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RESUMO | O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da
estimulacao elétrica de alta voltagem (EEAV) catddica,
associada a insulina topica, em lesdo tegumentar de
ratos. Para isso, foram utilizados 42 ratos Wistar (240+30
g), submetidos a retirada cirdrgica de 1 cm? de pele
do dorso em seis grupos (n=7), tratados por sete dias
consecutivos: controle (C), estimulacao elétrica placebo
(EP), estimulacao elétrica catddica (EE), insulina topica
(IT), insulina placebo (IP) e EEAV associada a insulina
topica (EE+I). A EEAV foi administrada 24 horas apos
a cirurgia, 30 minutos por dia, com frequéncia de 100
Hz e voltagem média de 60 V, mantida no limiar motor.
Areas das lesdes foram registradas macroscopicamente
no primeiro, quarto e oitavo dia, sendo submetidas a
tratamento histolégico para inclusdo em paraplast® e
coloracdo em hematoxilina e eosina. A epitelizacdo e o
perfil numérico das células foram obtidos por analises
histométricas. Utilizou-se o teste de Shapiro-Wilk e
ANOVA one-way seguida de Bonferrone (p<0,05).
Observou-se reducdo significativa na area da lesao
no oitavo dia de tratamento, nos grupos EE e EE+l em
relacdo aos demais grupos. A reepitelizacdo nao diferiu
entre os grupos, mas a distancia entre as bordas da
lesdo foi menor nos grupos EE e EE+l. Nesses grupos
houve aumento significativo (p<0,05) no numero de
fibroblastos e diminuicdo de leucocitos. Pode-se concluir
que a EEAV catddica acelerou o processo de reparacao
da lesdo, ndo demonstrando efeito adicional com a
aplicacao da insulina topica.

Estimulacdo Elétrica; Insulina; Ratos Wistar/
lesdes.

ABSTRACT | This study aims to evaluate the effect of
stimulation (HVES),
associated with topical insulin, on rat integumentary

cathodic high voltage electrical

lesions. For this purpose, 42 Wistar rats (240+30 g) were
submitted to surgical removal of 1 cm? of dorsal skin and
dividedinto six groups (n=7), treated for seven consecutive
days: Control (C), placebo electrical stimulation (PES),
cathodic electrical stimulation (ES), topical insulin (Tl),
placebo insulin (PI) and HVES associated with topical
insulin (ES+l). HVES was administered 24 hours after
surgery, 30 minutes per day, with a frequency of 100 Hz
and a mean voltage of 60 V, maintained at the motor
threshold. Lesion areas were recorded macroscopically on
the first, fourth and eighth day, submitted to histological
treatment for inclusion in paraplast® and staining in
Hematoxylin and Eosin. Epithelialization and the numerical
profile of the cells were obtained by histometric analysis.
The Shapiro-Wilk and Anova oneway test was followed by
the Bonferroni (p<0.05). There was a significant reduction
in the area of the lesion by the eighth day of treatment,
both in the ES and ES+l groups, when compared with
other groups. Reepithelialization did not differ between
groups, but the distance between the edges of the lesion
was lower in the ES and ES+| groups. These same groups
showed a significant increase (p<0.05) in the number of
fibroblasts and a decrease in leukocytes. Thus, we can
conclude that cathodic HVES accelerated the lesion repair
process, with the topical application of insulinshowing no
additional effect.

Electric Stimulation; Insulin; Rats Wistar/
injuries.
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RESUMEN | El propdsito de este estudio fue evaluar el resultado
de la estimulacion eléctrica por alta voltaje (EEAV) catddica,
asociada a la insulina topica, en lesion cutdnea de ratas. Para
ello, se utilizaron 42 ratas Wistar (240+30 g), les sometieron a
cirugia de retirada de 1cm? de piel del dorso en 6 grupos (n=7), y
les trataron por siete dias consecutivos: control (C), estimulacion
eléctrica placebo (EP), estimulacion eléctrica catodica (EE),
insulina tépica (IT), insulina placebo (IP) y EEAV asociada a la
insulina topica (EE+I). Se aplicd la EEAV 24 horas después de la
cirugia, 30 minutos por dia, con frecuencia de 100 Hz y voltaje
de media tension de 60 V, y la mantuvo en el umbral motor.
Se registraron las dreas de las lesiones macroscopicamente
en el primer, cuarto y octavo dia, y las sometieron al
tratamiento histoldgico para inclusion en paraplast® y tincion

INTRODUCAO

A reparagio de lesbes é um processo que integra
complexos eventos biolégicos e moleculares, com
forte interferéncia entre células e o microambiente ao
redor. Compreende virias fases, coagulacio, inflamagcio,
migracio, prolifera¢io e remodelacio, que se sobrepéem
no tempo e no espago’. Esses eventos sio caracterizados
por alteragdes na composi¢io e organizagio da matriz
extracelular e pela expressio local de vérios fatores de
crescimento’.

