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RESUMO

Introducdo: A maior parte das lesdes teciduais normalmente resultam em edema,
levando o individuo a um quadro de dor e desconforto. O objetivo desta pesquisa foi
determinar se, sob os efeitos da estimulacdo elétrica, ha reducdo de edema.
Metodologia: Vinte ratos machos da espécie Wistar, divididos em dois grupos, teste e
controle, foram anestesiados e, no abdémen foi-lhes injetado 0,9 ml de solugéo
radiopaca de ioexol. Esta solucdo de contraste foi utilizada como um marcador para
observacdo do tempo de reabsor¢do do mesmo na presenca da corrente elétrica. O
espalhamento foi monitorizado por meio de radiografia, a cada 30 min, come¢ando no
instante 0 (To) até 90 min do inicio (Tg). A tensao elétrica foi ajustada em 90% do limiar
motor dos animais, com frequéncia de 120 Hz e duracdo de pulso de 12,8 us, por 1 h.
Resultados: O grupo tratado com o estimulo elétrico ndo apresentou reducdo do
edema, estatisticamente significativos nos intervalos T, (p=0,515), T30 (p=0,460) e Teo
(p=0,237), em relacdo ao grupo controle. Entretanto, quando se observou o periodo
equivalente a Tg, Na comparacgéo dos grupos, o espalhamento do edema foi maior no
grupo tratado (p=0,055). Nas variaveis intensidade de pixels e area de pixels claros
versus area total ndo houve diferencas estatisticamente significantes na comparacao
entre os dois grupos (p=0,46 e p=0,680, respectivamente). Conclusdo: No periodo de
90 min de avaliacdo, a estimulacao elétrica de alta tensdo reduziu o edema simulado no
abddémen dos ratos do grupo teste, comparados ao do grupo controle, porém somente

nos 30 min finais.

PALAVRAS-CHAVES: Edema, Eletroterapia, Estimulacao elétrica, EEAT.
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ABSTRACT

Introduction: Most tissue injury results in some kind of edema, leading in pain and
discomfort. The aim of this study was to determine whether, under the effects of high
voltage pulsed current (HVPC), there is reduction of edema. Method: Twenty Wistar
male rats were anesthetized and injected in the abdomen, with 0.9 ml of ioexol solution.
This X-ray contrast was used as a marker for observing the time of resorption even in the
presence of electrical current. The spread was monitored by radiography, every 30 min
from the initial moment (Ty) to the final one (Tg). The magnitude of the delivered voltage
was set to 90% of the animals motor threshold contraction, frequency of 120 Hz, with
12.8 ps/pulse duration, for 1 h. Results: The test group, treated with electrical
stimulation, failed to decrease the edema sham, statistically significant in the intervals of
To(p = 0.515), T3 (p = 0.460) and Tgo (p = 0.237) in the control group. However, when it
observed the range of Ty, in the comparison group, the spreading of edema was higher
in the treated group (p = 0.055). For the variables intensity of pixels and area of light
pixels versus total area, no statistical differences occurred when comparing the two
groups (p = 0.46 and p = 0.680, respectively). Conclusion: Until 90 min of evaluation,
the high-voltage electrical stimulation reduced the simulated swelling in the abdomen of

the mice in group test compared to group control, but only in the final 30 min.

KEYWORDS: Edema, Electrotherapy, electrical stimulation, HYPC
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1. INTRODUCAO

1.1. CONTEXTUALIZACAO DO TEMA

Lesdes decorrentes de traumas sdo comuns durante a pratica esportiva, e
podem levar o atleta ao afastamento das competicbes (STEWIEN e CAMARGO, 2005,
YARD e COMSTOCK, 2006, SILVA, ABDALLA e FISBERG, 2007).

Segundo estudos de Serrdo et al. (2007), o proprio exercicio, em demasia, pode
ser considerado uma agressao, ocasionando sintomas indesejaveis.

Os exercicios de maior intensidade causam danos teciduais (BOTELHO, FACIO
E MINAMOTO, 2005), producdo de hormbénios do estresse e alteracbes, tanto
circulatérias quanto na funcéo, de algumas células imunologicas (NATALE et al., 2003).
Aumento de volume local (EISUKE, NAOKATA e KOICHI, 2007) e danos na membrana
celular dos musculos (ao nivel de tabulos T no reticulo sarcoplasmatico) (PROSKE e
MORGAN, 2001) também foram sugeridos como conseqiéncia do exercicio excéntrico.

Grande parte das lesdes resulta em processo inflamatério agudo, no qual o
edema € um dos sinais mais importantes (WANG et al., 2008, REIS et al., 2004). A
lesdo acentua a velocidade do fluxo sangiineo em um curto periodo de tempo
aumentando, assim, a resposta inflamatéria local e o edema (WANG et al., 2008).

O edema constitui um mecanismo pelo qual o corpo passa a produzir reparacdes
nos tecidos lesados, porém, em grande magnitude, o edema nos tecidos provoca

alteracbes funcionais do intersticio (desarticulacdo do colageno e negativagéao
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acentuada da pressao intersticial), dor, desconforto, limitagdo do movimento e, ainda,
de forma cronica, a fibrose (CINGOLANI et al., 2004, SGARBI, JUNIOR e NETO, 2006).

O estimulo inflamatério conduz a eventos de dor cada vez mais intensos e
provoca alteracOes fisiopatoldgicas nos tecidos circunvizinhos, ocasionando maior
desconforto e estimulo doloroso, em um processo de realimentagdo positiva
(DESPOPOULOS, 2003, BRAIN et al., 1992).

Segundo Verri Jr. et al. (2007), os mediadores quimicos liberados na inflamacgéo
séo os grandes responsaveis pela sensacao dolorosa.

Quando a inflamacdo aguda dura mais de alguns dias, a reacdo inflamatoria
cronica se desenvolve, ocasionando destruicao irreversivel do parénquima normal com
consequente reparo e substituicdo por tecido conjuntivo fibroso, resultando, muitas
vezes, na perda da funcao das partes afetadas (TROWBRIDGE e EMLING, 1996).

Gabiriel, Petit e Carril (2001) relatam ainda que, caso o edema néo seja reduzido,
acarretara estado de incapacidade funcional pela limitacdo da elasticidade muscular,
diminuicdo dos arcos articulares, encurtamento de aponeuroses e, em certos casos, até
mesmo a necrose tecidual.

A limitacdo de movimento, pelo edema, pode alterar a funcéo fibroblastica,
comprometendo a producédo de colageno para recuperacdo da ferida local (RADEK et
al., 2008).

Desse modo, para que nao haja prejuizo funcional para os individuos lesados, 0s
tratamentos para o edema estdo sendo pesquisados para possibilitar um processo de
recuperacdo mais rapido e efetivo (TAYLOR et al., 1992; MELLO DE PAULA et al.,
2006, DOLAN et al., 2005; MAN, MORRISSEY e CYWINSKI, 2007; ZAINUDDIM et al.,

2005, FISH, MENDEL e SCHULTZ, 1991; DOLAN et al., 2003, MENDEL e FISH, 1993,
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KARNES et al., 1995, TAYLOR et al.,, 1997, REED, 1988, McGEOWN, McHALE e
THORNBURY, 1987, NEWTON e KARSELIS, 1983). Recursos como crioterapia
(SILVA, IMOTO e CROCI, 2007; MATHEUS et al., 2008; OLIVEIRA, GAVA e SALVINI,
2007), cinesioterapia (SILVA, IMOTO e CROCI, 2007), compressao local (OLIVEIRA et
al., 2007), bandagens compressivas (DAMSTRA, BROUWER e PARTSCH, 2008),
manipulagdes (CASLEY-SMITH et al., 1998) e eletroterapia (SILVA, IMOTO e CROCI,
2007) vém sendo estudados para a obtencdo da melhora de edemas decorrentes de
guadro inflamatorio.

A estimulacdo elétrica aparece como uma alternativa bastante viavel, com
resultados satisfatorios no que diz respeito a recuperacdo de feridas (BAKER et al.,
1997) e edema (NELSON, HAYES e CURRIER, 2003, MENDEL e FISH, 1993; DOLAN
et al., 2005; TAYLOR et al.,, 1992; TAYLOR et al., 1997; MAN, MORRISSEY e
CYWINSKI, 2007; BUTTERFIELD et al., 1997 e DOLAN et al., 2003) , em especial, 0s
estimulos de alta tenséo. Seus efeitos vém sendo observados com diversas técnicas de
aplicacdo, diferentes parametros de utilizacdo e resultados claramente satisfatorios
(TAYLOR et al, 1992; MERRIMAN et al., 2004, DOLAN et al., 2005; MAN,
MORRISSEY e CYWINSKI, 2007; DOLAN et al., 2003, REED, 1988).

A vantagem sobre outros tratamentos ocorre porque a estimulacédo elétrica de
alta tenséo, além de reduzir significativamente o edema (FISH, MENDEL e SCHULTZ,
1991; BUTTERFIELD et al., 1997; DOLAN et al., 2003; MAN, MORRISSEY e
CYWINSKI, 2007; DOLAN et al., 2005; TAYLOR et al., 1992, REED, 1988, KARNES et
al., 1995), ainda promove o incremento do fluxo sanguineo local (IM, LEE e HOOPES,
1990, TRACY, CURRIER e THRELKELD, 1988, NELSON, HAYES e CURRIER, 2003),

reducdo da permeabilidade vascular (REED, 1988, PALANKER et al., 2008), efeitos
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antimicrobianos e bactericidas (FRANEK, POLAK e KUCHARZEWSKI, 2000,
KUYKENDALL et al. 2004), aumento na troca de liquidos entre os tecidos (MERRIMAM
et al., 2004), reducédo da dor (RODRIGUES-BIGATON et al., 2008), cicatrizacdo de
ferimentos (STARKEY, 2001) e, ainda, ndo causa irritacdo na pele (NEWTON e
KARSELIS, 1983).

Além disso, por ser uma corrente com duracdo de pulso muito curta promove
menor alteracdo de pH e temperatura no tecido, sendo considerada uma corrente
bastante segura (LAMPE, 1998).

Na presente pesquisa, propds-se uma forma inédita de provocar o edema, sem
gue houvesse processo inflamatorio envolvido, utilizando uma substancia radiopaca
injetada. A maioria dos autores utilizaram métodos de inducdo de edema mais
agressivos, tais como o trauma mecanico (MENDEL, WYLWGALA E FISH, 1992,
TAYLOR et al., 1992, MOHR, AKERS e LANDRY, 1987, BETTANY et al., 1990, DOLAN
et al., 2003, DOLAN et al., 2005) e a injecdo de histamina (REED, 1998, TAYLOR et al.,
1997, KARNES et al., 1995), ambos produzindo um evento inflamatorio acentuado,
comprometendo um tempo maior de reabsorcao do edema.

A avaliacdo de edema proposta por varios autores emprega a técnica de
volumetria ou deslocador de agua (FISH, MENDEL e SCHULTZ, 1991, MENDEL,
WYLWGALA e FISH, 1992, GEBRUERS et al., 2007, DOLAN et al., 2005, OLIVEIRA et
al., 2006), e medidas circunferenciais (TEWARI et al., 2008); métodos dificeis,
imprecisos e/ou inviaveis de se reproduzir com a mesma acuidade em amostras de
pequeno porte, como o0s ratos utilizados nesta pesquisa. Assim, optou-se por utilizar
uma metodologia inédita para coleta dos dados, por meio de radiografia contrastada,

possibilitando acompanhar a evolugéo do edema em diferentes intervalos de tempo.
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1.2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste projeto de pesquisa € determinar se, sob os efeitos da

estimulacéo elétrica, ha reducdo do edema, em ratos.

Dentre os objetivos especificos, busca-se:

(@) quantificar a reabsorcdo da substancia radiopaca, que simula o edema o
abdémen dos ratos, por meio de analise da area do espalhamento do
mesmo ao longo do tempo;

(b)  determinar se o protocolo estimulatorio proposto reduz o edema mais
rapidamente que o grupo controle, nos quatro intervalos definidos;

(c) avaliar os resultados da comparacdo da quantidade de contraste
reabsorvido entre cada um dos instantes de monitoracdo entre si e entre
0S grupos teste e controle;

(d) analisar os resultados obtidos em cada uma das etapas descritas,
explicitando os aspectos ligados ao comportamento do edema durante 90

min.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A microcirculagéo e o Processo Inflamatorio

A microcirculacdo constitui um conjunto de vasos sanglineos responsavel pelo
envio de nutrientes para as células dos tecidos e, em contrapartida, remoc¢ao dos
produtos finais do seu metabolismo (GUYTON e HALL, 2006)

Cada rede microvascular esta organizada para suprir as necessidades do 6rgao
ou tecido em questéo (LAMB et al., 1988).

As arteriolas que compdem a microcirculacdo ramificam-se em pequenos vasos,
as meta-arteriolas, constituidas de uma camada descontinua de musculo liso. Estas,
por sua vez, desmembram-se em capilares que se anastomosam, dando origem a uma
grande rede capilar (SIQUEIRA JUNIOR e DANTAS, 1996).

O sangue que percorre esses vasos € composto por células vermelhas
(eritrécitos), células brancas (leucocitos) e plaguetas, todos suspensos no plasma
sanguineo (SUGIHARA-SEKI e FU, 2005).

Todos os dias, em média, 20 | de plasma séao filtrados dos capilares para o
espaco intersticial (CINGOLANI et al., 2004). Isto ocorre essencialmente por difuséo,
como mostra a Figura 1, resultando da movimentacdo de moléculas de agua e
substancias dissolvidas no fluido plasmatico, possibilitando diferentes ions e moléculas
se movimentarem, primeiro em uma direcdo e depois em outra (GUYTON e HALL,

2006).
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Limite arterial Capilar Sangliineo  Limite venoso

t l Capilar

Linfatico

Figura 1: Difusdo entre capilar e espaco intersticial (Guyton e Hall, 2006).

O controle da resisténcia periférica e da propria microcirculacdo € realizado em
parte pelo Sistema Nervoso, que atua sobre a musculatura lisa ao redor dos vasos e,
em parte, pela quantidade de metabdlitos locais produzidos pelas células, que atuam
nos esfincteres pré-capilares — quanto mais metabdlitos maior o escape de liquido
através da membrana vascular (Figuras 2 e 3) (LAMB et al., 1988).

Segundo Berne et al. (2004), esta vasomotricidade pode ser independente de
fatores externos (apresentando contracdo ou relaxamento do tipo aleat6rio) ou
responder as alteracbes de pressdo intramural (diferenca entre a pressao intra e
extravascular). Assim, quando ha uma queda acentuada de oxigénio local e aumento
da pressdo intramural, os fatores humorais (metabdlitos) podem suprimir a
vasomotricidade, como, por exemplo, em um exercicio fisico intenso.

Assim, o local de aumento da atividade celular (por exemplo: o local solicitado
para desempenhar o exercicio) requer um aumento no fluxo sangiineo local,

provavelmente porque a natureza dos metabdlitos eleva a PCO: (pressdo parcial de
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diéxido de carbono), diminui o pH sanglineo, aumenta a concentracdo de ions K+,
adenosina e acido lactico, diminuindo a PO: (pressdo parcial de oxigénio) e

aumentando a temperatura local (LAMB et al., 1988).

Arteriola —|> 6-' Resisténcia arteriolar —

baixo controle nervoso

Resisténcia capilar
controlada pelos metabdlitos
locais

Capilar Capilar,

Vasc de derivagio

|

Figura 2: Controle da microcirculacao arteriolar pelo sistema nervoso e metabdlitos locais no

controle da resisténcia periférica vascular (Lamb et al., 1988).

H4, ainda, estudos experimentais, citados por Sugihara-Seki e Fu (2005), que
indicam fatores como a adesdo entre leucécitos (liberados no inicio do processo
inflamatorio) e endotélio vascular, aumentando significativamente a resisténcia ao fluxo
sanglineo nos microvasos.

Claro que isto depende da quantidade de leucdcitos locais e, ainda, do diametro

do vaso. Leucdcitos liberados ap6s um estimulo teriam efeitos piores do que aqueles



presentes normalmente no sangue (SUGIHARA-SEKI e FU, 2005).

Nos achados de NATALE et al. (2003), a contagem leucocitaria, ap6s o exercicio
aerdbico prolongado, aumentou significativamente. Nesse estudo, oito individuos
saudaveis submeteram-se a exercicios vigorosos (exercicios de resisténcia e de pico
maximo aerdbico) e a coleta de sangue para observacdo. Em todos os exercicios, o
nivel de leucécitos aumentou significativamente em

normalmente no individuo, indicando que a atividade aerdbica prolongada é a que mais

aumenta a contagem leucocitaria, ou seja, o processo inflamatorio local.

