde eles eram contidos, e consequentemente perdia-se a crosta de
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cicatrizacdo dessa regiao como nos trabalhos de Eurides, et al (52) na qual,
relatou que a presenca da crosta na ferida favorece o processo de cicatrizagao.

- Mensuracao das imagens:

Segundo Cross, et al. (53), nestas espécies é essencial manter o animal
numa posicdo padrdo durante a mensuragao, porem nenhum trabalho expés
claramente a posicao ideal para realizar as mensuragodes. A exposicao repetida do
animal a procedimentos anestésicos pode ser deletéria a sua saude, consome
tempo e pode causar danos a ferida durante a indugdo da anestesia. Em seu
trabalho com ratos e porquinhos-da-india nenhuma anestesia adicional foi usada
para a contencdo e mensuragdo da area da ferida, contrastando com outros
estudos onde a exposicao repetida do animal a anestesia poderia aumentar seu
estresse, e 0 risco de injuria ao delicado tecido de granulacdo da ferida,
especialmente durante a fase de indugao. Estes fatores sédo dificeis de controlar e
sdo importantes por contribuirem para um atraso na contracdo da ferida. No
presente trabalho foram tomados tais cuidados e, certamente, o temperamento
docil dos animais facilitou a manipulagao diaria sem anestesia, evitando-se lesdo
adicional as feridas e a mensuragcdo das imagem foram realizadas nos
procedimentos cirurgicos iniciais e finais.

O programa computacional para andlise de area utilizado neste trabalho
também foi utilizado por Griffin, et al. (26) e Pires (54), que relatam a obtencao de
resultados fidedignos.

- Animal acordado:

O tratamento no PO1 teve inicio com os animais completamente acordados,
tendo em vista a interferéncia do anestésico no limiar sensitivo.

- Padronizacao dos dias 3,5,7,9:

Os grupos foram separados em subgrupos de 3, 5, 7 e 9 dias como
padronizacdo para observar a cicatrizacdo de uma ferida aguda do rato e se a
corrente EEAV influenciou alguma dessas fases.

O trabalho de Girardi (55) também utilizou a mesma padronizacédo de dias
de tratamento, entretanto no trabalho de Martins, et al. (56) utilizou 3, 7, 14 e 21

dias e Araujo, et al. (57) 3, 7 e 14 dias de tratamento.
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- Inicio com polaridade negativa:

As feridas tratadas inicialmente como eletrodo ativo (com a polaridade
negativa) posicionado sobre a ferida apresentaram maior redugdo das areas
comparativamente ao grupo que nao recebeu a EEAV, semelhante ao observado
por Houghton, et al. (27) e Unger, Eddy, Raimastry (58) que relatam que a
estimulacdo anddica pode exercer efeito bactericida, sugerindo que esta
polaridade seja iniciada e mantida até que a lesdo apresente uma aparéncia
serosanguinea, devendo-se posteriormente inverter a polaridade. E unanime a
opinido de que o tratamento de Ulceras cutaneas crdnicas deve ser iniciado com o
eletrodo ativo posicionado sobre a Ulcera com a polaridade negativa.

- A cada 3 dias a alternancia de polaridade:

As aplicacdes foram realizadas seguindo protocolo descrito por Feedar, et
al. (23) que sugeriu tratamento a cada trés ou sete dias, alternando-se a
polaridade.

Segundo Lampe (59), diferentes polaridades podem interferir na resposta
tecidual, diferentes células podem migrar segundo a carga, o anodo atrai
neutréfilos e macréfagos; o catodo atrai neutréfilos, fibroblastos e leucécitos.

- Frequéncia de Pulsos:

A utilizacdo de frequéncia dos pulsos de 100Hz segue os trabalhos de
Pires® e Houghton, et al. (27) que obtiveram resultados efetivos no tratamento das
feridas.

- Tempo 30 minutos:

O tempo de tratamento foi baseado nos trabalhos de Feedar, Kloth e
Gentzkow (23) e Davini (28). Todavia, Griffin, et al. (26) e Pires (54) utilizaram 60
minutos de tratamento e Houghton, et al. (27) utilizou 45 minutos. Desta forma,
apesar desses estudos utilizarem tempos diferentes de tratamentos, todos se
mostraram efetivos no tratamento de feridas.