Fundamentada por evidéncias cientificas, a
estimulacdo elétrica de alta voltagem (EEAV) vem se
destacando na regeneragio de lesdes, tanto na pesquisa
quanto na drea clinica®®. Diversos estudos evidenciam a
utilizagio da EEAV na cicatrizagio de tlceras cronicas,
porém ha escassez de estudos que avaliem os efeitos
desse recurso em lesdes agudas®®~.

O uso da insulina também tem sido relatado hd
muitas décadas, e vdrios estudos apontam sucesso
em humanos

no tratamento de lesdes cronicas

LI bem como em coelhos?. Liu et

diabéticos
al.! mostraram que insulina aplicada topicamente
acelerou a reepitelizagio e a maturagio da reparagio
de lesdes, por estimular a migra¢io e diferenciagio de
queratindcitos.

O tratamento ideal de uma lesdo cutinea consiste
na institui¢io de medidas profilaticas, porém, uma vez
instalada, deve-se intervir precocemente, objetivando
evitar ou minimizar os riscos recorrentes, bem como

facilitar o processo de cicatrizagio.

hematoxilina-eosina. Se obtuvo la epitelizacion y el perfil
numeérico de las células por analisis histométricos. Se empled la
prueba Shapiro-Wilk y ANOVA one way de Bonferroni (p<0,05).
Se redujo significativamente el drea de la lesion en el octavo
dia del tratamiento en los grupos EE y EE+l comparados a
los demads grupos. La reepitalizacion no fue distinta entre los
grupos, sin embargo, la distancia entre los bordes de la lesion
fue menor en los grupos EE y EE+I. También en estos grupos
aumento significativamente (p<0,05) el nimero de fibroblastos
y disminuyeron los leucocitos. Se concluye que la EEAV catddica
acelerd el proceso de reparacion de la lesion, pero no ocurrio
resultado con la aplicacion de la insulina topica.

Estimulacion Eléctrica; Insulina; Ratas Wistar/
lesiones.

A utilizagdo clinica de recursos que aceleram a
regeneracio de lesées como a EEAV, bem como a que
insulina apresenta resultados celulares positivos em
casos de lesdes cutdneas mesmo quando aplicado em
condi¢do ndo diabética®, aventa-se a hipdtese de que
a estimulagdo elétrica aliada ao recurso farmacolégico
insulina tépica possa incrementar os efeitos inerentes
de ambos os recursos.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito dos
tratamentos com estimulagio elétrica de alta voltagem
catédica, aplicagdo de insulina tdpica, e a associagdo
de ambas intervencées terapéuticas na regeneragio
tegumentar de ratos.

METODOLOGIA

Foram utilizados 42 ratos Wistar, entre 3 e 4 meses
(240-+-30 g), divididos de forma aleatéria em seis
grupos (n=7): 1) controle (C) — lesio sem nenhum
tratamento; 2) EE placebo (EEP) — lesdo e simulagio
de tratamento com EEAV; 3) EE (EE) - lesio e
tratamento com EEAV catédica; 4) insulina (I) — lesdo
e tratamento com insulina tépica; 5) insulina placebo
(IP) — lesdo e tratamento com creme dermatolégico
sem principio ativo e 6) EE + insulina (EE+I) —lesdo e
tratamento com EEAV catédica + insulina tépica.

A intervengdo terapéutica foi efetuada por sete dias
consecutivos, sendo os animais mantidos no biotério,
em gaiolas individuais, com ra¢do e dgua ad libitum,
expostos a ciclo de claro/escuro de 12 horas.
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Para a interven¢do cirdrgica, os animais foram
pesados e anestesiados com injeg¢do intramuscular
de Dopalen (cloridrato de ketamina) e Rompun
(cloridrato de xilazina) na propor¢io de 2:1, na dose
de 0,09mL/100g e 0,06mL/100g, e tiveram os pelos
da regido dorsal removidos manualmente. Nessa regido,
foi retirado 1 cm?® de pele, incluindo a hipoderme, com
auxilio de um gabarito vazado milimetrado de pléstico e
bisturi de lamina 11.