Pressao Coloidosmotica

Sistema Nervoso Central

Pressao Hidrostatica

Quantidade de metabdlitos locais

Figura 3: Esquema do controle da filtragem vascular.

Na anatomia microcirculatdria existem também as anastomoses arteriovenosas
(Figura 4) que podem estar envolvidas na regulacdo do fluxo sanguineo; normalmente,

nos processos patologicos, evitando aumento de pressdo a nivel capilar (SIQUEIRA

JUNIOR e DANTAS, 1996).

relagdo ao encontrado
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E, portanto, nos capilares que ocorre a troca de nutrientes necessaria para a

funcao celular. Esta troca acontece por meio de filtragem (GUYTON e HALL, 2006).

Alca capilar

Anastomose
artério-venosa

Vénula

Artéria

Figura 4: Anastomoses artério-venosas impedindo o aumento da pressao capilar,
regulando o fluxo sanguineo (Fox, 1999).

Segundo Cingolani et al. (2004), quem estabelece esta filtracdo constante sdo
dois mecanismos de pressdo denominados:

- pressdo hidrostatica (ou pressdo de liquido): com valor aproximado de 35
mmHg;

- pressao coloidosmética (ou pressdo de proteina plasmatica): que se opde a
pressao sanguinea, com valor aproximado de 25 mmHg.

Esta diferenca de pressdo faz com que o fluido e as diferentes substancias
dissolvidas nele sejam “pressionados” para dentro do espaco intersticial pela diferenca

de presséo (35-25= +10 mmHg).
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Este fendbmeno de diferencial de pressbes, determinando o mecanismo de
filtracAo vascular e transporte de substancias, principalmente macromoléculas
(proteinas), através dos poros da membrana vascular é conhecido como “Lei de
Starling” (TROWBRIDGE e EMLING, 1996, SIQUEIRA JUNIOR e DANTAS, 1996).

E. H. Starling apontou, ha mais de um século, que em condi¢des normais, existe
um estado de equilibrio na membrana do vaso sanguineo que ocorre pelos valores de
pressdes hidrostatica e coloidosmotica representados pela quantidade de liquido e
proteinas, respectivamente, existentes na microcirculacdo (GUYTON e HALL, 2006).

O liquido e as proteinas que extravasam dos vasos séo depois reabsorvidos
pelos capilares linfaticos, com a ajuda dos filamentos ancoradouros que abrem os
canais linfaticos por meio da percepcao da diferenca de pressdo nos meios externo e
interno (LITTLE e GINSBURG, 1984).

Assim que entram nas vias linfaticas, o liquido e as proteinas distendem a
musculatura lisa do capilar, provocando um estimulo de resposta de contracdo, que
atua como bomba propulsora levando o conteudo linfatico de volta a circulacado venosa
(Figura 5) (GUYTON e HALL, 2006).

Quando uma lesédo ocorre no tecido, causada por bactérias, trauma, agentes
guimicos, calor ou qualquer outro fenbmeno, mudancas nas pressdes ocorrem e
alteracdes importantes sdo observadas ao redor do local lesado. Este conjunto de
mudancas ocasionadas no tecido recebe o nome de inflamacdo (GUYTON e HALL,
2006, VANDER, SHERMAN e LUCIANO, 1981, TROWBRIDGE e EMLING, 1996).

O objetivo da inflamacao € proteger o organismo e induzir o tecido ao seu estado

normal novamente. Esse processo destroi, dilui ou controla os agentes provocadores da



25

leséo, representando a soma das reacdes dos tecidos do corpo a lesédo celular ou a

morte celular (STARKEY, 2001, SIQUEIRA JUNIOR e DANTAS, 1996).

\..‘ \\;\\

~ T Células Endoteliais Vélvulas

Filamentos Ancoradouros

Figura 5: Estrutura dos capilares linfaticos que auxiliam na absorc¢éo de
proteinas e liquido intersticial (GUYTON e HALL, 2006).

Segundo Siqueira Junior e Dantas (1996) e Lamb et al. (1988), logo apos a
agressao, ha uma vasoconstricdo das arteriolas, provavelmente mediada por uma
reacdo neurogénica, que dura, no maximo, 5 s. Depois ocorre vasodilatacao,
inicialmente, arteriolar (provocada pela abertura dos esfincteres pré-capilares e
presenca de substancia H — histamina), desencadeando todos os fenémenos
inflamatorios.

Isto explicaria a resposta vascular localizada logo apdés uma agressao
(GAMGEMI, CARNINO e STELLA, 2010).

A proporcdo de todos esses efeitos é determinada pelo grau da agressdo
ocorrida e promove a liberagdo de substancias conhecidas como mediadores quimicos

responsaveis pelos eventos inflamatorios citados (LAMB et al., 1988).
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Importante citar que o trauma acaba por destruir as células endoteliais regionais,
provocando espagos entre elas, sem destruir a membrana basal dos vasos (ela fica
intacta e ndo ocorre hemorragia) (TROWBRIDGE e EMLING, 1996).

Esta condicdo possui significado funcional, pois a presenca do liquido que
extravasa, em consequéncia disso, gera modificacbes na distribuicdo do fluxo
microvascular e retarda o intercambio de nutrientes e produtos finais do metabolismo
celular entre célula e plasma (SELKURT, 1986).

Durante essa hiperemia reativa a préopria complacéncia vascular € alterada
(FINKELSTEIN, COLLINS e COHN,1988; BALDASSARRE et al., 2001).

Interessante que, nos achados de Zhan, Yuan e Oettgen (2009), a resposta
vascular aos agentes inflamatorios, ocorreu pela presenca dos genes especificos
chamados de fatores Ets — 1, ativados no individuo. Os pesquisadores ainda
observaram que esses fatores liberaram substancias vasoativas (angiotensina, trombina
e prostaglandinas), que ndo s6 aumentam a pressao sanguinea, como promoveram o
recrutamento de células inflamatérias; incluindo células T e mondcitos nas paredes dos
vasos. Nas amostras com deficiéncia desses fatores Ets — 1 ndo houve resposta
acentuada de agentes respondendo ao influxo de angiotensina.

Saban et al. (2007) também observaram a regulacdo genética da resposta de
secrecédo das substancias pro-inflamatorias e, portanto, da inflamacéo, ap6s uma leséao.

Um estudo anterior (CALVANO et al., 2005) ja havia utilizado 8 sujeitos adultos
para pesquisa de contagem leucocitaria com objetivo de acompanhar a resposta
inflamatdria apos exposicdo a um mediador quimico injetavel e avaliacdo genética

posterior.
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Segundo os estudos de Kriete e Mayo (2009) e de Ungvatri et al. (2007) durante o
processo de envelhecimento estes fatores genéticos aumentaram sua atividade.
Pacientes de 22 até 92 anos foram avaliados por meio da reatividade destes fatores em
fibroblastos e observou-se o incremento das respostas na fungcdo dos NF — kB (quando
o NF-kB é ativado por um sinal quimico, ativa a maquinaria da expressao génica que
comanda a inflamacao ou seja € um agente pré-inflamatério).

Além disso, com o progresso do processo inflamatério, ha a liberacdo de
enzimas lisossdmicas dos macréfagos causando destruicdo de varias células teciduais
lesadas ou necréticas e promovendo limpeza local (MOSSER e EDWARDS, 2008).

As caracteristicas do processo inflamatério, segundo Guyton e Hall (2006), sao
principalmente:

(1) aumento da permeabilidade da membrana vascular;

(2) vasodilatacao local;

(3) extravasamento de plasma sanglineo para 0s espacos intersticiais,
principalmente porque o excesso de fibrinogénio e outras proteinas estdo saindo dos
capilares também;

(4) migracdo de um numero grande de granuldcitos e mondcitos para o tecido;

(5) inchaco das células do tecido.

De acordo com a figura 6 (BROUGHTON e ROHRICH, 2005), os eventos
inflamatoérios séo: vasodilatacdo ativa, eventos celulares, epitelizacdo, sintese de

colagenos (fibroblastos), contracéo da ferida e remodelamento.
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VASOCONSTRICAO

‘ VASODILATAGAG ATIVA

EVENTOS CELULARES

EPITELIZACAO

SINTESE DE COLAGENO - FIBROBLASTOS

CONTRACAO DA FERIDA

REMODELAMENTO

L. 1 1 I LI 1 1 1

LESAO 1HR 1 DIA 1 SEMANA 1 MES 6 MESES 1 ANO

Figura 6: SeqUéncia de tempo de uma cicatrizacéo classica (BROUGHTON e ROHRICH, 2005).

Os sinais clinicos da inflamac¢do séo: dor, inchaco (tumor), calor (aumento de
temperatura) e rubor (alteracdo de coloracdo da pele) (VANDER, SHERMAN e
LUCIANO, 1981; SIQUEIRA JUNIOR e DANTAS, 1996; FOX, 1999).

O fator fisiolégico local mais comum de formacdo de edema é o excesso de
filltragem capilar, levando a um acumulo de liquido no espaco intersticial. Isto €&
determinado pelo incremento do coeficiente de filtragem capilar dado pela equacéo 1:

F= Kf x (Pc-Pif-rrc+rmif) (1)
sendo Kf, o produto da permeabilidade com a area do capilar; Pc, a pressao
hidrostatica do capilar; Pif, a pressao hidrostatica do intersticio; 1mc, a pressao
coloidosmotica do plasma capilar e Tif, a pressé@o coloidosmética do intesticio.

A filtragem capilar aumenta quando ocorre:

(1) aumento do coeficiente de filtragem capilar;
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(2) aumento da pressdao hidrostética ou;

(3) diminuicdo da pressao coloidosmotica do plasma (GUYTON e HALL, 2006).

Portanto, quando ocorre aumento da pressdo hidrostatica na microcirculacao
(que forca a saida de fluido dos vasos) e a passagem do fluido pelas vénulas, a
permeabilidade da membrana vascular permite a passagem de grandes quantidades de
proteinas, o que provoca mais saida de fluido para fora dos vasos pelo aumento da
presséao coloidosmética no tecido (TROWBRIDGE e EMLING, 1996).

Durante o processo inflamatorio agudo, estes mediadores quimicos dilatam os
vasos que compdem a microcirculacdo da regido afetada, tornando as células
endoteliais muito permeaveis a grandes moléculas. O aumento do volume tissular
relaciona-se de forma direta a essas alteracdes (VANDER, SHERMAN e LUCIANO,
1981).

A histamina € o primeiro mediador quimico a ser liberado apds o trauma. Esta
amina vasoativa é considerada um poderoso vasodilatador da resposta inflamatoéria e
esta presente em diversos tecidos, em especial nos mastécitos, basofilos circulantes e
plaguetas (VANDER, SHERMAN e LUCIANO, 1981, TROWBRIDGE e EMLING, 1996,
FOX, 1999).

Fatores humorais ou mediadores quimicos, como hormbnios e ions, também
auxiliam no controle da circulacdo e atuam nos capilares, vasodilatando-os ou
constringindo-os de acordo com o quadro 1 (GUYTON e HALL, 2006):

Devido a injaria, essas células rompem-se mecanicamente e liberam histamina.
Essas células estdo estrategicamente localizadas nos tecidos conjuntivos proximos as
vénulas das superficies cutaneas e mucosas e atuam diretamente nas células

endoteliais da membrana vascular (Figura 5) (TROWBRIDGE e EMLING, 1996).
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Quadro 1: Agentes Humorais envolvidos no processo inflamatério.

FATOR HUMORAL VASODILATADOR | VASOCONSTRITOR
Norepinefrina / Epinefrina
Angitensina ll
Vasopressina
Endothelin-A
Bradicinina
Histamina

A [Calcio] X

4 [Potéssio]
[Magnésio]
[Hidrogénio]
4 [Di6xido de Carbono]

4 : aumento de substancia no local

XX [X|X

X[ X

X[ X[ X[ X

Para que isto ocorra, a histamina deve ligar-se aos receptores das células
endoteliais conhecidos como H1. A interacdo provoca a contracdo das células criando
espacos (gaps) intercelulares por meio dos quais as substancias atravessam (VANDER,
SHERMAN e LUCIANO, 1981).

Em 1969, Majno, Shea e Leventhal, supuseram que os mediadores quimicos
liberados durante o processo inflamatério produzem contracbes nas estruturas
vasculares e abrem canais (gaps) entre as células endoteliais, permitindo que as
macromoléculas do plasma (proteinas) extravasem com mais rapidez para o intersticio.
Neste estudo, os pesquisadores utilizaram histamina para produzir um processo
inflamatorio e evidenciaram a contracdo do nucleo das células endoteliais, reforcando o
achado de abertura entre estas células.

Segundo Miller e Sims (1986) este tipo de comunicacao célula-célula esta muito
bem documentado por pesquisas experimentais (FURCHGOTT, 1983; De MEY et al.,

1982). Esses estudos descrevem a reacao celular como resposta a propria liberagédo de
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substancias quimicas inflamatérias pelas células e nao pela interacdo das substancias
com a musculatura do vaso.

Além da histamina, o corpo possui mais trés sistemas capazes de originar os
mediadores inflamatérios: o de cininas, o fibrinolitco e o de complemento

(TROWBRIDGE e EMLING, 1996).

Normal

(A)

Inflamado

(B)

Figura 7: Microcirculagdo normal (A) e aumentada, ap6s a liberagdo da histamina (B)
(TROWBRIDGE e EMLING, 1996).

O sistema de cininas tem efeitos similares aos da histamina, pois resultam na
liberacdo do nano-peptideo bradicinina (Figura 7) (VANDER, SHERMAN e LUCIANO,
1981, TROWBRIDGE e EMLING, 1996). Além disso, segundo Vander, Sherman e
Luciano (1981), sdo poderosos fatores quimiotaxicos (exercem poder de atracdo sobre
outras células).

A bradicinina parece estar relacionada com a fase tardia da permeabilidade
vascular. E formada a partir de precursores inativos como fator de Hageman (fator XII)
ativando a calicreina que quebra o cininogénio, que inativa uma glicoproteina do

plasma, para produzir a bradicinina. J& o sistema fibrinolitico est4 relacionado aos
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tltimos estagios da resposta inflamatéria aguda. Assim como no sistema de cininas,
guem comeca a cascata de eventos é o fator de Hageman. Sua ativacdo leva a
producéo de plasmina, a partir do seu precursor inativo plasminogénio (TROWBRIDGE
e EMLING, 1996). Por meio de rea¢bes quimicas, ele pode ativar tanto o sistema de
cininas quanto o de complemento e, ainda, aumentar a permeabilidade vascular pela
producdo de fibrinopeptideos, a partir da digestdo de fibrinas (TROWBRIDGE e
EMLING, 1996).

O sistema de complemento é acionado e outras células partem em defesa do
tecido. S&o elas basofilos, neutréfilos e, principalmente, macréfagos (DESPOPOULOS,
2003, SCHAUF, 1993, FOX, 1999). Este sistema € constituido por 20 proteinas
interativas da membrana celular e plasma (TROWBRIDGE e EMLING, 1996).

Os neutréfilos e macréfagos liberados secretam proteases como elastases e
colagenases e, ainda, agentes de crescimento como fatores de crescimento
fibroblastico - bFGF (SCHULTZ et al., 2003).

O objetivo do sistema complemento é a “lise” (quebra) de células bacterianas no
local da lesao, atraindo leucdcitos e estimulando fagdécitos. Algumas das proteinas do
complemento (designadas Cl a C9) tém efeitos vasculares semelhantes aos das
cininas. Outras delas causam liberacdo de histamina pelos mastécitos, e algumas
ocasionam a quimiotaxia dos neutrofilos para a area inflamada para realizarem a
fagocitose (SCHAUF, MOFFETT e MOFFETT, 1993).

Segundo Schawartz et al. (2009), em seus estudos sobre a ligacao existente
entre a hiperosmolaridade e o aumento da inflamagé&o, perceberam que osmolaridades
mais altas resultam na secrecdo mais acentuada de agentes pro-inflamatérios

(citocinas). No estudo, a andlise dos resultados foi baseada na verificagcdo do aumento
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da producdo do RNA das citocinas apds aumento de osmolaridade pela inflamacéo
local por meio do uso de: inje¢des diarias subcutaneas de BCG aplicadas durante uma
semana (Mycobacterium bovis atenuada), no primeiro grupo e; injecfes diarias de
Mycobacterium tuberculosis inativas durante dois dias, no segundo grupo
(SCHAWARTZ, et al., 2009).