- Frequéncia de tratamento:

Nao existe um consenso sobre a frequéncia de tratamento ideal, Sussmam
(60) utilizou de cinco a sete dias, assim como foi utilizado neste trabalho; por sua

vez, Davini (28) sugere o tratamento trés vezes por semana.
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- Padronizacao do sacrificio:

Padronizou-se o sacrificio dos animais no 1° dia apés o tratamento, para
completar 24 horas do dltimo tratamento, por meio de overdose de tiopental por
via endovenosa.

- Com relacao a analise histoldgica:

Para as variaveis neovascularizacdo, polimorfonucleares, mononucleares,
proliferacéao fibroblastica, colageno, os resultados ndo foram significativos, apenas
para tecido necrético que teve variavel significativa (p=0,0384), o que vai contra o
trabalho de Daeschlein (61) que relata que a polaridade negativa diminui necrose e
edema.

A maioria dos trabalhos que obtiveram resultados favoraveis com
eletroestimulagdo de alta voltagem como os de Silva (62) e Davini, et al. (63),
foram estudos com feridas crénicas, todavia este trabalho estudou a cicatrizacao
em feridas agudas. Um ponto levantado por Simdes (64) é que feridas agudas tém
excelente capacidade de regeneracao, feridas crénicas tém eventos fisioldgicos
tais como disfuncéao celular e desequilibrio bioquimico, de eventuais alteracées em
algum dos componentes do processo de cicatrizacdo (por exemplo, proteases e
citocinas) que ocasionarao prejuizo maior nas feridas crénicas em relacdo as
agudas (65). Desta forma, os resultados obtidos ndo foram significativos como os
referidos para lesbes crénicas tendo em vista terem sido avaliadas neste trabalho
lesGes agudas.

Silva (62) observou em ulceras crénicas em humanos que a EEAV néo s6
diminuiu a éarea da ferida como também proporcionou alivio de dor, e
consequentemente, melhorou a amplitude de movimento do tornozelo do membro
acometido, fato sugestivo de que pode estar relacionado com o incremento
circulatério. Davini, et al. (63) examinaram os efeitos da EEAV em quatro
pacientes portadores de Ulceras crbnicas, utilizando parametros semelhantes e
atribuiram os resultados positivos observados as alteragdes eletroquimicas e ao
aumento da microcirculagdo da regido. E importante salientar que a maioria dos

trabalhos que apontam reacdo ao recurso, aplicou-o em Uulceras crbnicas que
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podem ter diferentes origens, porém sua principal etiologia estd associada a uma
disfungao vascular (66).

- Analise macroscopica:

Na andlise macroscépica a medida da area inicial da ferida em relacao a
area do molde original aumentou porque as bordas sofrem retracao centrifuga
devido a tensdo elastica da pele circunjacente, perda de aderéncia a fascia
profunda, e mobilidade da pele do rato segundo Cross, et al. (53); Teo e Naylor
(67). Porém essa variagdo nao interferiu com a avaliagdo da area da ferida no
presente trabalho, visto que o calculo da contragdo depende da diferenca entre as
areas inicial e a area medida no dia em que se quer avaliar a contracao.

- Analise do tamanho da area no grupo de 3 e 5 dias:

Os resultados obtidos neste trabalho foram estatisticamente semelhantes
entre os dias 3 e 5 assim, como foi obtido no trabalho de Girardi®® na qual os dias
3 e 5 tiveram uma redugdo de 40% entretanto foi uma reducdo maior no que
encontrado neste trabalho.

- Analise do tamanho da area no grupo de 7 e 9 dias:

Feitosa (68), em seu relato, apresentou uma reducao de 41,22% da area da
ferida em 7 dias,enquanto obteve-se 37,13% e Vieira, et al. (69) em seu estudo
obteve 65% reducgao das feridas em 9 dias de tratamento utilizando flavonoides,
redugdo maior da que a encontrada no presente trabalho, que foi 41%.

- Eletrodos em diferentes areas:

Nao foram encontrados trabalhos que tivessem feito essa relagao eletrodo —
area.

Apenas foram encontrados trabalhos sobre a posi¢céo do eletrodo, na qual,
a soma das areas dos eletrodos ativos ndo deve exceder a area total do eletrodo
dispersivo. Brown (70) descobriu que os efeitos da eletroestimulagdo estendem-se
e afetam 2 a 3 cm além da borda dos eletrodos. Assim os eletrodos ativos e
dispersivos ndo devem entrar em contato, mantendo distancia de 4 a 5 cm entre

eles.
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- Cicatrizacao dependendo da posicao dos eletrodos:

As feridas dos grupos tratados cicatrizaram mais rapido do que as feridas
do grupo controle assim como foi observados nos trabalho de Feitosa (68).