O inicio da intervengio terapéutica ocorreu um dia
ap6s a cirurgia, sendo que a aplicagio da EEAV teve
durag¢do de 30 minutos, em sete dias consecutivos, sob
indugdo anestésica semelhante a aplicada na intervencio
cirtrgica. A frequéncia utilizada foi de 100 Hz, e a tensio
variou de 20 a 100 V, tendo como pardmetro o limiar
motor de cada rato. A tensdo foi aumentada durante
todo o tempo de aplicagdo para evitar a acomodagdo da
corrente.

Sobre a lesdo foi acoplado um eletrodo ativo de
silicone-carbono, medindo 2 c¢m?, sobre gaze estéril
umedecida com soro fisiolégico, e na regido abdominal
foi colocado o eletrodo dispersivo, medindo 4 cm?
untado com gel estéril. O equipamento utilizado
toi Neurodyn High Volt — ANVISA 10360310008
(IBRAMED®), sendo que o grupo EEP foi exposto
aos mesmos procedimentos, porém, com equipamento
desligado.

Para o tratamento com insulina tépica e insulina
placebo foi aplicada quantidade suficiente para cobrir a
area da lesdo (0,7 gramas de creme). A insulina tépica
(0,5 U/g) utilizada foi fornecida pela farmécia do
Hospital Universitirio da Unicamp, com a patente: PI
0705370-3 UNICAMP. No grupo EE+I a aplicagio da
insulina foi realizada apés a estimulagio elétrica.

O registro fotografico padronizado da lesdo cutinea
foi efetuado com uma cimera digital (Sony Cybershot
8.1), posicionada a 40 cm da superficie da lesdo de forma
perpendicular. No mesmo plano da lesio foi posicionada
uma régua milimetrada. Esses registros foram feitos no
primeiro dia, logo apés a cirurgia, no quarto e oitavo dia.
A drea da lesdo foi mensurada no software Image Pré
plus 6.2 (Media Cybernects). Cada imagem foi calibrada
tendo como base a régua contida na foto, as margens
foram selecionadas automaticamente, sendo o valor da
drea calculado automaticamente e expresso em cm’.

As medidas lineares da reepitelizagio foram obtidas
a partir da borda da lesdo até a extremidade do epitélio
em regeneragdo somando-se as duas extremidades. As
medidas do centro da lesdo foram mensuradas entre
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as extremidades do epitélio regenerado, ambas em
15 cortes ndo seriados por animal, utilizando-se uma
ocular milimetrada Carl Zeiss com objetiva de 4x. Essas
medidas foram ajustadas pelo coeficiente micrométrico
segundo Mandarin-de-Lacerda et al.™.

Para a quantificagio das células, fibroblastos e
leucécitos, a coloragio das amostras foi feita com
hematoxilina-eosina, e utilizou-se um microscépio de luz
com objetiva de 100x, adaptado com uma ocular reticulada
(Carl Zeiss, KF 10x/18) em 15 dreas de 1000 pm?.

Para a anilise da drea da lesio foi utilizado
ANOVA com medidas repetidas, seguida de posz-hoc de
Bonferroni ou teste de Tamhane (p<0,05). Utilizou-se
o teste de Shapiro-Wilk para normalidade dos dados
da epitelizagio e perfil numérico das células e ANOVA
one-way seguida de posz-hoc de Bonferroni (p<0,05).

RESULTADOS

Observa-se pela Tabela 1, que todos os grupos
experimentais apresentaram redugio da drea da lesdo
entre o primeiro e o dia. . Jd na andlise intergrupos,
o grupo EE apresentou porcentagem de redugio
significativamente maior da drea da lesdo, quando
comparado aos demais grupos (p<0,05), exceto o grupo
EE+I.

Tabela 1. Média + desvio-padrdo (em cm?) da area das lesdes nos
diferentes dias (primeiro, quarto e oitavo dia) e porcentagem de
reducdo da area da lesao dos grupos: controle - C; estimulacdo
elétrica placebo - EEP; estimulacdo elétrica - EE; insulina - |;
insulina placebo - IP; estimulacao elétrica + insulina - EE+

Cruns 1 4 8° % de
p dia dia dia reducao
Controle 116+015  0,83+0]12 0,46+0,16* 60,3%
Estimulacdoeletrica 1 5/,018  090:017 058+017*  56.7%
placebo
Estimulacio elétrica  1,28+017 071+0,09 027+010  78.9%
Insulina 1M+0,08  091+017 041:012*  63%
Insulina placebo 1,310,177 119+0,30 0,48+0,08* 63,3%
Estimulacdo eletrica 1,58 0794005 033008  70,3%