As prostaglandinas tém também um papel fundamental no processo inflamatorio
e a principal delas é produzida pelos macréfagos: prostaglandina E2 (PGE2). Esta
substancia potencializa tanto a capacidade de estimulacdo dos aferentes da dor pela
bradicinina, como as alteragdes vasculares da inflamacdo (SCHAUF, MOFFETT e
MOFFETT, 1993).

No momento em que as alteracdes fisiologicas acontecem, a probabilidade de
diminuicdo da drenagem linfatica aumenta, visto que a relacdo oferta/demanda liquida
sofre desequilibrio e ha uma consequente obliteracdo ou obstrucdo do vaso linfatico,
causando o consequente edema (CINGOLANI et al., 2004, SELKURT, 1986).

O edema é a condicdo de acumulo excessivo de liquido no intersticio
(SELKURT, 1986; SCHAUF, MOFFETT e MOFFETT, 1993; TROWBRIDGE e EMLING,
1996; SIQUEIRA JUNIOR e DANTAS, 1996 e LITTLE e GINSBURG, 1984).

A formacdo do edema, segundo Selkurt (1986), requer aumento de pressao
venosa superior a 10 mmHg ou, no minimo, reducdo de pressao coloidosmoética do
plasma em 50 %. Esta margem de seguranca apresentada, durante a formacédo do
edema, ocorre pelos seguintes aspectos:

(a) aumento da pressao hidrostéatica do intersticio, com conseqiente reducéo da

pressao oncética do liquido intersticial pelo liquido filtrado;
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(b) aumento do bombeamento miogénico linfatico, devido a presséo hidrostéatica
do intersticio estar aumentada; o que reduz o aumento do volume intesticial e
a remocao de proteinas intersticiais e;

(c) vasoconstricdo miogénica da musculatura lisa dos esfincteres arteriolares e
pré-capilares, reduzindo a pressao hidrostatica capilar e a area de superficie
capilar.

A dor associada ao edema ocorre porque o fluido exsudato extravasado produz
compressao nas terminacdes nervosas sensitivas. Outro fator parece recair sobre os
proprios mediadores quimicos que podem diminuir o limiar de dor nas fibras nervosas
(LOW e REED, 2001 e TROWBRIDGE e EMLING, 1996).

O aumento de temperatura provocado pelo edema causa maior fluxo de sangue
para o local (AL MALTY e PETROFSKY, 2007).

A resposta inflamatéria aguda torna-se cronica quando a inflamacéo aguda néo é
totalmente resolvida ou quando o agente infeccioso persiste. Caracteriza-se pela
proliferacdo de fibroblastos e elementos vasculares e, ainda, infiltracdo de macréfagos,
linfocitos e plasmocitos (TROWBRIDGE e EMLING, 1996 e SCHULTZ et al., 2003).

Esta resposta esta geralmente associada a destruicéo irreversivel do parénquima
normal com substituicdo do tecido por conjuntivo fibroso, gerando perda de funcdo da
regido (TROWBRIDGE e EMLING, 1996).

Os mecanismos desta destruicdo envolvem producao de radicais livres derivados
do oxigénio de células inflamatérias (TROWBRIDGE e EMLING, 1996).

Segundo De Palma (2008) e Guo e Di Pietro (2010), para que haja melhora da
lesdo, em cada individuo dever-se-ia considerar os fatores locais (oxigenacéo,

presenca ou néo de infecgbes, metabolismo) e os fatores sistémicos (idade, estresse,
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horménios sexuais, diabetes ou ndo, uso de medicacdes, obesidade, uso de alcool,
cigarro e nutricdo do individuo) e, dependendo disso, haveria ou ndo melhora no tecido
lesado.

A etapa final do processo inflamatério é o reparo tecidual. Os fibroblastos, na
regido, dividem-se rapidamente e comecam a secretar grandes quantidades de fibras
colagenas, elasticas e reticulares (VANDER, SHERMAN e LUCIANO, 1981 e GOSAIN
e DIPIETRO, 2004).

De acordo com Eberle et al. (2010), minimos mecanismos estimulatorios nos
locais inflamados e edemaciados podem piorar a dor e a resposta neuro-inflamatoria.

Nestes casos, Drummond (2010) sugere que € melhor atuar diretamente com
medidas que blogueiem ou at€, impecam o processo inflamatoério, do que deixar que ele

seja exacerbado, agravando os sintomas locais.

2.2. Estimulacéao Elétrica: uma opcéao de tratamento

Desde 1783, a partir dos trabalhos de Murat (Mendel e Fish, 1993), tém-se
estudado os efeitos da estimulacdo elétrica. Segundo Robinson e Mackler (2007), a
estimulacéo elétrica pode produzir inimeros efeitos nos tecidos bioldgicos.

As correntes elétricas podem atuar no edema pos-trauma (STRALKA, JACKSON
e LEWIS, 1998), em reabilitacdo pods-cirurgica (HOLCOMB, RUBLEY e GIROUARD,
2007), na cicatrizacéo de feridas (KLOTH et al., 2005), no aumento de fluxo sanguineo

local (PETROFSKY et al., 2008), na reducéo da dor (STRALKA, JACKSON e LEWIS,
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1998 e MELLO DE PAULA et al., 2006) e na melhora da forga muscular (BENNIE,
PETROFSKY e NISPEROS, 2002).

O corpo possui uma capacidade varidvel de conducao elétrica. Quanto mais
elétrons livres (ions) um material apresentar, melhor condutor de corrente ele sera. Nem
todos os tecidos corporais sdo bons condutores (STARKEY, 2001).

Outro fator determinante para a passagem de corrente pelo tecido, é a
guantidade de agua que ele apresenta: sangue e nervos apresentam menor resisténcia
a passagem da corrente elétrica (STARKEY, 2001).

Neste contexto, Gentzkow (1992) ressalta uma mudanca na corrente elétrica

contida na superficie do préprio tecido, quando lesado; explicada posteriormente.

2.2.1. Efeitos Cicatrizantes

Reich e Tarjan (2007) mostraram que o0 uso da eletroestimulacdo acelera a
resposta cicatricial, provavelmente pelo fluxo da corrente, aumentar a resposta
fisiolégica no local da lesao.

Cukjati et al. (2001) verificaram quantativamente que Ulceras de pressdo
estimuladas com correntes elétricas melhoram mais rapidamente e com mais qualidade
do que as que nédo recebem este tratamento. Mais de 90% de lesBes tratadas com
correntes elétricas melhoraram, enquanto que nos tratamentos placebo apenas 70%
delas foram curadas. E, ainda, somente 72% daquelas que receberam tratamentos
conservadores melhoraram durante a observagcdo do mesmo periodo de tempo.

Segundo Kloth et al. (2005), os efeitos da eletroestimulagdo estdo bem

documentados também na melhora da cicatrizacao de feridas crbénicas. Alguns desses
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estudos reportam a migracao celular para o local enquanto outros avaliam a sintese de
substancias pelas células expostas ao estimulo elétrico.

Os campos elétricos também foram utilizados nos experimentos de Jennings,
Chen e Feldman (2008), onde os genes que regulam a formacao de fibroblastos foram
submetidos ao campo elétrico de 100 mV/mm por 1 h, e apresentaram aumento de
expressdo sugerindo efetividade na recuperacdo de feridas que ndo haviam sido
curadas no tempo normal.

Baker et al. (1997) testaram a estimulacéo elétrica bifasica no tratamento de 80
pacientes diabéticos com escaras abertas e chegaram a conclusdo que existe uma
melhora consideravel no fechamento da ferida apos a aplicacdo de corrente bifasica
assimetrica.

Solis et al. (2007) obtiveram resultados positivos com o0 uso de estimulacao
elétrica intermitente (10-40 mA, 250 us, 50 pulsos/seg) para contracdo muscular
prevenindo o aparecimento de edema e inflamacéo local, sinais que antecedem a
Ulcera de pressao.

Em relac&o as Ulceras de decubito, Kloth e Feedar (1988) também descreveram
resultados significativos com o0 uso da estimulacdo elétrica de alta tensdo na
cicatrizacdo das feridas. Em sua pesquisa utilizaram 16 pacientes apresentando
Ulceras de pressdo em um tratamento de estimulacdo elétrica com frequéncia de
100Hz, 60 min por dia, cinco dias por semana, visando a reepitelizacdo e granulacao.

Levine et al. (1989) sugeriram que a melhora na cicatrizacdo de Ulceras sob o
efeito da estimulacdo elétrica ocorreu pelo aumento do fluxo sanguineo local e

diminuicdo da presséo nas estruturas 0sseas.
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Quando se utilizou o estimulo elétrico de baixa corrente (na faixa de
microamperes) para a melhora do processo de reparo tecidual em ratos, os resultados,
de acordo com o estudo de Leffmann et al. (1994) ndo foram satisfatérios, ndo havendo
diferenca histologica significativa (densidade de fibroblastos e vascularizacdo local)
entre o grupo tratado e o grupo controle.

Ja Mendonca et al. (2009) relataram a existéncia de uma fase proliferativa mais
precoce no reparo de lesdes cirlrgicas em ratos, utilizando o estimulo de baixa corrente
(MA) associada ou ndo a um principio ativo (Aloe vera). Além disso, observaram a

hiperplasia menor no grupo controle quando comparado aos demais grupos.

2.2.2. Efeitos no Edema

Estudos de Karnes (1995), Taylor et al. (1997), Reed (1988) e Holcomb, Rubley
e Girouard (2007) apontaram que o estimulo elétrico pode atuar diretamente na
permeabilidade da membrana vascular e evitar, assim, um intenso extravasamento de
liquidos ap6s um trauma fisico, prevenindo a instalacdo de um processo inflamatério
acentuado.

Outro fator interessante da corrente elétrica, segundo Starkey (2001), € que o
aumento da temperatura eleva o movimento aleatdrio dos elétrons livres, o que reduz a
resisténcia ao fluxo de corrente.

Além disso, a corrente elétrica afeta a orientacdo, migracdo, formato e
crescimento celular, além de estimular a angiogénese e melhorar a cicatrizacdo (WANG

e ZHAO, 2010).
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Se a corrente é capaz de estimular a angiogénese, ou seja, incrementar a
producédo de fatores de crescimento endotelial vascular (VEGF) entdo, segundo
Goldman et al. (2007), esses mesmos fatores auxiliam na formagdo de novos vasos
linfaticos, o que melhora a captacéo de liquidos, na ocasido de um edema.

Segundo Low e Reed (2001), o efeito de controle e reducdo de edema
observado com o uso da eletroestimulagdo ocorre através de, pelo menos, trés
mecanismos distintos. S&o eles:

(1) acado de bombeamento muscular, em que a contragédo intermitente comprime
vasos adjacentes e aumenta a pressao intersticial (acdo considerada efetiva na reducéo
do edema);

(2) aplicacdo da corrente deslocando proteinas carregadas negativamente do
liquido intersticial da regido traumatizada. Este aumento da captacao linfatica reduz o
edema. Ainda existem algumas controvérsias nesse aspecto, apesar de estudos
(MOHR, AKERS e LANDRY, 1987, TAYLOR et al., 1992) demonstrarem os efeitos
positivos na aplicacdo da corrente pulsada de alta tensdo no controle e reducédo do
edema;

(3) reducédo da permeabilidade dos capilares, diminuindo a perda de liquido e
proteina plasmatica para o espaco intersticial (MENDEL, WYLWGALA e FISH, 1992 e
REED, 1988).

Um outro mecanismo que explicaria o controle do edema seria baseado na teoria
de que uma corrente pulsada monofasica produz espasmo vascular, impedindo que os
fluidos plasmaticos escapem dos vasos (STARKEY, 2001).

Isto foi observado nos experimentos de Palanker et al. (2008) onde, apés 1 min

de estimulacdo elétrica nas membranas coridnicas de ovos, ocorreu vasoconstricao
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temporaria de artérias e veias. Apos 30 s de parada do tratamento 0s vasos comecgaram
a se dilatar novamente.

Cho et al. (2000) constataram, apos utilizar corrente elétrica com frequéncia de 1
Hz e tensdo de 2 V/cm, a intensa migracdo de macrdofagos para o local da ferida,
sugerindo que tal fenbmeno ocorra pela direta ligacdo existente entre a adesao de
proteinas nas células e a presenca dos campos elétricos.

A estimulagéo a nivel motor também apresentou resultados eficazes no controle
e reducdo do edema. Como citado por Low e Reed (2001) e Starkey (2001), as
contracdes musculares auxiliariam no retorno venoso e linfatico através de um aumento
da frequéncia da corrente para se obter uma contracdo tdnica, e, em seguida,
empregar-se-ia um ciclo de funcionamento de 50% para provocar contracdes
desejadas.

Segundo as pesquisas de Al Malty e Petrofsky (2007), os tecidos que se
encontraram com aumento de temperatura (36,8°C, 36,9°C) responderam melhor a
estimulacdo elétrica do que aqueles que mantinham temperatura normal (36,5°C,
36,6°C).

O aumento do fluxo sanguineo também foi observado nos estudos de Shen, Gao
e Su (2009), guando compararam coelhos em um grupo controle e 3 grupos
estimulados eletricamente (1 Hz, 10 Hz e 40 H) com eletrodos implantados no nervo
ciatico e gluteo maximo. O resultado apontou para melhora da velocidade de fluxo de
sangue para o local do procedimento cirargico com a frequéncia de 40 Hz e, ainda,
aparecimento de fatores angiogénicos no local.

O aplicacdo de estimulacdo elétrica em ferimentos associado a um prévio

aquecimento no ambiente também foi testado por Petrofsky et al. (2008). Eles
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observaram que, apdés a estimulacdo elétrica com uma intensidade de 15 mA no
ambiente frio, o fluxo sangliineo das amostras aumentou, porém voltou rapidamente ao
normal; entretanto, no ambiente aquecido (34° C), o fluxo sanglineo local continuou a
aumentar mesmo apés 10 min e se manteve alto até 60 min apos o fim da estimulacgéo.
Ambos os resultados, segundo o estudo, sdo desejaveis no processo de recuperacao,
dependendo da fase da inflamacdo. Sugeriu-se, neste caso, 0 uso da estimulagcao
elétrica associado a um ambiente aquecido gerando vantagens na recuperacao
tecidual.

Ja Im, Lee e Hoopes (1990) pesquisaram o uso da estimulacéo elétrica pulsada
para melhora de fluxo sangiineo e reducdo da isquemia no tecido de 12 porcos. Em
seu estudo, utilizaram a frequiéncia de 128 Hz com intensidade de 35 mA, duas vezes
ao dia, por nove dias. Interessante notar que realizaram o uso da estimulacdo com pélo
negativo nos trés primeiros dias, depois com o polo positivo nos trés dias seguintes e 0s
ultimos trés dias com estimulo negativo novamente. Obtiveram resultados significativos
reduzindo de 28 para 13,2% a area da necrose provocada nos tecidos.

Quando comparado o uso da estimulacao elétrica e o0 uso do laser terapéutico,
Demir, Balay e Kirnap (2004) obtiveram resultados satisfatorios da corrente elétrica
continua na intensidade de 300pA, em relacdo a reducdo do numero de células
inflamatodrias no local da lesdo induzida, em ratos. As amostras foram divididas em
guatro grupos sendo: dois grupos-controle, um deles tratado com laser de 904 nm a
1J/cm? e outro grupo tratado com a estimulacdo elétrica. Apos andlise histopatolégica
do tecido, concluiram que os grupos tratados obtiveram resultados melhores do que os

grupos-controle e, que o grupo tratado com a corrente elétrica apresentou menor
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namero de leucdcitos polimorfonucleares, macréfagos, mastocitos e ainda, maior

namero de fibroblastos em relacéo ao grupo tratado com laser.

2.2.3. Efeitos em Pacientes Diabéticos

No caso de pacientes diabéticos, nos quais o processo inflamatério é deficitario,
0 uso da estimulacdo elétrica produziu aceleracdo na resposta celular prevenindo
infeccbes locais (TAWER e HOUGHTON, 2001). Entretanto, como o proprio estudo de
Baker et al. (1997) ressalta, a fisiopatologia da lesédo influencia significativamente na
melhora ou néo da ferida quando se aplica o estimulo elétrico.

Na pesquisa realizada por Lawson e Petrofsky (2007) com o uso da estimulacéo
elétrica aplicada em um ambiente climatizado (32° C), com 20 pacientes (10 diabéticos
e 10 ndo-diabéticos) observou-se uma significativa melhora no fluxo sangiineo no
centro da ferida pré-existente. Os pesquisadores concluiram que 22% das feridas dos
pacientes nao-diabéticos melhorou enquanto apenas 8% delas nos pacientes

diabéticos).