O grupo com tratamento cranial apresentou reducao significativa tanto para
ferida A quanto para ferida adjacente B.

Entretanto mais estudos se fazem necessarios a fim de se avaliar as

possiveis causas para tais resultados.
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8 - Conclusao

- A EEAV determinou uma maior contragao das feridas, principalmente a

ferida da regiao A cranial.

- Nao houve diferenga significativa para as variaveis: neovascularizagao,
organizacao de fibras colagenas, proliferacdo fibroblastica, mononucleares e
polimorfonucleares entre os grupos tratamento e controle, apenas tecido necrotico

que foi mais presente no grupo tratamento do que controle.
- Ha interferéncia da estimula¢do de uma ferida em outra ferida, ja que tanto

para o grupo cranial quanto para o grupo com estimulacéo caudal houve diferenca
significativa na reducdo das areas A e B.
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10 - Anexos

Anexo 1: Analise descritiva e comparacgao da area entre tratamentos, locais e tempos em
cada grupo.

GRUPO TRATAMENTO Varidvel N Média dp minimo mediana méximo
3 Caudal AREACRANIALL 6 2.78 0.23 2.54 2.74 3.05
AREACRANIALZ2 6 2.08 0.24 1.79 2.04 2.43

AREACAUDALL 6 3.12 0.42 2.80 2.93 3.87

AREACAUDAL2 6 2.80 0.38 2.30 2.72 3.44

Controle AREACRANIALI 6 3.72 0.52 3.27 3.57 4.75
AREACRANIALZ2 6 4.35 0.79 3.07 4.61 5.25

AREACAUDALL 6 4.43 0.58 3.81 4.27 5.47

AREACAUDAL2 6 3.96 0.61 3.08 3.99 4.70

Cranial AREACRANIALI 6 2.87 0.21 2.57 2.96 3.05
AREACRANIAL2 6 2.32 0.51 1.86 2.10 2.97

AREACAUDALL 6 3.07 0.37 2.51 3.18 3.48

AREACAUDAL?2 6 2.91 0.38 2.62 2.71 3.45

5 Caudal AREACRANIALIL 6 3.59 0.48 3.03 3.66 4.16
AREACRANIAL2 6 2.93 0.46 2.34 2.99 3.51

AREACAUDALL 6 3.69 0.57 3.00 3.63 4.53

AREACAUDAL?2 6 3.18 0.38 2.67 3.14 3.69

Controle AREACRANIALIL 6 3.38 0.39 2.82 3.42 3.97
AREACRANIALZ2 6 3.51 0.70 2.94 3.14 4.57

AREACAUDALL 6 4.05 0.45 3.48 4.15 4.57

AREACAUDAL?2 6 3.62 0.58 2.90 3.60 4.51

Cranial AREACRANIALL 6 3.64 0.48 3.14 3.62 4.40
AREACRANIALZ2 6 2.70 0.16 2.55 2.66 2.95

AREACAUDALL 6 3.94 0.42 3.42 3.80 4.61

AREACAUDAL?2 6 3.10 0.62 2.35 3.25 3.71

7 Caudal AREACRANIALIL 6 3.73 1.34 2.717 3.30 6.40
AREACRANIAL2 6 1.96 0.35 1.45 2.08 2.37

AREACAUDALL 6 4.43 2.42 2.84 3.68 9.28

AREACAUDALZ2 6 2.08 0.29 1.83 1.96 2.58

Controle AREACRANIALIL 6 3.30 0.37 2.94 3.28 3.96
AREACRANIALZ2 6 2.43 0.44 2.05 2.27 3.25

AREACAUDALL 6 3.48 0.24 3.21 3.39 3.86

AREACAUDAL2 6 2.57 0.34 2.08 2.55 3.01

Cranial AREACRANIALI 6 3.10 0.19 2.84 3.09 3.34
AREACRANIALZ2 6 1.61 0.33 1.16 1.66 2.00

AREACAUDALL 6 3.23 0.24 2.83 3.25 3.55

AREACAUDAL2 6 2.13 0.59 1.36 2.06 3.12

9 Caudal AREACRANIALI 6 3.50 0.26 3.14 3.56 3.87
AREACRANIAL2 6 2.18 0.38 1.73 2.18 2.71

AREACAUDALL 6 3.21 0.45 2.63 3.17 3.84

AREACAUDAL?2 6 2.42 0.41 2.01 2.35 3.20

Controle AREACRANIALL 6 3.43 0.46 2.76 3.40 4.18
AREACRANIAL2 6 1.77 0.44 1.10 1.73 2.47