+insulina
*p<0,05 versus EE

As medidas lineares da reepitelizagdo, isto é, a
extensdo da epiderme a partir das margens até a borda
livre no centro da lesdo, podem ser observadas na Tabela
2, onde se verificam valores semelhantes nos varios
grupos experimentais. Na mesma tabela, observa-se
também a distincia central da lesdo, isto ¢, entre os
epitélios em crescimento de ambas as bordas. Nota-se



na Tabela 2, que a melhor taxa de fechamento da lesdo
ocorreu nos grupos tratados com EEAV (EE e EE+I),
os quais diferiram do grupo I (p<0,05).

Tabela 2. Média + desvio-padrédo (em pum) da reepitelizacdo
(crescimento do epitélio) e da distancia entre as bordas da lesao
(fechamento da lesdo) dos grupos: controle - C; estimulacado
elétrica placebo - EEP; estimulacdo elétrica - EE; insulina - |;
insulina placebo - IP; estimulacéo elétrica + insulina - EE+|

Distancia entre as

Grupos Reepitelizagdo bordas
Controle 1615,93+1345,62 2159,51+809,51
ESIMLBESDEEIES  mp) qyms s 2156,60+7470,80
placebo
Estimulacao elétrica 143770+506,81 1120,40+840,43*
Insulina 144375422882 3202,46+1417.73
Insulina placebo 1845,30+692,77 2683,02+1162,61
Estini ez el e 1936,76+437.80 1108 38+780,69*

+insulina
*p<0,05 versus |

A Tabela 3 mostra os valores do nuimero de
fibroblastos e leucécitos no leito da lesdo. Pode-se
observar média maior de fibroblastos nos grupos
tratados com EEAV, tanto no grupo isolado (EE) como
associado 2 insulina tépica (EE+I), que nio diferem
entre si. Nesses grupos, o nimero de leucécitos foi
menor. O grupo EE apresentou redugio significativa
em relagdo a todos os grupos, exceto EE+I (p<0,05).

Tabela 3. Média + desvio-padrdo do numero de fibroblastos e
leucécitos em 1000 um? na derme em regeneracao dos grupos:
controle - C; estimulacdo elétrica placebo - EEP; estimulacdo
elétrica - EE; insulina - [; insulina placebo - IP; estimulacdo
elétrica + insulina - EE+I

Grupos Fibroblastos Leucécitos
Controle 40,56+7,4*$ 11,80+5,47*
Estimulagdo elétrica placebo 39,8+3,5*% 10,37+2,3*#
Estimulacao elétrica 53,3+5,21 5,00+1,69#
Insulina 46,9+3,9*$ 10,46+1,9*#
Insulina placebo 4318+4,9*$ 17)8+3,33*
Estimulacao elétrica + insulina 55,71+9,5 6,86+2,01#
*p<0,05 versus EE; $ p<0,05 versus EE+|; #p<0,05 versus IP
DISCUSSAO
Hd fatores que interferem na cicatrizagio,

classificados em influéncias locais (infecgio, perfusio
tecidual local, tipo de tecido lesado) e sistémicas
(idade, nutrigdo, tensdo tecidual de oxigénio, diabetes,
condi¢do imunoldgica, doengas associadas)®. Para que
os resultados fossem mais fidedignos, essas influéncias
foram eliminadas deste estudo, jd que foram utilizados

ratos da mesma idade e raga, mesmo mecanismo de
lesio, mesma dieta e foram mantidos em ambiente
controlado. Além disso, o nivel de estresse também foi
considerado, com a utiliza¢do de um grupo de animais
placebo, que passaram por cirurgia, manuseio e anestesia
diariamente, e nio diferiram do controle.

Acredita-se que a eletroestimulagdo acelera o
processo de repara¢do da lesdo, por imitar a corrente
elétrica que ocorre na pele, quando ela é lesada'.
Os resultados apresentados mostraram que houve
reducio da drea das lesbes cutineas na fase aguda,
em todos os grupos, inclusive nos animais dos grupos
controle e placebo. Quando submetidos a associagio
dos tratamentos (EE+I), apresentaram alta taxa de
fechamento (70%). Porém, foi no grupo EE que se deu
a melhor porcentagem de redugio (78,9%), diferindo
estatisticamente dos demais grupos (p<0,05).