2.2.4. Efeitos na Cicatrizacdo Ossea

A estimulacédo elétrica e eletromagnética foi anteriormente descrita também para

o tratamento eficaz de crescimento de calo 6sseo e na prevencdo da perda de

osteoblastos, durante a imobilizagéo (Basset, 1993).
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O estudo de Nannmark, Buch e Albrektsson (1985), objetivando também a
melhora da cicatrizacdo 0ssea, constatou que o uso da estimulacdo elétrica (corrente
continua na faixa de 5-20 pA) aumentou a permeabilidade vascular na microcirculacéo

de hamsters.

2.2.5. Efeitos Analgésicos

Correntes elétricas como TENS (transcutaneous electrical nerve stimulation)
produziram, segundo Resende et al. (2005), significativa melhora no quadro de dor
provocada pela inflamacéo local; porém, ndo se observou melhora no quadro do edema
local. Nem a corrente elétrica de alta frequiiéncia nem a de baixa frequtiéncia resultaram
em efeitos positivos anti-inflamatorios; porém, os pesquisadores ressaltaram o seu uso
(principalmente, as de baixa frequéncia) para o controle da dor.

Estudos experimentais realizados por Mello de Paula et al. (2006) também
ressaltaram a melhora do quadro algico em pacientes submetidas a parto cesariana,
apos a aplicacao de estimulacao elétrica (TENS).

Hahm (2007) utlizou corrente elétrica em pontos de acupuntura
(eletroacupuntura) na freqtiéncia de 2 Hz e observou significativa reducdo de edema
inflamatorio pés-torcdo de tornozelo. As freqiiéncias de 2 e 100 Hz mostraram também,

importante efeito analgésico local.
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2.3. As Correntes Elétricas

A principal diferenga entre os tecidos bioldgicos e os equipamentos eletrénicos
relativos a corrente elétrica é que as células utilizam atomos carregados (ions) para o
movimento das cargas, enquanto os sistemas elétricos e eletrdbnicos usam elétrons. As
células obedecem as mesmas leis que regem esses sistemas e usam as mesmas
unidades de tensdo, capacitancia, resisténcia e fluxo de corrente (KITCHEN e BAZIN,
1996).

As correntes elétricas séao classificadas em correntes diretas (ou continuas) (DC
ou CC) e correntes alternadas (AC ou CA). Existe, ainda, a classificacdo de corrente por
tipo de pulso, que representa uma corrente modificada, com fluxo de elétrons
periodicamente interrompido, enquanto as outras duas possuem um fluxo ininterrupto
(STARKEY, 2001).

A corrente continua, como citado, possui um fluxo de particulas carregadas em
um unico sentido e tem sido denominada corrente galvanica. E produzida por uma
tensdo de amplitude fixa aplicada a um condutor que pode ter uma resisténcia fixa
(ROBINSON e MACKLER, 2007).

A corrente continua induzida em uma solucdo eletrolitica aquosa, que contém
fons carregados positiva e negativamente, esta associada ao movimento deles em
direcdes opostas.

Na figura 8, representa-se o movimento dos anions na direcdo do eletrodo
carregado positivamente (anodo), e os céations em direcdo aos eletrodos carregados
negativamente (céatodo). Percebe-se também a formagdo de gases: ocorrendo uma

reacdo de reducdo no cétodo, para produzir gas hidrogénio (H,); e uma reacdo de
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oxidacdo no anodo, para produzir gas oxigénio (O,). Esta reacdo € conhecida como

eletrélise (ROBINSON e MACKLER, 2007).

Cétodo Gés Gas Anodo
@ hidrogénio oxigénio @
) 1

Figura 8: llustracdo do movimento dos ions em direcdo ao eletrodo e formacgao de gases
(eletrolise) (Robinson e Mackler, 2007).

O uso de corrente direta continua modificada foi testado por Morris e McGee
(2009) quando selecionaram 20 coelhos com lesdo induzida nas duas orelhas, e
aplicaram a estimulacédo elétrica direta com amplitude de pulso de 11 mA, com
intervalos de 40 ms. Obtiveram resultados satisfatorios em relacdo a contagem do fator
de crescimento endotelial (FCE) e colageno do tipo 1V, comparados a orelha oposta de
cada animal, que constou como grupo controle. Sugeriram uma melhora acentuada na
angiogénese com o uso deste tipo de corrente.

A corrente pulsada flui uni ou bidirecionalmente e para por um tempo finito (um
pulso unico representa um periodo finito de movimento de particula carregada que
separa um evento elétrico do outro). Se ha uma corrente unidirecional induzida no
condutor, a corrente produzida € intermitente e somente ocorre em um sentido,

chamada de corrente pulsada monofasica. Se a corrente produzida é intermitente e o
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movimento da particula carregada ocorre em ambos 0s sentidos, a corrente é pulsada
bifasica (ROBINSON e MACKLER, 2007 e OKINGWA e ISSEROFF, 2002).

A maioria das correntes pulsadas, como a EEAT, ndo excedem a intensidade de
20 mA (pico de corrente) por isso, sdo muito seguras (OKINGWA e ISSEROFF, 2002).

Os efeitos das cargas elétricas aplicadas no corpo dependem da amplitude e da
natureza da corrente resultante nos tecidos. Segundo Low e Reed (2001), ha efeitos
basicos como resultado da aplicagdo de corrente direta. Seriam eles: mudancas
guimicas nos tecidos; tecidos excitaveis (musculos e nervos) podendo responder na
forma de contracdo ou alteracdo na percepcao da dor a estimulos de correntes que
variam de frequéncia (desequilibrando os ions em torno da membrana celular) ou,
ainda, um aquecimento significativo decorrente de correntes de alta frequéncia.

Além disso, ainda descrevem-se efeitos como aumento do extravasamento de
liquidos, pela liberacédo de mastdcitos (KOWALSKI e KALINER, 1988) e em nivel celular
como sintese de DNA, cicatrizacdo e favorecimento de consolidacéo de fraturas (LOW
e REED, 2001).

Zhao et al. (2003) observaram aumento dos fatores de crescimento celular e
angiogénese significativa com a aplicacdo da estimulacdo elétrica. Constataram que,
apos a exposicdo de uma cultura de células endoteliais ao campo elétrico de 75-100
mV/mm, houve maior migracdo de células endoteliais, reorientacdo e prolongamento
das mesmas.

Na Figura 9 a micro-fotografia A indica cultura de células-controle sem campo
elétrico, mostrando uma morfologia tipica com orientacdo aleatoria. Na imagem B, sdo
as ceélulas expostas a estimulagdo elétrica, mostrando prolongamento e uma

significativa orientacdo perpendicular das mesmas. Na imagem C, a utilizacdo de um
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inibidor aboliu completamente a orientacdo perpendicular e o prolongamento das fibras

mesmo sob os efeitos da estimulacao elétrica.

Células sem campo
eletrlco

\"f ".‘ \(‘\Lg

Figura 9: Comportamento celular: (A) sem estimulacao elétrica; (B) sob efeito da estimulacéo

elétrica e (C) com a utilizagao do inibidor do fator de crescimento vascular (ZHAO et al., 2003).

Reger et al. (1999) realizaram estudos sobre os efeitos das correntes diretas e
alternadas nas ulceras de pressdo em porcos. Os achados indicam menor tempo de
recuperacdo nos animais estimulados em comparacdo com o grupo controle. Outros
achados foram: a vascularizacdo do tecido de granulacdo e a orientacdo do colageno
também apresentou melhora nas duas correntes; a corrente direta acelerou mais o
processo de recuperacdo do tecido e diminuiu a area da lesdo; a corrente alternada
produziu melhores resultados na andlise do volume da lesdo e ambas aumentaram a

contracdo da ferida na fase proliferativa.

2.3.1. Impedéancia Cutanea

A existéncia de um fluxo de corrente nos tecidos lesados foi inicialmente descrita

por Matteucci em 1830 (OJINGWA e ISSEROFF, 2002).
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Em 2003, Robinson e Messerli descreveram as correntes elétricas fisiologicas
teciduais alterando, reparando e reorganizando o tecido afetado.

Esta diferenca de potencial transcutdneo em humanos é conhecida como
“potencial da pele”. Superficies de pele sem pélos, como as maos e 0s pés, apresentam
uma diferenca de potencial, sempre negativa, em relagcdo a derme. O extrato cérneo
também tem cargas negativas em relacdo a derme, com uma diferenca de potencial
média de 23 mV (LOW e REED, 2001).

Este fluxo de corrente na pele de humanos foi também observado nos trabalhos
de Gardner, Frantz e Schmidt (1999) e Franek, Polak e Kucharzewski (2000).

Segundo Nuccitelli (2003), McCaig et al (2005), Zhao, Song e Pu (2006), Zhao
(2009) e Reid, Nuccitelli e Zhao (2007), ha um comprometimento da recuperacédo do
tecido sem a presenca desta corrente elétrica fisiologica no local.

De acordo Okingwa e Isseroff (2002), na pele integra, existe uma resisténcia ao
fluxo elétrico pelo extrato corneo e o fluxo de Na+ ocorre nas regides apical e basal da
epiderme, garantindo um potencial elétrico trans-epitelial.

Quando ocorre uma lesdo no tecido, ha a reducdo da resisténcia local, pois, o
potencial elétrico é modificado direcionando a corrente elétrica para o local de menor
resisténcia. O vetor negativo deste fluxo aponta para o centro da ferida e para as
porcdes inferiores da epiderme, facilitando a passagem da corrente como mostram as
figuras 10 e 11 (OKINGWA E ISSEROFF, 2002).

Brown e Gogia (1987) reportaram a mudanga no comportamento do sinal positivo
e negativo da ferida em coelhos, ap0s o uso da estimulacdo elétrica. Perceberam que,
em principio, a corrente com pélo negativo funcionou para o reparo do tecido, mas que,

a medida em que o tempo passou, ndo houve mais evolugdo na melhora e até mesmo
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um retardo na cicatrizacdo, sugerindo a mudanca de sinal na lesdo em virtude do

tempo.

EPIDERME

— Extrato cérneo

Extrato

+20-50mV granuloso
Difereng@ de! Extrato
potencial espinhoso

— Extrato basal

Membrana basal

Tecido conectivo
e fibroblastos

- DERME

Figura 10: Na pele integra ha resisténcia ao fluxo elétrico pelo extrato cérneo e o fluxo de Na+

(OKINGWA e ISSEROFF, 2002).
e s —%

|
=8

Mais positivo Menos positivo Mais positivo

Figura 11: Na pele lesada ha a reducao da resisténcia local, pois, o potencial elétrico € modificado
(OKINGWA e ISSEROFF, 2002).
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McCaig, Colin e Zhao (1997) realizaram estudos in vitro e in vivo envolvendo o
comportamento de células na presenca do campo elétrico fisiolégico durante as lesées.
O movimento celular para estabilizacdo e reconstrucdo da arquitetura do tecido
dependeram da presenca deste fluxo de corrente. As células para reconstrucdo deste
tecido provavelmente derivaram das células-tronco epiteliais no centro da ferida aguda
epidermal (ITO et al., 2005).

Os casos reportados no estudo de Satter (2008) sobre queimaduras apos
aplicacado de corrente elétrica interferencial, levaram a crer que a passagem de uma
corrente elétrica por um tecido com maior resisténcia, resulta em aumento de
temperatura local e, por consequéncia, pode causar danos termais importantes.

Segundo Bolfe et al. (2007), a impedéancia elétrica nos tecidos biolégicos varia de
acordo com a frequéncia da corrente, posicdo dos eletrodos e, ainda, com o género,
composicao corporal da amostra e hidratacdo cutanea, sendo que, em seus estudos, a
regido do tronco apresentou a menor impedancia seguida da regido de membros

inferiores.

2.3.2. Eletrodos

O tipo do eletrodo e 0 meio de conducédo podem afetar a eficacia e o conforto da
estimulacdo elétrica. Os eletrodos de borracha e carbono geram mais conforto na
estimulacdo (STARKEY, 2001). O tamanho do eletrodo também € importante, pois
determina a densidade de corrente elétrica, ja que a area é inversamente proporcional a

densidade da corrente. Assim, quanto maior o eletrodo, menos especifica é a
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estimulacdo dos tecidos, pois a corrente espalha-se por uma area maior (STARKEY,
2001). O tamanho do eletrodo é determinado pela area do corpo a ser tratada e/ou
pelos outros eletrodos utilizados. Vale dizer que, a impedancia oferecida pela pele
diminui a medida que o eletrodo aumenta de tamanho (STARKEY, 2001).

O aumento de tamanho do eletrodo também, segundo Alon, Kantor e Ho (1994)
e Alon (1985) contribuiu para um incremento nos valores de tensdo, sem que haja dor
excessiva durante a estimulacéo. Serviria, por exemplo, para se conseguir um estimulo
maior para contracdo muscular; porém, com a possibilidade de afetar tecidos
circunvizinhos.

Ja Forrester e Petrofsky (2004) afirmam que o tamanho do eletrodo e sua forma
nao alteram a eficacia da corrente elétrica nem a tolerancia do paciente a mesma.
Porém, observaram um dado interessante em suas pesquisas: quanto mais proximos
entre si estavam os eletrodos, maior o desconforto do paciente, sugerindo que o local
de posicionamento dos eletrodos pode alterar a sensibilidade e causar mais ou menos
dor. Petrofsky et al. (2006) também observaram que o formato do eletrodo ndo faz
diferenca quando se trata da impedancia do tecido a corrente elétrica.

Ao testar estimuladores com dois canais e dois, trés ou quatro eletrodos de
superficie em pacientes com lesfes, Petrofsky et al. (2008) observaram a melhora do
fluxo sanguineo no local da lesdo nos trés casos, quando comparados ao grupo
controle. O estimulador que produziu a melhoria no fluxo sanguineo para o local da
ferida foi o estimulador com saida de quatro eletrodos.

A localizacdo dos eletrodos, segundo Starkey (2001), deve seguir os locais de
maior sensibilidade ao fluxo da corrente, conhecidos como pontos motores (areas

abaixo do local a ser tratado, onde 0s nervos motores e 0s vasos sangiineos penetram
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na massa muscular). Outros pontos como os de gatilho, localizados em tecidos moles
(ligamentos, tendBes e fascia) e pontos de acupuntura, 0s quais sao conectados por

canais chamados meridianos, também utilizados como pontos de estimulagéo.

2.4. Estimulac&o Elétrica com Pulsos de Alta Tensé&o

A estimulacao elétrica de alta tensédo (EEAT) foi largamente difundida na metade
dos anos 40 nos Estados Unidos (LOW e REED, 2001 e ROBINSON e MACKLER,
2007). Também chamada de estimulacdo elétrica pulsada de alta tensdo, consiste na
aplicacdo de uma corrente monofasica ao corpo, com polaridade conhecida sob cada
conjunto de eletrodos (KLOTH et al., 2005 e STARKEY, 2001).

De acordo com a figura 12, esses estimuladores geram um pulso monofasico de
dois picos, com amplitudes de pico maximas de até 500 V e duracdes de pulso de
aproximadamente 50 a 200 ps (com picos de 5 a 8us e intervalos de 100 ps) em
frequéncias que variam de 1 até 120 Hz. Deste modo, a corrente € de intensidade muito
baixa atingindo, com média de 1,2 a 2,0 mA (ROBINSON e MACKLER, 2007).

Com picos curtos como esses sdo necessarias tensdes altas, dai o nome, para
fornecer correntes altas o suficiente que estimulem fibras nervosas (LOW & REED,
2001).

O que o pulso elétrico faz é evocar o potencial de acdo, mas para isso requer
uma quantidade minima de carga elétrica. Isto pode ser obtido por uma corrente de
baixa intensidade com duracado longa, ou por uma corrente maior em um periodo curto

(LOW e REED, 2001).
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Figura 12: llustragdo da forma de onda monofasica da corrente de alta tens&o, com dois picos

gémeos e amplitudes maximas de até 500 V (Robinson e Mackler, 2007).

Segundo Alon (1985), o estimulo elétrico de alta tensdo tem a vantagem de
melhor penetracdo e maior discriminacdo entre respostas motoras e sensitivas em
intensidades diferentes e tamanhos de eletrodos distintos.

De acordo com Newton e Karselis (1983), o estimulo elétrico de alta tensdo néao
causa irritacdo cutanea, efeito este observado apés a avaliacdo do pH da pele na
regido proxima e abaixo dos eletrodos utilizados, em 40 voluntarios.

Segundo Gardill (2005), esta é uma corrente elétrica que pode ser utilizada tanto
para tratamento de lesdes quanto para auxilio na obtencdo de informacoes

neurograficas de distlrbios musculares e nervosos.