AREACAUDALL 6 3.57 0.32 3.03 3.61 4.01

AREACAUDAL?2 6 2.21 0.67 1.41 2.13 3.45

Cranial AREACRANIALIL 6 3.48 0.44 2.76 3.55 4.05
AREACRANIALZ2 6 1.55 0.37 1.00 1.55 2.11

AREACAUDALL 6 3.73 0.16 3.54 3.71 4.00

AREACAUDAL?2 6 2.10 0.33 1.79 1.99 2.67
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Anexo 2 — Andlise descritiva
tratamentos e locais.

e comparacdo da neovascularizagdo entre grupos,

GRUPO TRATAMENTO Variavel N Média dp minimo mediana maximo
3 Caudal ProlifVascCr 6 1.83 0.41 1.00 2.00 2.00
ProlifvascC 6 2.00 0.00 2.00 2.00 2.00
Controle ProlifvascCr 6 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
ProlifvascC 6 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
Cranial ProlifvascCr 6 1.33 0.52 1.00 1.00 2.00
ProlifvascC 6 1.50 0.55 1.00 1.50 2.00
5 Caudal ProlifVascCr 6 2.50 0.55 2.00 2.50 3.00
ProlifvascC 6 1.83 0.75 1.00 2.00 3.00
Controle ProlifvVascCr 6 1.83 0.75 1.00 2.00 3.00
ProlifVvascC 6 2.00 1.10 1.00 2.00 3.00
Cranial ProlifVascCr 6 2.33 0.52 2.00 2.00 3.00
ProlifvascC 6 2.33 0.82 1.00 2.50 3.00
7 Caudal ProlifVascCr 6 2.00 0.63 1.00 2.00 3.00
ProlifvascC 6 1.67 0.52 1.00 2.00 2.00
Controle ProlifVascCr 6 2.83 0.41 2.00 3.00 3.00
ProlifvascC 6 2.50 0.55 2.00 2.50 3.00
Cranial ProlifVvascCr 6 2.33 0.82 1.00 2.50 3.00
ProlifvascC 6 2.17 0.41 2.00 2.00 3.00
9 Caudal ProlifVascCr 6 2.17 0.75 1.00 2.00 3.00
ProlifVascC 6 2.17 0.75 1.00 2.00 3.00
Controle ProlifVascCr 6 2.17 0.41 2.00 2.00 3.00
ProlifvascC 6 2.33 0.52 2.00 2.00 3.00
Cranial ProlifvVascCr 6 2.17 0.75 1.00 2.00 3.00
ProlifVvascC 6 1.67 0.52 1.00 2.00 2.00
Resultados da EEG modelo de Poisson:
Efeito valor-p
GRUPO 0.1234
TRATAMENTO 0.3074
GRUPO*TRATAMENTO 0.4232
local 0.3283
GRUPO*1local 0.3885
TRATAMENTO*local 0.5121
GRUPO*TRATAMEN*local 0.4232

79




Anexo 3 — Analise descritiva das células mononucleares entre grupos, tratamentos e

locais.
GRUPO TRATAMENTO Variavel N
3 Caudal MononuclCr 6
MononuclC 6
Controle MononuclCr 6
MononuclC 6
Cranial MononuclCr 6
MononuclC 6
5 Caudal MononuclCr 6
MononuclC 6
Controle MononuclCr 6
MononuclC 6
Cranial MononuclCr 6
MononuclC 6
7 Caudal MononuclCr 6
MononuclC 6
Controle MononuclCr 6
MononuclC 6
Cranial MononuclCr 6
MononuclC 6
9 Caudal MononuclCr 6
MononuclC 6
Controle MononuclCr 6
MononuclC 6
Cranial MononuclCr 6
MononuclC 6

Média

2.00
2.00

2.17
2.00

2.00
2.50

2.50

2.00
2.50

2.17

2.50

2.17
2.33

2.17
2.50

2.33
2.50

2.33
2.33

0

o

o

dp
.41
.52

.63
.00

.41
.00

.63
.55

.84
.55

.00
.55
.41

.55

.41
.52

.41
.55

.52
.55

.52
.52

.52
.52

2
2

minimo
.00
.00

.00
.00

.00
.00

.00
.00

.00
.00

.00

.00

.00

.00

.00
.00

.00
.00

.00
.00

.00
.00

.00
.00

mediana
2.
2.