A aplicagio de diferentes polaridades pode interferir
na resposta tecidual, uma vez que as diversas células
presentes na cicatrizagdo podem migrar em fungio da
carga, fato apontado por Kloth e McCulloch?, que
observaram atragdo pelo polo negativo de células como
neutréfilos e macréfagos, ocorrendo entdo uma autélise
para solubilizar a necrose.

Neste trabalho, utilizando-se o polo negativo, nio
se observou aumento da reepitelizagio, ou seja, no
crescimento do epitélio. No entanto, a distincia entre as
bordas epitelizadas, que representam o fechamento da
lesdo e sua contragio, foi significativamente melhor nos
grupos tratados com EEAYV, tanto isoladamente (EE)
como associada 2 insulina tépica (EE+I), assim como
a porcentagem de redugio da drea da lesdo também foi
significativamente maior no grupo EE. Esses resultados
ratificam os efeitos da EEAV catédica na cicatrizagio
de les6es cutineas.

Quanto as células da derme, ocorreu expressiva
diminui¢do do nimero de leucécitos nos grupos tratados
com EE e aumento significativo de fibroblastos nos
grupos EE e EE+], evidenciando os beneficios da EEAV
catédica, pois esses resultados nio foram encontrados
em nenhum outro grupo. Ainda pode-se observar que no
grupo tratado com insulina placebo houve um aumento
significativo no ndmero de leucdcitos, refletindo a
exacerbagdo do processo inflamatério, uma vez que a
lesdao nio foi tratada com nenhum recurso terapéutico
ativo, como a estimulagdo elétrica ou a insulina tépica.

A diferenca entre as medidas de reepitelizagio e da
distdncia entre as bordas da lesdo, que ocorreu neste
estudo, pode-se justificar pela agdo dos miofibroblastos,
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que sdo células responsdveis pela contragdo da lesdo.
Essas células alinham-se e ligam-se as fibras de
coldgeno mais espessas, tracionando em diregio a elas.
Assim contribuem enormemente com o processo de
cicatrizagdao™".

Os resultados do numero de fibroblastos confirmam
dados de estudos que apontam que a estimulagdo
elétrica melhora a regeneracio de lesdes, pois promove
a migragdo celular, estimula fibroblastos e aumenta a
sintese protéica”.

Nio se observou diferenca significativa com a
aplicagio isolada de insulina t6pica, em todas as varidveis
analisadas, porém sabe-se que a insulina estimula o
crescimento e o desenvolvimento de diferentes tipos de
célula®,sendo importante no processo de reepitelizagio,
que envolve a proliferagio, migracio e diferenciagio de
queratindcitos a partir da margem da lesiao™.

Utilizando

formulagio e procedéncia da utilizada neste trabalho,
1.23

insulina tépica com a mesma

Lima et al.?® observaram acelera¢io da cicatrizagio
de lesdes cutineas em ratos diabéticos. No entanto,
neste trabalho nio foram utilizados ratos diabéticos,
e as lesdes eram agudas, razdo pela qual os resultados
apresentaram-se diferentes. A distincia entre as
bordas da lesdo no grupo tratado com insulina tépica
nio diferiu dos grupos controle e placebo, ficando
evidente que os grupos tratados com estimulagio
elétrica foram os que apresentaram melhor
techamento da lesio.

Apikoglu-Rabus et al?! estudaram o efeito da
aplicacdo tépica de insulina na reparagdo de lesoes
agudas em ratos diabéticos e ndo diabéticos e mostraram
que em ambas as situagdes acelerou o processo de reparo.
Em ratos nio diabéticos, utilizados neste trabalho,
nio foi encontrado esse resultado, o que pode estar
relacionado ao protocolo experimental, que foi diferente
do adotado neste trabalho, pois a insulina foi aplicada
duas vezes ao dia.

Hourold e

Abrahamse?, este trabalho mostra que a insulina t6pica

Corroborando  com  Sekhejane,
é benéfica no tratamento de lesdes mesmo em condi¢do
nio diabética, evidenciando seu papel na redugio da
reagio inflamatéria.

Este estudo abre perspectivas para futuras pesquisas,
como a utilizagio da associa¢io da estimulag¢io
elétrica de alta voltagem e insulina tépica em modelo
experimental de animais diabéticos, que apresentam
fatores de crescimento reduzidos, proliferagio e
migragio celular®.
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CONCLUSAO

A EEAV catédica acelerou o processo de reparagio
da lesdo, nio demonstrando efeito adicional com a
aplicagdo da insulina tépica.
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