2.4.1. Efeitos da eletroestimulacéao

Taylor et al. (1997) descreveram que, ap0s a aplicagdo da corrente elétrica de
alta tensdo em hamsters, houve acentuada diminuicdo da permeabilidade da

membrana dos microvasos, proporcionando a reducéo significativa do edema local. Isso
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ocorreria, segundo Thornton, Mendel e Fish (1998) e Reed (1998), porque a EEAT
influencia o comportamento da membrana endotelial dos pds-capilares onde a maior
parte das proteinas e liquidos extravasa para o intersticio. Os autores especularam que
a EEAT altera a permeabilidade desses microvasos, impedindo células endoteliais de
alterar seu formato original, ou seja, de achatadas para arredondadas. Quando
modificam sua forma para mais arredondada, normalmente, estdo respondendo ao
chamado dos mediadores quimicos inflamatoérios, deixando assim, existir a abertura dos
poros entre essas células (“gaps”) e, portanto, permitindo o extravasamento de
proteinas e plasma, gerando o edema.

Palanker et al. (2008) utilizaram pulsos de alta tensdo gerados por um gerador
desenvolvido por eles, com tensdes de até 500 V e corrente monofasica e bifasica para
controlar a vascularizacdo de ovos com duas semanas de incubacao. Observaram que
com o uso de duracdo de pulsos variando de nanosegundos a milisegundos e com
frequéncia de 0,1 Hz, conseguiram causar no tecido vascular da membrana do ovo
incubado, vasoconstricdo temporaria de, pelo menos, 25% do diametro do vaso
(artérias e veias) apos 10 s do inicio da estimulacéo elétrica. O limiar de vasoconstricao
para artérias foi maior (80 V) do que o das veias (60 V) e ndo dependeu do tamanho
dos vasos. O mais interessante é que esse experimento ndo causou danos nos tecidos
circunvizinhos, o que poderia contribuir no tratamento de desvascularizacdo de
tumores, aneurismas, mal formac¢des e vasos destruidos por trauma.

Observa-se, na Figura 13, o inicio do tratamento, quando o vaso ainda conserva
seu tamanho original (Figura 13-a), durante o tratamento com a estimulagéo elétrica,
guando o diametro do vaso reduz (Figura 13- b) e apdés 15 min do término do

experimento (Figura 13-c), apontando para um possivel trombo no local da seta.
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Figura 13: Membrana vascular de ovo de galinha. Na figura 13-a o eletrodo iniciando a
estimulacédo; na figura 13-b, a vasoconstri¢do obtida por meio da estimulacéo e na figura 13-c, a

seta aponta um trombo no vaso, como resultado da estimulagéo elétrica (Palanker et al., 2008).

Os pesquisadores ressaltam os efeitos polares da estimulacdo de alta tensdo na
reducdo do edema agudo poés-trauma (FISH, MENDEL e SCHULTZ, 1991;
BUTTERFIELD et al., 1997; DOLAN et al.,, 2003; MAN, MORRISSEY e CYWINSKI,
2007; DOLAN et al., 2005; TAYLOR et al., 1992; REED, 1988; KARNES et al., 1995 e

THORNTON, MENDEL E FISH, 1998).
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A estimulacdo catddica, testada por Mendel et al. (1993), Dolan et al. (2003,
2005), Taylor et al. (1992, 1997), Man, Morrissey e Cywinski (2007), Butterfield et al.
(1997), Bettany et al. (1990), Bettany, Fish e Mendel, (1990), Stralka, Jackson e Lewis
(1998) e Thornton, Mendel e Fish (1998), apresentou resultados positivos para controle
e regressao do quadro edematoso.

O uso da estimulacdo anddica também foi testado nos estudos de Fish et al.
(1991) e ndo obtiveram efeitos satisfatérios no controle e reducdo do edema. Os
autores acreditam que a corrente anddica nao tenha provocado diminuicdo da
permeabilidade da membrana vascular (FISH, MENDEL e SCHULTZ,1991).

Em contrapartida, estudos apresentados por Karnes et al. (1995), Kloth et al.
(1998) e Taylor et al. (1997) apresentaram resultados positivos, quando usada a
estimulacdo anddica, no controle do edema.

A utilizacdo do anodo foi ressaltada nos trabalhos de Karnes et al. (1995), que
encontraram evidéncias de controle e reducao mais efetivos do edema quando aplicada
a EEAT sob o mesmo local de injecao intermitente de histamina. A reducao no diametro
das arteriolas ocorreu apos 20 min de estimulacdo a 120 Hz e uso do anodo como pélo
ativo. Eles sugerem que este resultado contraditorio (em relagdo a maioria dos estudos
gue prevé a melhora mais acentuada do edema nos casos de uso do pélo catédico)
ocorreu pelo fato do catodo provavelmente ndo alterar a formacdo do edema pela
constricdo vascular das arteriolas.

No caso do estudo de Taylor et al. (1997), além da estimulag&o catodica, apenas
a estimulacdo anddica a 90% do limiar motor obteve um bom resultado em relacdo ao
controle da permeabilidade da membrana vascular para impedir o extravasamento de

fluidos, apés injecdo de histamina (Figura 14).



57

. Grupo Controle EEAT Catodo 90% LM

:
3 5
- 5

’

»
.

Corrente Alternada 90% LM

% t S

-

\Q
(R w,
»

Figura 14: Comparacdo da permeabilidade da membrana vascular: (A) no grupo controle; (B) com
a EEAT, estimulagéo catodica a 90% do limiar motor (LM); (C) com a corrente alternada a 90% do
limiar motor (LM) e (D) com a EEAT, estimulagao anddica a 90% do limiar motor (LM), ap6s 5
minutos dainjecdo de histamina (Taylor et al., 1997).

Esta inibicdo na formacdo do edema foi melhor explicada nos trabalhos de
Bourguignon e Bourguignon (1987). Em sua pesquisa, utilizaram 20 min de EEAT,
estimulacdo catddica, em células fibroblasticas, observando o incremento na producao
de coldgeno e na producdo de proteinas. Além disso, constataram resposta na
despolarizacdo na membrana celular (que aumentou para 15mV), influenciando nas
concentragbes de célcio intracelular e evitando varios eventos celulares em prol do
extravasamento de liquidos. Isto evitaria a formagédo do edema, segundo os autores. Os

resultados citados foram reforcados em Guyton e Hall (2006), que documentaram a

concentracdo aumentada de Ca++ funcionando como um vasodilatador.
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A corrente elétrica pode, ainda, segundo Nelson, Hayes e Currier (2003), reduzir
o edema através do fenbmeno de cataforese sob o pdélo negativo. Esse fendmeno
constitui-se de um movimento de moléculas coloidais tais como células sanglineas,
albumina, bactérias e outros, sob a influéncia de uma corrente direta em direcdo ao
catodo. A albumina é uma proteina coloidal do sangue carregada negativamente;
assim, ela é repelida pela polaridade negativa, o que faz com que o fluido intersticial se
mova, reduzindo o edema.

Cook et al. (1994) monitoraram a captacéo da albumina pelos capilares linfaticos
apos o0 uso da eletroestimulacdo de alta tensdo, por intermédio da analise de amostra
sanguinea de ratos e medida de volume para analise do edema. O grupo controle
precisou de 4 h adicionais para captar a mesma quantidade de albumina, em
comparacao com o grupo testado.

O tempo para a intervencdo com a estimulagdo elétrica variou bastante nas
pesquisas. Estudos como os de Dolan et al. (2003, 2005), Thornton, Mendel e Fish
(1998), reforcaram o uso da corrente 0 mais rapidamente possivel apdés uma agressao,
ou seja, na fase aguda do trauma.

Segundo Griffin et al. (1990), que pesquisaram o uso de 30 min de estimulacao
elétrica de alta tensdo no edema cronico, ndo houve diferenca significativa entre o
grupo tratado com a EEAT e o grupo tratado com compressdao pneumatica (n=10).
Entretanto, quando se compararam 0s grupos tratados com um grupo controle
(placebo-EEAT) (n=10), os resultados de redugdo de edema crdnico, nos voluntarios,
foram estatisticamente significantes.

Stralka, Jackson e Lewis (1998) observaram a melhora do edema e reducéo da

dor em pacientes com lesdes crbénicas repetitivas em punho e maos. Os autores
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sugerem que a reducédo do edema colaborou na diminuicdo da compresséo nervosa no
local, tendo, assim, determinado a redugéo da dor.

J& Thornton, Mendel e Fish (1998) usaram ratos de diferentes espécies
mostrando que nem todas respondem da mesma forma ao estimulo elétrico de alta
tensdo quando o assunto € o edema agudo. Foram selecionados 19 da espécie Zucher-
lean, 14 Brown Norway e 11 Sprague-Dawley, apresentando resultados positivos os
ratos das espécies Zucker-Lean e Brown Norway.

Dolan et al. (2003) compararam o0 uso da eletroestimulacdo de alta tenséo,
utilizando o catodo, com a imersdo do membro inferior lesado de ratos (com edema) em
agua gelada a 12,8° C (55° F). Foram utilizados 22 ratos Zucker, lesados por meio de
protocolo de impactacdo do membro com uma roda de aco pesando 85,5 g. Os
resultados em relacdo aos membros nao-tratados foi significativamente maior, porém,
dentre os dois protocolos utilizados (eletroestimulacéo e imerséo), ndo houve diferenca
significativa no controle e/ou reducdo do edema.

Dolan et al. (2005) também utilizaram os ratos em seus estudos. Foram 21 ratos
distribuidos em 3 grupos e testados quanto aos estimulos elétricos de alta tenséo,
administracdo de ibuprofeno e um grupo recebendo os dois tratamentos
simultaneamente. Todos os tratamentos foram mais efetivos na reducédo do edema do
gue os membros lesados ndo tratados, porém, nenhum deles foi mais efetivo que o
outro.

Nos achados de Bettany et al. (1990), observou-se que o volume dos membros
nao-tratados dos sapos pela EEAT eram significativamente maiores do que os tratados.

Reed (1988), em seu estudo sobre o uso da eletroestimulacdo de alta tenséo,

testou 14 hamsters que, apés receberem dosagem de histamina, eram analisados por
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meio da observacdo de sua permeabilidade microvascular. Observou-se que
apresentavam, apés a aplicacdo da corrente elétrica, uma significativa reducéo da
permeabilidade da membrana vascular, significando que a perda de macromoléculas
para o intersticio diminuiu e, conseqiientemente, o edema.

A utilizagdo da estimulacdo elétrica de baixa tensdo também foi testada no
tratamento do edema agudo, induzido por trauma, em 26 sapos da espécie Rana
Catesbeiana. Os animais receberam 4 sessdes de 30 min de estimulacdo elétrica de
baixa tensdo com 30 min de intervalo entre elas, ndo havendo resposta satisfatoria no
controle e reducdo do edema (KARNES et al., 1992).

Ja Walker, Currier e Threlkeld (1988), em seus estudos com o0 uso da EEAT,
analisaram o fluxo sangiiineo nos musculos gastrocnémios de 38 voluntarios. Os
parametros utilizados foram duracdo de pulso de 75 ps e freqiéncia de 30 Hz, com
estimulacdo catédica. O aumento de fluxo ocorreu somente no grupo que realizou a
contracdo voluntaria dos gastrocnémios (grupo exercicio), ndo obtendo resultados
satisfatérios com o uso da estimulagéo elétrica de alta tenséo.

Balogun et al. (1996) também ndo observaram melhora significativa com o uso
da EEAT em 11 individuos. Neste caso, o estimulo foi dado em dois pontos especificos
de acupuntura e analisados em relacdo a velocidade de fluxo sanglineo local e
aumento de temperatura da pele. O uso de duas frequéncias (5 e 120 Hz) ndo produziu
diferencas nas funcbes hemodinamicas dos avaliados, provavelmente, segundo 0s
préprios autores, por se tratar de um estimulo em pontos muito especificos (com o uso
de eletrodos-agulha) e por serem, os individuos, pessoas saudaveis que nao

apresentavam alteracdes na circulagéo local.
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Nos achados de Tracy, Currier e Threlkeld (1988), o emprego de dois
estimuladores elétricos diferentes, porém, com as mesmas caracteristicas, gerou um
resultado positivo em relacdo ao aumento do fluxo e pressdo sangiinea. O fluxo e
pressdo sanguinea de 30 voluntarios foram mensurados apdés a aplicagdo da
estimulacédo elétrica em 1, 10, 20, 30 e 50 Hz a 15% da contracdo maxima voluntaria de
quadriceps. Os resultados indicaram um aumento acentuado do fluxo sanglineo e
pressao na frequéncia de 50 Hz, sendo o de menor resultado a freqiiéncia de 20 Hz. A
pesquisa ainda apontou a queda da pressao e reducéo do fluxo sangiiineo ao nivel do
repouso (apos 1 min) quando cessou-se 0 estimulo elétrico, indicando a influéncia
positiva nos valores hemodinamicos.

Segundo Merz et al. (2010), a quantidade e velocidade de fluxo sanguineo local
apos uma lesao determina se ela vai evoluir bem em sua recuperac¢ao ou o contrario.

Em ratos, o tratamento com corrente pulsada de alta tensdo de polaridade
negativa (catédica) induziu a um aumento do fluxo sangliineo quase que instantaneo,
nas frequéncias de pulso 2, 20, 80 e 120 Hz, e intensificado pelo aumento da amplitude
da corrente (NELSON, HAYES e CURRIER, 2003).

O uso da polaridade negativa ja havia sido descrito por Dooley e Kasprak (1976),
guando concluiram que correntes elétricas negativas bloqueiam a vasoconstricdo
causada por via simpatica (SNA Simpatico), estimulando o fluxo local e prevenindo a
isquemia tecidual.

Karnes et al. (1995) observaram diferencas significativas na utilizagdo dos polos
anddico e catddico da corrente EEAT, sendo que o anodo apresentou maior capacidade

de constricdo vascular, reduzindo o didametro do vaso apds injecdo de histamina.
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No caso de efeitos da EEAT no linfedema Garcia e Guirro (2005) pesquisaram
mulheres pds-mastectomizadas unilateralmente com linfedema tardio aplicando a
corrente elétrica durante sete semanas, 20 min em cada sessdo. Obtiveram resultados
satisfatorios em relagédo ao volume do membro afetado e a sua perimetria.

Em outro estudo semelhante, porém com pacientes mastectomizadas
bilateralmente, Garcia, Guirro e Montebello (2007) também observaram melhora do
guadro de linfedema em analises volumétricas e perimétricas. Segundo os autores, isto
pode ter ocorrido, principalmente pelo efeito de bomba no fluxo linfatico.

Os efeitos analgésicos da EEAT foram bem documentados nos trabalhos de
Rodrigues-Bigaton et al. (2009) através de um protocolo com o uso do anodo,
frequéncia de 10 Hz, com tensdes acima do limiar motor dos pacientes (100 V).

Butterfield et al. (1997) utilizaram a EEAT como recurso para tratamento de dor
por fadiga muscular tardia. Em seus estudos, observaram efeitos da estimulacéo
elétrica nos musculos sob fadiga de 28 voluntarios (n=14), sendo 17 mulheres e 11
homens comparando-se um grupo tratado com EEAT e outro placebo. A pesquisa
consistiu na aplicacdo de 30 min de estimulacao elétrica, com freqiéncia de 125 Hz,
logo apdés 50 min de exercicio excéntrico no musculo quadriceps. A freqiéncia de
tratamento foi de uma vez por dia durante trés dias. Os resultados revelaram que a
reducdo da dor poés-exercicio ocorreu nos dois grupos sem diferenca estatistica entre
eles.

No caso de feridas e cicatrizagdo a EEAT foi pesquisada por Lampe (1998),
ressaltando a melhora nas lesdes, destacando seus efeitos em estudos clinicos,
animais e in vitro. Isto ocorre, segundo Gagnier et al. (1988), porque a corrente elétrica

monofasica incita 0 aumento de oxigénio para os locais da ferida.
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Deve-se ressaltar que, nos estudos de Kloth et al. (1998), houve utilizacdo das
duas polaridades da corrente elétrica, sendo o anddico usado para reepitelizacdo e
autolise, e o catodico para promoc¢do da granulacdo, antibactericida e redutor
inflamatério. O mesmo foi feito por Franek, Polak e Kucharzewski (2000) que, nas
primeiras duas semanas, utilizaram o pélo negativo e, apés este periodo, passaram a
aplicar o pélo positivo em Ulceras, obtendo resultados satisfatérios.

A alternéncia de polaridade também foi realizada por Santos, Nascimento e
Andrade (2009), propondo um protocolo de uso do catodo, como polo ativo, nos trés
primeiros dias de tratamento de Ulceras venosas (100Hz, 30 min no limiar motor dos
pacientes), e a seguir, o anodo, nos 20 atendimentos seguintes, justificando que o uso
inicial do catodo seria para efeitos bactericidas e o uso posterior do anodo para efeitos
na microcirculacdo. Ao final da pesquisa o0s autores ndo obtiveram resultados
significativos na cicatrizacao.