N

w

00
00

.00
.00

.00
.00

.00
.50

.00
.50

.00

.50

.00

.50

.00
.00

.00
.50

.00
.50

.00
.00

.00
.00

maximo

3
3

w

w

.00
.00

.00
.00

.00
.00

.00
.00

.00
.00

.00

.00

.00

.00

.00
.00

.00
.00

.00
.00

.00
.00

.00
.00

Resultados da EEG modelo de Poisson:

Efeito val
GRUPO 0.
TRATAMENTO 0
GRUPO*TRATAMENTO 0
local 0
GRUPO*local 0
TRATAMENTO*local 0
GRUPO*TRATAMEN*local 0

or-p
1635

.8634
.4232
.0969
.2309
.3467
.4232
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Anexo 4 — Analise descritiva da variavel polimorfonucleares entre grupos, tratamentos e

locais.
GRUPO TRATAMENTO Variavel N Média dp minimo mediana maximo
3 Caudal PolimorfoCr 6 1.33 0.52 1.00 1.00 2.00
PolimorfoC 6 1.33 0.52 1.00 1.00 2.00
Controle PolimorfoCr 6 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
PolimorfoC 6 1.33 0.52 1.00 1.00 2.00
Cranial PolimorfoCr 6 1.17 0.41 1.00 1.00 2.00
PolimorfoC 6 1.17 0.41 1.00 1.00 2.00
5 Caudal PolimorfoCr 6 1.33 0.52 1.00 1.00 2.00
PolimorfoC 6 1.50 0.84 1.00 1.00 3.00
Controle PolimorfoCr 6 1.50 0.55 1.00 1.50 2.00
PolimorfoC 6 1.50 0.55 1.00 1.50 2.00
Cranial PolimorfoCr 6 1.50 0.55 1.00 1.50 2.00
PolimorfoC 6 1.17 0.41 1.00 1.00 2.00
7 Caudal PolimorfoCr 6 1.17 0.41 1.00 1.00 2.00
PolimorfoC 6 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
Controle PolimorfoCr 6 1.17 0.41 1.00 1.00 2.00
PolimorfoC 6 1.33 0.52 1.00 1.00 2.00
Cranial PolimorfoCr 6 1.67 0.52 1.00 2.00 2.00
PolimorfoC 6 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
9 Caudal PolimorfoCr 6 1.50 0.84 1.00 1.00 3.00
PolimorfoC 6 1.50 0.55 1.00 1.50 2.00
Controle PolimorfoCr 6 1.17 0.41 1.00 1.00 2.00
PolimorfoC 6 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
Cranial PolimorfoCr 6 1.50 0.55 1.00 1.50 2.00
PolimorfoC 6 1.33 0.52 1.00 1.00 2.00
Resultados da EEG modelo de Poisson:
Efeito valor-p
GRUPO 0.2178
TRATAMENTO 0.6912
GRUPO*TRATAMENTO 0.4232
local 0.2876
GRUPO*local 0.3087
TRATAMENTO*1local 0.2071
GRUPO*TRATAMEN*local 0.4232
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Anexo 5 — Anadlise descritiva da variavel proliferacdo fibroblastica entre grupos,
tratamentos e locais.

GRUPO TRATAMENTO Variavel N Média dp minimo mediana maximo
3 Caudal ProliFibroCr 6 1.33 0.52 1.00 1.00 2.00
ProliFibroC 6 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00

Controle ProliFibroCr 6 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
ProliFibroC 6 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00

Cranial ProliFibroCr 6 1.50 0.55 1.00 1.50 2.00
ProliFibroC 6 1.67 0.52 1.00 2.00 2.00

5 Caudal ProliFibroCr 6 2.83 0.41 2.00 3.00 3.00
ProliFibroC 6 2.83 0.41 2.00 3.00 3.00

Controle ProliFibroCr 6 2.33 0.82 1.00 2.50 3.00
ProliFibroC 6 1.67 0.52 1.00 2.00 2.00

Cranial ProliFibroCr 6 2.83 0.41 2.00 3.00 3.00
ProliFibroC 6 2.50 0.55 2.00 2.50 3.00