Sussman (1998) propds a utilizacdo da polaridade dependendo do estagio em
gue se encontrava o0 processo inflamatério; assim, na fase inflamatoria usou o catodo
com frequiéncia de 30 Hz durante 1h, uma vez ao dia, por uma semana. Ja na fase de
reepitelizacdo usou, durante trés dias, o catodo seguido de trés dias do anodo, e, assim
por diante, por uma semana. A frequéncia foi de 100-128 Hz, por 1h. No estagio de
remodelagem, alternou-se a polaridade diariamente com frequéncia de 60-64 Hz por
1h. Segundo o estudo, ocorreu significativa melhora na cicatrizagédo das feridas.

Houghton et al. (2010) também obtiveram resultados positivos com o0 uso da
estimulacdo de alta tensé@o nas ulceras cronicas de pressdo em pacientes com lesdes
na medula espinhal. Individuos com paraplegia e tetraplegia que apresentavam ulceras

de 20 cm? de &rea se submeteram a cuidados nos curativos e a estimulacéo elétrica de
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alta tenséo por 3 meses. Observou-se a reducdo da area das feridas em média de 50%,
comparadas ao grupo controle, o qual s6 seguiu o protocolo de cuidados com curativos.

J& Pires (2005) ndo obteve resultados satisfatérios com o uso da EEAT em
lesdes cronicas. Em sua pesquisa, utilizou a alternancia de polaridade, comecando com
o catodo na fase aguda e, na proliferativa o anodo. A frequéncia foi de 30 a 50 Hz,
durante 1 h, com amplitude de 150 V. Na andlise final as Ulceras melhoraram, mas néo
de forma significativa em relagéo ao grupo controle.

Os efeitos na musculatura foram postulados por Holcomb, Rubley e Girouard
(2007) combinando o uso da EEAT com a NMES. Os autores observaram néo haver
consideravel diferenca no recrutamento de fibras para a contracdo muscular; porém,
sugeriram que existe reducdo na atrofia, melhora de alongamento, dor e edema
associados ao pos-operatorio. Os pesquisadores estudaram 14 individuos saudaveis
em condicdes de extensao isométrica de joelho utilizando eletrodos que realizavam dois
protocolos de estimulacdo elétrica: um deles com o estimulo elétrico de alta tensdo —
EEAT + NMES (neuromuscular electrostimulation) e o outro, apenas com a NMES. Os
resultados obtidos neste experimento sugerem que, apesar de ndo produzir melhora na
resposta neuromuscular da contragcdo com 0 uso das correntes, a prevencao de atrofia
e perda de forca, bem como a melhora do edema podem ser conseguidas.

Segundo Tonella, Aratjo e Silva (2006) a NMES constitui um recurso
diferenciado voltado ao tratamento de dor, principalmente pos-operatéria, e, dentre
suas principais caracteristicas, possui a forma de onda quadrada, assimétrica e
bifasica, ndo sendo uma corrente polarizada.

Petrofsky (2004) também citou a melhora de alongamento e resisténcia, com o

uso da EEAT, no treinamento de musculos paralizados (pacientes paraplégicos).
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Em relacdo ao efeito bactericida em lesbes cronicas, Merrimam et al. (2004)
obtiveram resultados satisfatorios em uma pesquisa in vitro utilizando a EEAT. Os
pesquisadores conseguiram a inibicdo do crescimento de uma bactéria (Staphylococcus
aureus) em uma ferida infectada. O estudo ainda ressaltou ndo existir diferenga de
efeitos entre a estimulacédo anddica e catddica.

Nas pesquisas de Kuykendall, Hutchinson e Bloedaum (2004), apGs analisarem
os efeitos de 45 min de EEAT em presenca da bactéria Streptococus A in vitro, 0s
autores observaram inibicdo do seu crescimento provocada pelo uso do catodo. Isto,
segundo os pesquisadores, poderia sugerir que a corrente elétrica EEAT previne o
desenvolvimento de infec¢des na ferida.

Os achados de Franek, Polak e Kucharzewski (2000) também sustentaram esta
hipétese. Apos avaliarem 79 pacientes com ulceras venosas de pressdo, com o uso da
EEAT, e em outro grupo com drogas topicas, obtiveram efeitos positivos com a corrente
elétrica, na reducéo de pus, aumento da oxigenacdo no local da ferida e reepitelizacéo;
apesar de que somente ap0s 2 semanas de tratamento. Esses resultados, segundo os
autores, ocorrem pelo efeito galvanotaxico que a corrente provoca, atraindo macréfagos
para o poélo anddico e leucécitos para ambos os polos. Este efeito provocaria uma
reducdo dos substratos para as bactérias, reduzindo a infeccdo e promovendo a

limpeza da ferida.



3. METODOLOGIA

Segundo Vergara (1998), os meios de investigagdo podem ser: pesquisa de
campo, pesquisa de laboratério, pesquisa documental, pesquisa bibliogréafica, pesquisa-

acao, estudo de caso e outros.

Assim, este trabalho consistiu em uma pesquisa de laboratério, experimental,
provocada, utilizando ratos, a qual seguiu a orientacdo da Lei n° 6638 e as

recomendagdes do Colégio Brasileiro de Experimentagcao Animal.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no uso de animais, CEUA, PUCPR,
sob o registro n°: 454, em 06/07/2009.

O experimento foi desenvolvido no Setor de Radiologia do Hospital Veterinario
da Universidade Pontificia Catélica do Parana — Campus Sao José dos Pinhais (PUC-

PR).

3.1. Amostra

A amostra pesquisada foi composta por 20 ratos machos da espécie Wistar
albino (Rattus norvegicus albinus, Rodentia mammalia) fornecidos pelo Biotério da
PUCPR, ja considerando o percentual de perdas.

Os critérios para inclusdo na pesquisa foram: idade média de 3 meses e massa

entre 264 e 340 g. Os critérios de exclusdo foram: ratos considerados nao sadios por
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apresentarem prioritariamente a presenca de lesbes de pele e claudicacdo em
membros inferiores; através de observacao clinica, realizada pela pesquisadora.
Segundo Mendel e Fish (1993), experimentos com animais apresentam variaveis
de controle bem menores e o numero necessario de amostras pequeno, além de
envolverem tratamentos menos dispendiosos e com diferencas fisiolégicas menores
entre amostras.
Os animais foram mantidos em jejum solido de 12 h para evitar a formacao de

imagem dos residuos de fezes.

3.2. Procedimentos

Os animais foram divididos em dois grupos: A ou grupo teste, composto por 10
ratos, que foram tratados com estimulacédo elétrica; e B, composto por outros 10 ratos
gue formaram o grupo controle.

Nesta pesquisa, optou-se por realizar a experimentacdo com divisdo de grupos,
controle e teste (n=10), pois, segundo Mohr, Akers e Landry (1987), animais que
serviam como controle e como pesquisa ao mesmo tempo, e que eram lesados por
meio de trauma mecanico em dois locais diferentes (ex: nas duas patas) apresentavam
nao s6 aumento do edema no local lesado, como também alteracbes na reabsorcao
dos mesmos.

Os animais foram pesados e anestesiados por dissociagdo de quetamina

(80mg/kg) e xilazina (10mg/kg), administrando-se 0,2 ml para cada 100g de massa do
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animal, por via intramuscular, no musculo semi-tendinoso posterior da coxa
(BIRCHARD e SHERDING, 1998).

Na figura 15 ilustra-se a medicacdo de quetamina e xilazina, com doses da
medicacdo preparadas nas seringas para cada amostra, de acordo com o peso do

animal, bem como a gaiola de confinamento dos animais.

Figura 15: Anestesia — Xilazina e Quetamina

Os animais dos dois grupos foram mantidos sedados durante todo o
procedimento (KARNES et al.,, 1992), evitando a movimentagdo durante a pesquisa,
para que ndo houvesse alteracdes no deslocamento do contraste, nem descolamento
dos eletrodos de estimulagéo elétrica.

Em seguida, cada animal foi tricotomizado na regido ventral e posicionado em
decubito dorsal, fixando-se os membros inferiores e superiores com esparadrapo em

um suporte de acrilico, como ilustrado na figura 16.
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O objetivo do estudo foi avaliar, por meio de imagem radiogréfica, a quantidade
de substancia radiopaca reabsorvida em dois grupos de ratos, com a aplicacdo da
estimulacdo elétrica (grupo A) e sem aplicacdo da mesma (grupo B); comparando os

resultados em quatro intervalos de tempo de 30 min.

Grupo Teste Grupo Controle

18

1®3

Eletrodo

dispersivo # —

(=)
(=)
G\
—
op)
=
—
ST
(=)

‘Botio de

é‘/_’_élo‘,.ntraste

Eletrodo '
ativo \#g

Figura 16: Posicionamento dos eletrodos na amostra do grupo teste e o posicionamento

da amostra do grupo controle.

De acordo com o quadro 2, foi determinada para cada animal do grupo A, a
tenséo estimulatéria que produziria uma contragdo muscular palpavel e/ou visivel.

A sequir, calculou-se 90% desse valor para ser adotado na pesquisa. Portanto, a
tensdo aplicada em cada animal do grupo A ficou abaixo do seu limiar motor (REED,

1998).
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Quadro 2: Limiar de estimulacéo elétrica no rato

TENSAO MINIMA QUE PRODUZ TENSAO UTILIZADA
AMOSTRA MASSA CONTRACAO MUSCULAR (PALPAVEL |  (10% ABAIXO DO
Do grupo A () E/OU VISIVEL) (V) LIMIAR MOTOR) (V)
Rato | — A 264 22,8 20,5
Rato Il — A 286 30,0 27,0
Rato Ill — A 340 18,2 16,3
Rato IV — A 322 18,2 16,3
Rato V— A 316 278 25,0
Rato VI- A 356 24.4 21,9
Rato VII- A 306 12,0 10,8
Rato VIII- A 320 22,4 20,1
Rato IX- A 320 233 20,9
Rato X— A 320 12,0 10,8

A seguir, aplicou-se 0,9 ml de contraste, uma substancia radiopaca hidrossoluvel
de nome Omnipaque™, na regido abdominal lateral direita, que, segundo estudo prévio
foi definido como o melhor local para determinacdo do resultado. Padronizou-se a
técnica através de introducdo completa da agulha (13 X 0,45 mm) e injecdo lenta
subcutanea caudo-cranial, simulando um edema com volume conhecido, como ilustra a

figura 17.

Figura 17: Injecdo do Contraste
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Este contraste consiste no principio ativo ioexol, utilizado em exames
radiol6gicos, nao-ibnico, monomérico, triiodado e solivel em &gua (cada ml de
Omnipaque™ contém 647 mg de ioexol).

Segundo informagfes do fabricante do medicamento (GE Healthcare Co. Ltd)
descritas na bula, observou-se que a capacidade de liberagdo de histamina e a
atividade anticoagulante do mesmo sdo menores do que para 0s meios de contraste
ibnicos.

O uso de injecdes, segundo Barton et al. (2007) demonstrou, durante as 7 h
posteriores a aplicacdo, ndo aumenta de forma significativa 0 numero de células
inflamatdrias no local aplicado.

Um estudo prévio, ilustrado na figura 18, auxiliou; (1) na determinacao do local
mais apropriado para observacdo das imagens; (2) no tempo de espalhamento do
edema (contraste injetado); (3) no intervalo de tempo adequado para a submissao das
amostras a radiacéo; e (4) na quantidade mais indicada de solucdo de contraste para a

observacéo.

wed
ALoTO

Figura 18: Estudo Piloto: (A) posicionamento dos ratos e (B) ilustra a radiografia tirada ap6s a

injecdo de contraste (botdo apontado com a seta) no abdémen dos mesmos.
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Como nao houve nenhum tipo de lesdo nos animais, que pudesse provocar dor
de qualquer natureza, ndo foi necesséria a utilizacdo de analgésico durante a pesquisa
(SHARP e LaREGINA, 1998).

As imagens foram obtidas por meio de um aparelho de Raios-X da marca
Siemens, cujos parametros foram ajustados em: distancia foco-filme de 1 m, tensao de
tubo em 46 kV e carga elétrica em 4,5 mAs (relagdo corrente-tempo). Esses parametros
foram mantidos para todos os animais.

O filme utilizado para revelacéo foi da marca Kodak com medidas de 35 X 43 cm.

A reveladora de imagens utilizada foi a mesma para todas as amostras.

Esta distancia do foco-filme é determinada, segundo Bontrager (2003), pela
espessura do abdémen dos animais (Figura 19), para que a radiacdo penetre até a

profundidade do tecido estudado.

Figura 19: Medida da espessura do abddmen dos ratos
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A avaliacdo dos dois grupos por meio de radiografia foi efetuada a cada 30 min

durante 90 min; iniciando com o instante imediatamente ap0s a injecdo de contraste

(To), apos 30 (T3p), 60 (Teo) € 90 min (Tgo), como ilustra a figura 20.

Figura 20: A imagem radiografica A correspondendo ao tempo 0, imagem B ao tempo 30 min,

imagem C ao tempo 60 min e imagem D ao tempo 90 min

Assim, a primeira radiografia foi realizada antes do inicio da estimulacao elétrica
e a Ultima 30 min apds o término da sessao estimulatoria.
O protocolo estimulatoério foi realizado em uma Unica sessé@o de 1 h de duragéo

(Cosgrove et al., 1992).
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A regido injetada com contraste do grupo A foi radiografada inicialmente (To) e
passou a receber, imediatamente, o estimulo elétrico.

Segundo Mendel e Fish (1993), Fish, Mendel e Schultz (1991), Butterfiel et al.
(1997), Dolan et al. (2003), Man, Morrissey e Cywinski (2007), Dolan et al. (2005) e
Taylor et al. (1992), deve-se estimular o tecido a nivel sensorial 0 mais precocemente
possivel, com objetivo de controle e reducéo da resposta inflamatéria.

Os parametros elétricos ajustados para o protocolo estimulatorio aplicado foram:
(a) frequiéncia de pulso de 120 Hz, recomendada para o tratamento de edema local
(CURRIER, 1991 e MENDEL, WYLWGALA e FISH, 1992); (b) durac&o de pulso de 12,8
Ms, com o total de dois pulsos. (c) amplitude 10% abaixo daquela que produziria uma
contracdo muscular perceptivel (REED, 1988; MENDEL e FISH, 1993 e KARNES et al.,
1992). O periodo total contendo os dois pulsos (inicio do primeiro até o final do
segundo) alcancou 170 ps, com a forma de onda exponencial decrescente.

A técnica de aplicacdo foi monopolar com eletrodos de superficie (PETROFSKY
et al., 2006), interposto com gel condutivo (BOLFE E GUIRRO, 2009), com 1 cm de
diametro para o polo ativo (catodo) na regido abdominal inferior direita, e outro eletrodo
de 2 cm, como poblo dispersivo (pdélo anddico) na regido abdominal superior direita
(ambos préoximos ao botdo de contraste injetado, mantendo um bom contato em todas
as bordas).

Segundo Brown et al. (1995), o eletrodo ativo deve ter ¥ do tamanho do eletrodo
dispersivo.

Para a aplicagcdo da estimulacéo elétrica, empregou-se o0 equipamento Neurodyn

High Volt® da marca IBRAMED Ltda, Curitiba, Brasil.
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Os ensaios de calibracdo do aparelho de estimulacdo elétrica foram realizados
em outubro/2009 e marg¢o/2010, de acordo com o roteiro proposto por Morales (2003),
no Laboratério de Engenharia de Reabilitacdo da PUCPR. A figura 20 ilustra a forma de

onda liberada pelo estimulador sobre um resistor de 1kQ.

TeK (L0 SMS /s ... B4 acs B 0.00€

Figura 21: llustrac&o da tela do osciloscépio mostrando a forma de onda produzida pelo

estimulador no ensaio de calibracao

Em virtude da oscilacdo da tensdo do aparelho de estimulagcédo elétrica,

crescentemente, foram necessarios ajustes da mesma a cada 10 min, monitorados por
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um osciloscopio digital da marca Tektronix, modelo THS 710, alimentado com baterias,

como ilustra a figura 22.

Figura 22: Montagem do trabalho prético

Logo apo6s 30 min de estimulacao catédica, determinados por meio do uso de um
cronbmetro, foi tirada uma nova radiografia (considerado como Tgp) e, apoés isto,
continuou-se aplicando a corrente elétrica por mais 30 min e, em seguida, uma terceira
radiografia (considerado Tegp), havendo, ainda, uma tomada de imagem apos 30 min,

para finalizar a anélise, de acordo com o quadro 3.