7 Caudal ProliFibroCr 6 2.83 0.41 2.00 3.00 3.00
ProliFibroC 6 3.00 0.00 3.00 3.00 3.00

Controle ProliFibroCr 6 3.00 0.00 3.00 3.00 3.00
ProliFibroC 6 2.33 0.52 2.00 2.00 3.00

Cranial ProliFibroCr 6 3.00 0.00 3.00 3.00 3.00
ProliFibroC 6 2.67 0.52 2.00 3.00 3.00

9 Caudal ProliFibroCr 6 2.67 0.52 2.00 3.00 3.00
ProliFibroC 6 2.83 0.41 2.00 3.00 3.00

Controle ProliFibroCr 6 3.00 0.00 3.00 3.00 3.00
ProliFibroC 6 2.67 0.52 2.00 3.00 3.00

Cranial ProliFibroCr 6 2.67 0.52 2.00 3.00 3.00
ProliFibroC 6 2.83 0.41 2.00 3.00 3.00

Resultados da EEG modelo de Poisson:

Efeito valor-p
GRUPO 0.1128
TRATAMENTO 0.0699
GRUPO*TRATAMENTO 0.4232
local 0.0713
GRUPO*local 0.3722
TRATAMENTO*local 0.2313
GRUPO*TRATAMEN*local 0.4232
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Anexo 6 — Andlise descritiva da variavel fibras colagenas entre grupos, tratamentos e
locais.

GRUPO TRATAMENToO Varidvel N Média dp minimo mediana maximo
3 Caudal FibColageCr 6 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
FibColageC 6 1.33 0.52 1.00 1.00 2.00

Controle FibColageCr 6 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
FibColageC 6 1.33 0.52 1.00 1.00 2.00

Cranial FibColageCr 6 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
FibColageC 6 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00

5 Caudal FibColageCr 6 1.33 0.52 1.00 1.00 2.00
FibColageC 6 1.50 0.55 1.00 1.50 2.00

Controle FibColageCr 6 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
FibColageC 6 1.50 0.55 1.00 1.50 2.00

Cranial FibColageCr 6 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
FibColageC 6 1.33 0.52 1.00 1.00 2.00

7 Caudal FibColageCr 6 1.50 0.55 1.00 1.50 2.00
FibColageC 6 1.83 0.41 1.00 2.00 2.00

Controle FibColageCr 6 1.67 0.52 1.00 2.00 2.00
FibColageC 6 1.83 0.41 1.00 2.00 2.00

Cranial FibColageCr 6 1.83 0.41 1.00 2.00 2.00
FibColageC 6 2.00 0.00 2.00 2.00 2.00

9 Caudal FibColageCr 6 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
FibColageC 6 1.50 0.55 1.00 1.50 2.00

Controle FibColageCr 6 1.50 0.55 1.00 1.50 2.00
FibColageC 6 1.17 0.41 1.00 1.00 2.00

Cranial FibColageCr 6 1.33 0.52 1.00 1.00 2.00
FibColageC 6 1.17 0.41 1.00 1.00 2.00

Resultados da EEG modelo de Poisson:

Efeito valor-p
GRUPO 0.1164
TRATAMENTO 0.5775
GRUPO*TRATAMENTO 0.4232
local 0.0750
GRUPO*local 0.4585
TRATAMENTO*local 0.2509
GRUPO*TRATAMEN*local 0.4232
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Anexo 7- Carta de Aprovacéao
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Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 2168-1, sobre "Estimulacdo com corrente

pulsada de alta voltagem (HVPS) na cicatrizagdo de areas cruentas. Modelo

experimemtal com ratos Wistar", sob a responsabilidade de Dr. Paulo

Kharmandayan / Janaina Ticiane Genaro, estd de acordo com os Principios

Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagéo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissao de Etica
no Uso de Animais — CEUA/Unicamp em 28 de junho de 2010.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 2168-1, entitled "Stimulation with pressed current

of high voltage (HVPS) in the cicatrization of cruent areas. Experimental

model in Wistar rats", is in agreement with the Ethical Principles for Animal

Research established by the Brazilian College for Animal Experimentation
(COBEA). This project was approved by the institutional Committee for Ethics in

Animal Research (State University of Campinas - Unicamp) on June 28, 2010.

Campinasl, 28 de junho de 2010.
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Presidente Secretaria Executiva
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13083-970 Campinas, SP — Brasil http://www.ib.unicamp.br/ceea/
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