Quadro 3 - Protocolo de estimulagao elétrica versus tempo

1 3 a a
Injecdo Raio-X . L x Raio-X . 2 < Raio-X Raio-X
do T estimulacao T estimulacéo T T
contraste 0 elétrica o elétrica 60 %0
GRUPO a - ) a Observacéo final
A 0,9 ml . L ) 30 m|n~de 22 radiografia 30 m|n~de .3 ) - 30 min
N=10 radiografia duragéo duragéo radiografia
GRUPO 1a 3a Observacéo final
B 0,9 ml . ) controle 22 radiografia controle . ) - 30 min
N=10 radiografia radiografia




7

O grupo B, controle, ndo submetido a estimulagcéo elétrica, foi monitorado por
meio de radiografia, conforme realizada com o grupo A (teste).

No mesmo dia do tratamento, os animais dos dois grupos sofreram eutanésia por
dose letal de thiopental sodico intracardiaco (120mg/kg), método recomendado para
roedores e outros pequenos mamiferos, e contido na Resolugdo 714 do Conselho
Federal de Medicina Veterinaria de 20 de julho de 2002.

As imagens radiograficas coletadas na pesquisa foram escaneadas, todas em
um mesmo dia, pela mesma pessoa, com o uso do aparelho Scanner UMAX Power
Lock 2100 XL, ajustado com uma tampa de leitura especifica para imagens de Raios-X
e programado com uma resolucdo de 3200 ppp (pontos por pixel). O local para
realizacdo desta coleta de dados foi o Laboratério de Engenharia de Reabilitacdo —
PUCPR.

A anadlise das imagens digitalizadas foi realizada com o auxilio do programa
ImageJ. Este programa, de operacdo semi-automatica, foi desenvolvido no National
Institutes of Health (NIH), Estados Unidos, para analise e processamento de multiplas
imagens, em 3D ou néo, incluindo as de Raio-X.

Foram utilizadas ferramentas especificas do programa para delimitacdo da area
de substéancia radiopaca e intensidade da imagem da mesma, ao longo dos intervalos
de tempo estudados (To, T30, Teo € Too).

Com o programa ImageJ efetuou-se o recorte de cada imagem original de Raios-
X e duplicacdo da mesma, para que se pudesse aumentar o contraste da imagem
duplicada (com saturacao de 0,4%), criando uma borda para delimitar o espalhamento,

sem alterar a imagem original, como mostra a figura 23.
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Figura 23: Imagem original & esquerda e imagem duplicada com aumento do contraste, a direita.

A seguir, utilizou-se a funcdo de ajuste de imagem transformando essa
duplicacdo em um desenho com limite definido, contendo uma borda desenhada semi-
automaticamente, através da ferramenta do gerenciador de regido de interesse, e em

seguida, fazendo-se a transposi¢céo dessa borda para a imagem original (Figura 24).
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Figura 24: Imagem original a esquerda, e a direita aimagem duplicada com borda desenhada.

O calculo das variaveis de controle (quantidade de pixels - area, intensidade de pixels
total, intensidade de pixels claros versus area total) dentro deste limite proposto, foi
realizado automaticamente por meio de histograma referente a cada imagem (Figura

25).
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0 255
Count 146014 Min: 141
Mean: 224 422 Max: 254
StdDev: 22.320 Mode: 239 (6541)
Value: 52

List] copy| vLog|

Figura 25: Etapas da andlise das imagens radiogréficas

Observa-se no histograma (Figura 25), a contagem do numero de pixels na
imagem correspondente (count), a intensidade dos pixels (mean) e o desvio padréo
(StdDev).

O processamento foi realizado nas 80 imagens radiograficas adquiridas durante

a pesquisa experimental sempre pelo mesmo avaliador.

A quantidade de pixels foi considerada e contabilizada sempre até a borda da
imagem, dada pelo programa, segundo o recorte da mesma.

A intensidade dos pixels seguiu o limite de tons de cinza variando do 0 ao 255,
sendo o 0 o valor de cinza mais escuro e o 255 o valor mais claro, segundo a imagem

do histograma, de acordo com a Figura 26.
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Count: 220664 Min: 74

Mean: 204.503 Max: 254

StdDev: 41.732 Mode: 243 (5970)
............. Value: 4@

o

Count:

Figura 26: Histograma

A éarea de pixels claros foi determinada pelo corte feito a 15% do valor maximo
do pixel mais claro existente na imagem. Este valor foi comparado ao total da area de
pixels delimitada pela borda, definida semiautomaticamente, considerado nesse
trabalho como area total de pixels.

No grupo B, controle, duas amostras (rato | e rato Il) foram desconsideradas por
apresentarem substancia radiopaca sobrepondo estruturas da coluna vertebral, o que
mascararia a area de interesse, ja que o software utilizado para a andlise contabilizaria
as imagens 0sseas como regido de edema (Figura 27). Como as estruturas 6sseas
apresentam absor¢cao semelhante dos Raios-X que o contraste utilizado, mascararia 0s

resultados do estudo, contabilizando imagens 6sseas como regifes de edema.
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Figura 27: Imagem radiografica da sobreposi¢do do contraste (borda amarela) e da coluna

vertebral do rato (indicada com a seta).

Com o intuito de elevar o grau de confiabilidade da andlise, foram realizados
testes de repetitividade e reprodutilidade em 10 das 80 imagens, com as mesmas
ferramentas utilizadas nas imagens originais.

As imagens radiograficas também foram analisadas por um segundo avaliador
(veterinario, especialista em imagens radiograficas), que qualificou o espalhamento do
contraste ao longo dos intervalos de tempo Ty, T30, Teo € Tgo de cada rato, por meio de
um escore crescente de 1 a 5, de acordo com o quadro 4. O avaliador péde observar

nas imagens radiograficas a presenca do eletrodo, no grupo teste; portanto, a analise
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foi feita com prévio conhecimento do grupo ao qual pertenciam as amostras, porém, tdo

imparcial quanto possivel.

Quadro 4: Escore de andlise do aparecimento das estruturas renais

ESCORE (n°) OCORRENCIA
1 nenhuma absorcéo
2 disperséo do contraste
3 absorcao periférica sem excrecéo renal visivel
4 absorcao periférica com excrecao renal visivel
5 absorcao completa

3.3. Andlise Estatistica

Os resultados obtidos no estudo foram expressos por médias, medianas, valores
minimos, valores maximos e desvios padrfes (variaveis quantitativas) ou por
freqUéncias e percentuais (variaveis qualitativas). Para a comparacdo dos grupos em
relacdo as variaveis quantitativas, considerou-se o teste ndo-paramétrico de Mann-
Whitney. Em relacéo as variaveis qualitativas dicotdémicas, os grupos foram comparados
usando-se o teste exato de Fisher. Para avaliar o efeito do tratamento dentro dos
grupos, em relacdo a variaveis quantitativas, foram aplicados os testes n&o-
paramétricos de Friedman e de Wilcoxon. O teste binomial foi considerado para a
comparacdo dos momentos de avaliagdo em relacdo a varidveis qualitativas
dicotdbmicas. Para avaliacdo da condicdo de normalidade das variaveis, foi aplicado o

teste de Shapiro-Wilks. Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica. Os dados
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foram organizados em planilha Excel e analisados com o programa computacional

Statistica v.8.0.
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Neste capitulo, apresentam-se o0s resultados da pesquisa experimental, de

acordo com as variaveis: numero de pixels, intensidade dos pixels, visualiza¢édo do rim,

escore da absorcdo do meio de contraste e area de pixels brancos versus area total.

4.1. NUmero de Pixels

Inicialmente, em cada momento de avaliacdo (To, T30, Teo € Too) testou-se a

hipétese nula de que o numero de pixels é igual nos dois grupos versus a hipotese

alternativa de numero de pixels diferentes. Na tabela 1, sdo apresentadas estatisticas

descritivas dessa variavel de acordo com o0s grupos e os valores de p dos testes

estatisticos.

Tabela 1: Comparacéo do numero de pixels entre Grupo Ae B

NUumero de pixels Valor
Momento | Grupo n — : . - - ~ *
Média Mediana | Minimo Maximo Desvio padrdo | dep

To A 10 | 234415 226656 148673 322078 47895
B 8 | 244034 236914 211547 289783 24506 0,515

Tso A 10 | 357241 365569 220673 494466 71782
B 8 | 335707 323143 294025 436836 43330 0,460

Teo A 10 | 393034 390038 250071 536380 86488
B 8 | 356019 346097 319525 462067 45423 0,237

Tao A 10 | 419872 428523 263107 546026 97236
B 8 | 345548 340198 333688 363502 12928 0,055

* Teste ndo-paramétrico de Mann Whitney, p < 0,05.

Em seguida, para cada grupo, testou-se a hipétese nula de que o nimero de

pixels é igual para os quatro intervalos de avaliacdo versus a hipétese alternativa de
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gue pelo menos em um dos momentos o niumero de pixels é diferente dos demais.

Para ambos os grupos, o resultado do teste indicou que existe diferenca
significativa entre os momentos de avaliacdo em relacdo ao numero de pixels. Sendo
assim, para os dois grupos, os momentos foram comparados dois a dois. Na tabela 2
sdo apresentados os valores de p da comparacao global dos quatro intervalos e 0s

valores de p das comparacfes dos momentos dois a dois.

Tabela 2: Comparacdo de niUmero de pixels versus tempo

Grupo Valor de p*
0x30x60x90| 0x30 0 x 60 0x 90 30 x 60 30 x 90 60 x 90
Grupo A <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,017 <0,001 0,017
Grupo B 0,001 0,001 <0,001 <0,001 0,012 0,026 0,736

* Teste ndo-paramétrico de Friedman, p < 0,05.

A figura 28 ilustra os resultados obtidos.
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Figura 28: Gréafico de comparagdo do nimero de pixels ao longo do tempo

Ainda em relacdo a varidvel numero de pixels, foi considerada a sua variagédo
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percentual ao longo do tempo (T até Teg). Para esta variacdo, testou-se a hipotese nula
de que os resultados sao iguais nos dois grupos versus a hipotese alternativa de

resultados diferentes. Na tabela 3 sdo apresentados os resultados obtidos.

Tabela 3: Variagéo percentual To a Tg

Grupo | n Variacdo percentual no nimero de pixels de Tp a Tgo Valor
Média | Mediana | Minimo | Maximo | Desvio padrdo | dep*

A 10 | 80,0% 70,0% 42,1% | 126,4% 29,2%

B 8 | 42,8% 41,3% 16,1% 62,5% 15,1% 0,002

*Teste ndo-paramétrico de Mann Whitney, p < 0,05.

A figura 29 mostra a variagdo percentual do numero de pixels entre o Grupo A,

teste, e 0 Grupo B, controle, em relacéo ao intervalo Tg - Tgp.

Variagcéo percentual no nimero de pixels
(Tempo 0- Tempo 90)
1,4
1,2t N
. ?:h\:':::\ \::"- =
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04 — DY
02t
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E] 25%-75%
0,0 T Min-Max
Grupo A Grupo B

Figura 29: Gréfico de variagdo percentual no nimero de pixels entre Grupo A e B
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4.2. Intensidade de Pixels

Inicialmente, em cada intervalo de avaliacdo (To, T30, Teo € Tgo), testou-se a
hip6tese nula de que a intensidade de pixels é igual nos dois grupos, versus a hipétese
alternativa de intensidades diferentes. Na tabela 4, sdo apresentadas estatisticas
descritivas dessa variavel de acordo com o0s grupos e os valores de p dos testes

estatisticos.

Tabela 4: Comparacdo daintensidade de pixels entre Grupo Ae B

Intensidade Valor
Momento | Grupo | n — - — — - — *
Média Mediana | Minimo Méximo | Desvio padréo de p

To A 10 | 207,2 2235 160,3 239,9 32,0
B 8 204,2 202,0 173,7 238,2 31,6 0,965

Tao A 10 189,8 205,9 141,2 222,0 32,0
B 8 193,5 189,1 162,2 225,5 29,9 0,460

Teo A 10 177,2 187,7 132,4 219,2 31,2
B 8 182,1 177,0 152,6 217,7 29,9 0,460

Too A 10 164,7 169,5 112,5 205,3 31,6
B 8 163,1 151,6 133,0 209,9 31,0 0,965

*Teste ndo-paramétrico de Mann Whitney, p < 0,05.

Em seguida, para cada grupo, testou-se a hipotese nula de que a intensidade de
pixels € igual para os quatro momentos de avaliacdo versus a hipotese alternativa de
gue pelo menos em um dos momentos a intensidade é diferente dos demais.

Para ambos os grupos, o resultado do teste indicou que existe diferenca
significativa entre os momentos de avaliagcdo em relagéo a intensidade de pixels. Sendo
assim, para os dois grupos, os momentos foram comparados dois a dois. Na tabela 5
sédo apresentados os valores de p da comparacgao global dos 4 momentos e os valores

de p das comparagGes dos momentos dois a dois.
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Tabela 5: Valores de p na comparacéo da intensidade de pixels X tempo

Grupo Valor de p*
0x30x60x90| 0x30 0 x 60 0x 90 30 x 60 30 x 90 60 x 90
Grupo A <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Grupo B 0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

*Teste ndo-paramétrico de Friedman, p < 0,05

A figura 30 ilustra os resultados obtidos com intensidade dividida por 1000.
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Figura 30: Gréafico de comparagéo da intensidade de pixels entre os Grupos A e B

by

Ainda em relacdo a intensidade, considerou-se a variagdo percentual ocorrida

entre o T e Tgo. Para esta variacdo, testou-se a hipotese nula de que os resultados séo
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iguais nos dois grupos versus a hipotese alternativa de resultados diferentes. Na tabela

6, sdo descritos os resultados obtidos.

Tabela 6: Variacdo percentual da intensidade de pixels no intervalo de 0 a 90 min

Variacdo percentual de Tp a Tg Valor
Grupo | n — - — - - ~ *
Média Mediana Minimo Maximo Desvio padréao de p
A 10 | -20,8% -19,5% -29,8% -13,0% 5,9%
B 8 | -20,3% -21,1% -28,5% -10,7% 6,2% 0,897

*Teste ndo-paramétrico de Mann Whitney, p < 0,05.

Na figura 31, observa-se a variacdo deste percentual entre os dois grupos, teste

e controle.
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Figura 31: Gréfico da variagdo percentual da intensidade de pixels entre os Grupos A e B
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4.3. Visualizagdo dos Rins e Bexiga

Em uma das amostras, representadas pela figura 32, observa-se a formacao da
imagem do rim (cdlice renal) (A) e abaixo dela a imagem da bexiga urinaria (B),

indicando reabsorcao do contraste por essas estruturas.

Figura 32: As regides delimitadas mostram aimagem do calice renal (A)

e a bexiga urinaria (B).

Em cada momento de avaliagdo, testou-se a hipotese nula de que a proporcao
de casos em que o rim é visualizado € igual nos dois grupos, versus a hipoétese

alternativa de proporgfes diferentes. Na tabela 7, apresentam-se as frequéncias e
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percentuais de casos em que houve ou ndo a visualizagéo do rim e os valores de p dos

testes estatisticos.

Tabela 7: Comparacédo da visualizacdo do rim entre os Grupos A e B

Rim To Tso Teo
Grupo A | GrupoB | GrupoA | GrupoB | Grupo A | GrupoB | Grupo A | Grupo B
N&o 10 8 10 8 6 5 3 3
100% 100% 100% 100% 60,00% 62,50% 30,00% 37,50%
Sim 4 3 7 5
40,00% 37,50% 70,00% 62,50%
Total 10 8 10 8 10 8
g:'g,[ 1 1 1 1

*Teste Exato de Fisher, p < 0,05

Ainda em relacdo a essa variavel, sdo apresentadas, para cada grupo, as
frequéncias de casos de acordo com os resultados dos dois momentos de avaliagao: Tg
e Too.

Para cada grupo, testou-se a hipotese nula de que a propor¢céao de casos em que
h&a visualizacdo do rim é igual nos dois momentos, versus a hipotese alternativa de
proporcdes diferentes.

Os resultados descritos na tabela 8 indicam que em ambos 0s grupos houve
alteracao significativa da proporcdo de casos com visualizacdo do rim na avaliacao de
To quando comparada com esta proporcdo na avaliacdo de Tgo.

No grupo A, em 70% dos casos, o rim ndo era visualizado em Ty, € passou a ser

em Tgo. NO grupo B este percentual foi igual a 62,5%.
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Tabela 8: Comparacé&o da visualizagdo do rim X tempo

GRUPO A
To —— Tg(.) ,
N&o visualizado | Visualizado| Total
N&o visualizado 3 7 10
Visualizado
Total 3 7 10

Valor de p: 0,008 (Teste Binomial, p < 0,05)

GRUPO B
T Too
Nao visualizado Visualizado Total
N&o visualizado 3 5 8
Visualizado
Total 3 5 8

Valor de p: 0,031 (Teste Binomial, p < 0,05)

A figura 33, mostra os resultados obtidos nas comparagdes entre 0s grupos.

Visualizagcdo do rim
70%
63%
40% 3804
0 0% 0 9
. 0% (] . 0% 0% . A . 25 .
0 30 60 90
Tempo
Grupo A O Grupo B|

Figura 33: Gréfico de visualizagdo do rim entre os Grupos A e B
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4.4. Escore da Absor¢céo do Meio de Contraste

Na tabela 9, observa-se a porcentagem de absorcdo do contraste, segundo
observacéo e andlise de um avaliador especialista em imagem radiografica, nos grupos

A e B, nos intervalos de Tg, T30, Teo € Too.

Tabela 9: Escore da visualiza¢c8o do espalhamento do contraste em funcéo do tempo

TO T30 T60 T90
Grupo A | Grupo B | Grupo A | Grupo B | Grupo A | Grupo B | Grupo A | Grupo B

Rim

Nenhuma absor¢éo 10 8
100% 100%

Disperséo do

10 8 3 4
contraste
100% 100% | 30,00% | 50,00%
Absorcéo periférica 4 2 1 4

sem excrecao
40,00% | 25,00% | 10,00% | 50,00%

visivel
Observacao de 3 2 9 4
excregdo renal 30,00% | 25,00% | 90,00% | 50,00%

Absor¢é@o completa

Total 10 8 10 8 10 8 10 8

Testou-se a hip6tese nula de que os resultados do escore sao iguais para 0S
dois grupos versus a hipétese alternativa de que os resultados séo diferentes. Na tabela
10, sdo apresentados os resultados obtidos.

Para cada um dos grupos, testou-se a hipotese nula de que os resultados na
avaliagdo do Ty séo iguais aos resultados da avaliagdo de Tgo versus a hipotese

alternativa de resultados diferentes. Os valores de p foram 0,005 (grupo A) e 0,012

(grupo B).
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Tabela 10: Escore da visualizagdo do espalhamento do contraste entre os Grupos A e B

Tempo Grupo n Mediana Minimo Méaximo Valor de p*
To A 10 1 1 1
B 8 1 1 1 1
Tao A 10 2 2 2
B 8 2 2 2 1
Teo A 10 3 2 4
B 8 3 2 4 0,573
Too A 10 4 3 4
B 8 4 3 4 0,173

*Teste ndo-paramétrico de Mann Whitney, p < 0,05.

Os dez casos do grupo A tiveram escore 1 na avaliacdo em Ty e, na avaliacédo
em Tg, Nove (90%) tiveram escore 4; e um obteve escore 3. A diferenca nos
resultados da avaliacéo inicial com a avaliacéao final foi significativa (p=0,005).

Os oito casos do grupo B tiveram escore 1 na avaliacdo em Ty e, na avaliacédo
em Tgo, quatro deles (50%) tiveram escore 3 e outros quatro (50%) tiveram escore 4. A
diferenca nos resultados da avaliacdo inicial com a avaliacdo final também foi

significativa (p=0,012).

4.5. Area de Pixels Claros X Area Total

Inicialmente, obteve-se a evolucdo da proporcao de reducdo da area de pixels
claros em relacdo a area total do contraste em cada rato, nos grupos A e B (Tabela 11).
Para cada intervalo de avaliagdo (To, T30, Teo € Top), testou-se a hipotese nula de
que a proporcédo de reducado da area de pixels claros em relacdo a area total € igual nos

dois grupos versus a hipétese alternativa de que a proporcao de pixels € diferente.
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Tabela 11: Proporcédo dareducdo da area de pixels claros X area total, para os quatro

instantes de tempo analisados.

GRUPO | RATO To Tao Teo Too
A I 57,68% 42,52% 34,73% 25,50%
A Il 73,25% 51,96% 45,70% 34,66%
A [l 64,36% 46,21% 31,81% 13,42%
A v 73,05% 48,21% 27,59% 19,07%
A Vv 79,41% 43,09% 22,70% 9,60%
A \ 59,20% 39,05% 17,97% 0,04%
A Vi 51,77% 21,08% 4,90% 0,05%
A VI 67,60% 32,86% 32,73% 14,51%
A IX 69,21% 51,66% 32,79% 20,16%
A X 45,07% 12,85% 4,03% 0,00%
B Il 73,97% 51,83% 31,99% 23,21%
B I\ 70,96% 54,38% 44,03% 28,48%
B Vv 76,19% 50,76% 24,28% 0,01%
B ) 64,93% 38,11% 22,71% 0,05%
B Wil 61,75% 46,65% 29,10% 11,44%
B \lll 70,31% 49,71% 31,10% 12,31%
B IX 62,77% 46,66% 28,91% 12,33%
B X 65,36% 48,95% 27,57% 4,14%

Na tabela 12, sdo apresentadas estatisticas descritivas desta variavel de acordo

com 0s grupos e os valores de p dos testes estatisticos.

Tabela 12: Variagcdo da proporc¢ao entre grupo Ae B em Ty

Intensidade Valor
Momento | Grupo | n — : . P - ~ *
Média Mediana | Minimo Maximo | Desvio padrdo | dep

To A 10 | 64,1% 66,0% 45,1% 79,4% 10,6%
B 8 68,3% 67,8% 61,8% 76,2% 5,3% 0,408

Tao A 10 | 38,9% 42,8% 12,9% 52,0% 13,1%
B 8 48,4% 49,3% 38,1% 54,4% 4,9% 0,083

Teo A 10 | 25,5% 29,7% 4,0% 45,7% 13,3%
B 8 30,0% 29,0% 22, 7% 44,0% 6,5% 0,897

Too A 10 | 13,7% 14,0% 0,0% 34,7% 11,7%
B 8 11,5% 11,9% 0,0% 28,5% 10,3% 0,696

* Teste ndo-paramétrico de Friedman, p<0,05
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Em seguida, para cada grupo, testou-se a hipétese nula de que a area de pixels
claros X &rea de pixels total é igual para os quatro momentos de avaliacdo versus a
hip6tese alternativa de que pelo menos em um dos momentos a area é diferente dos
demais instantes.

Para ambos os grupos, o resultado do teste indicou que existe diferenca
significativa entre os momentos de avaliacdo em relacdo a area de pixels claros

(p<0,001). Sendo assim, os momentos de avaliacdo foram comparados dois a dois

(Tabela 16).
Tabela 16: Comparacéo daintensidade de pixels X tempo
Grupo Valor de p*
P 0x30 0x 60 0x90 30 x 60 30 x 90 60 x 90
Grupo A 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005
Grupo B 0,012 0,012 0,017 0,017 0,017 0,017

* Teste ndo-paramétrico de Wilcoxon, p<0,05

A figura 34 ilustra a comparacdo dos momentos dentro dos grupos A e B.

REDUGAO DE AREA
Mediana; 25% - 75%; min-max

Reducao de area (%)

Elo

0 B30

=

-0 90
Grupo A Grupo B

Figura 34: Gréfico de reducédo da area de pixels claros, na comparacéo dos quatro

intervalos nos grupos A e B.



98

5. DISCUSSAO

No presente trabalho, avaliou-se o comportamento do espalhamento e absorcao
de substancia radiopaca em regido abdominal subcutanea de ratos, sob efeito da
estimulacédo elétrica, comparando-se um grupo teste (Grupo A) e grupo controle (Grupo
B), utilizando imagens de Raios-X para comparacao de resultados.

Com relacdo a varidvel numero de pixels total, avaliaram-se as diferencas
guantitativas de pixels entre os grupos A e B e as variacOes de area dentro de cada
grupo em funcdo do tempo, medidos nos instantes To, T3, Teo € Tgo de transcurso do
inicio do protocolo experimental.

Segundo Guyton e Hall (2006), o edema comporta-se inicialmente com aumento
de volume local e, posteriormente, espalhamento dos fluidos para reabsorcdo dos
liquidos extravasados pelas redes capilares sanguineas e linfaticas.

Taylor et al. (1997) também utilizou em seus estudos 0 uso do processamento de
imagens através da contagem e intensidade de pixels, nas imagens digitalizadas das
regides com edema.

Assim, o espalhamento do volume injetado de contraste, considerado nesse
trabalho como aumento de area e consequente aumento no numero de pixels, &
entendido como positivo. Quanto maior o niumero de pixels, maior o espalhamento.

Comparando-se a média dos grupos A e B, observa-se que nos instantes Ty, T3
e Teo min ndo houve diferencas significativas estatisticamente no numero de pixels
entre os grupos (To p=0,515; T3 p=0,460; T p=0,237). Tal resultado também é
observado nos trabalhos de Reed (1998) que, apds utilizar a EEAT, ndo constatou

alteracdes hemodinamicas no tecido induzidas pela corrente.
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Nos estudos de Mohr, Akers e Landry (1987), observou-se que a EEAT, quando
utilizada no edema ja instalado, ndo tem significancia na redu¢do do mesmo.

Cosgrove et al. (1992) ndo obtiveram reducdo do edema pdés lesdo em ratos
quando aplicada a EEAT durante 1 h. Os autores sugerem que este periodo de
aplicacdo da EEAT nao seja suficiente para aumentar o gradiente oncético e drenar o
liquido contido no intersticio. Cook et al. (1994) também nado obtiveram reducdo do
volume de edema apds o uso de 1 h de EEAT comparando-se ao grupo controle,
apesar de se referirem a facilitacéo da captacéo de proteinas pelos canais linfaticos.

Ao invés de ajudar na recuperacao da inflamacéo, o uso prolongado da EEAT
atrapalhou e até retardou esse processo, sugeriram as pesquisas de Brown e Gogia
(1987).

Entretanto, quando se analisou o intervalo de tempo de 60 a 90 min na pesquisa
realizada (Tgp), @ média de pixels no grupo A e no grupo B sdo bastante distintas;
portanto, verificou-se uma tendéncia (p= 0,055) de resultado estatistico significativo na
melhora do edema no Grupo A em relacdo ao B, existindo, portanto, uma melhor
resposta da regressédo do edema sob os efeitos da estimulacéo elétrica.

Este resultado é consistente com as pesquisas de Mendel, Wylwgala e Fish
(1992), nas quais observaram reducdo do edema com o uso da EEAT, apesar do
mesmo ainda nao estar completamente instalado.

Porém, nos achados de Bettany et al. (1990) e Bettany, Fish e Mendel (1990) o
uso da EEAT, durante 30 min, produziu resultados satisfatérios no controle e redugéo

do edema.
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Estudos de Taylor et al. (1997), que aplicaram apenas 5 min de estimulacao,
também obtiveram bons resultados e, ainda, estudos de Reed (1988), utilizando 30 min
de estimulacéo, retardaram o processo de instalagdo do edema.

Nas pesquisas de Stralka, Jackson e Lewis (1998), os resultados também foram
positivos na reducdo de edema e dor local com a aplicacdo da EEAT, porém, em
pacientes com edema cronico.

O fendmeno de cataforese, citado por Nelson, Hayes e Currier (2003) poderia
justificar o0 mecanismo de reabsorcao observado nos dltimos 30 min de monitoramento
do grupo A nesta pesquisa.

Porém, se o mecanismo de iontoforese acontece mesmo, cCOmo resposta a
EEAT, o resultado esperado na dissipacdo do contraste seria ainda melhor do que o
gue foi obtido na presente pesquisa, ja que o estimulo ocorreu por 1 h.

Neste caso o pH do tecido estimulado estaria alterado, o que vai contra os
achados nas pesquisas de Newton e Karselis (1983), que mencionam nao existir
alteracao durante a aplicacdo da EEAT durante 30 min.

Interessante observar nos experimentos de Thornton, Mendel e Fish (1998) que
somente apO0s o segundo ciclo de estimulacdo elétrica (trés ciclos de 30 min de
estimulacdo para 30 min de repouso) houve resposta significativa na reducdo da
inflamacéo.

Mendel, Wylwgala e Fish (1992), que utilizaram quatro repeticbes de 30 min de
estimulagdo com 30 min de intervalo também perceberam reducdo do quadro
edematoso.

Dolan et al. (2005), realizando 3 h consecutivas de estimulacdo, também

obtiveram resultados de reducdo do edema agudo em 50% comparando-se ao grupo
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controle. Im, Lee e Hoopes (1990) ressaltaram que, para se conseguir os beneficios da
EEAT, deve-se iniciar o tratamento tdo logo quanto possivel.

Ja Dolan et al. (2003) complementaram que a EEAT deveria ser utilizada durante
todo o processo inflamatério agudo.

Em contrapartida, Houghton et al. (2010) ndo conseguiram provar
estatisticamente que o tempo de aplicacédo da EEAT alterou os resultados da pesquisa,
apesar de observarem que houve melhora acentuada naqueles pacientes que
utilizaram a corrente por um periodo maior (8 h por dia).

Mohr, Akers e Landry (1987) também nao conseguiram dados conclusivos no
estudo de ratos com a frequéncia de trés sessdes de 20 min nos tempos 24, 48 e 72 h
pos leséo.

Im, Lee e Hoopes (1990) observaram que nas amostras que receberam o
tratamento com a corrente elétrica uma s6 vez, houve um resultado pior do que aquelas
gue receberam duas vezes, em relacéo a recuperacéo de feridas.

Quando se compara a variagdo no numero de pixels nos intervalos de tempo
dentro de cada grupo, observa-se que o0 comportamento de espalhamento é
significativo no grupo A (p<0,001) em todos os instantes de tempo avaliados. Isto
sugere um crescente aumento da area de espalhamento do contraste, mesmo apés o
cessar da estimulacéo elétrica no ultimo intervalo (Tgo), Ou seja, nos ultimos 30 min.

Poder-se-ia, eventualmente, ter acompanhado por um periodo de tempo maior a
dissipagéo do contraste nos animais do grupo A, para verificar se o resultado positivo
do ultimo intervalo perduraria por mais tempo, indo de encontro a pesquisa de Taylor et
al. (1992). Segundo os autores, o efeito da corrente elétrica perdurou por 4 a 7,5 h,

apos o término da estimulagéo.
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Porém, estudos indicam que apesar do aumento de fluxo de sangue arterial
durante a estimulacdo elétrica, menos de 1 min ap0s a sua interrupcdo, os valores de
fluxo reduziram-se para o nivel de repouso (TRACY, CURRIER e THRELKELD, 1988).

Ja no grupo B, a significancia das variagcbes ocorre em todos 0s momentos
analisados (p<0,001) exceto na comparacao entre os momentos 60 e 90 min, nos quais
ocorreu estabilizacdo do numero de pixels (p= 0,736), ou seja, houve uma
desaceleracao na velocidade de espalhamento nesse intervalo.

Assim, a analise dos resultados dentro de cada grupo, comparando globalmente
0s tempos entre si, indicou um crescimento significativo da area contendo contraste,
exceto no momento final do grupo controle.

Isto fica muito evidente ao se inspecionar o grafico da mediana do numero de
pixels. Nele, a curva do grupo A tem uma taxa de crescimento maior que a do grupo B;
porém, no instante 90 min ocorre a estabilizacdo do grupo B.

Este dado é traduzido pela variacdo percentual que ocorre em To em relacao a
Tgo, ONde a média da variacdo do grupo A fica em 80%, enquanto a do grupo B chega a
42,8%, indicando que o grupo B nédo alcancou a mesma significancia de resultados do
grupo A, nos referidos intervalos de tempo.

Ressalta-se que o comportamento, ao longo do tempo, da substancia radiopaca
injetada no abddémen, particularmente em algumas amostras do grupo A, também
desfavoreceu os resultados.

Apesar da demarcacgao do local mais adequado para a injecdo do contraste, que
foi conseguido no estudo piloto, ndo se pdde controlar a extensdo do seu espalhamento

no tecido.
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Figura 35: Evolucéo temporal do contraste ap6s injecdo nos tempo 0, 30, 60 e 90 min

O mesmo ocorreu de forma ndo programada e, em alguns casos, por estar muito
proximo da lateral do abdémen do rato, sobrepés-se, limitando a observacdo e
demarcacdo dos limites de borda do edema para determinacdo da area, conforme

ilustrado na figura 35(b), (c) e (d).
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Como a técnica de avaliacdo através do aparelho de Raio-X ndo mede o volume
no espaco demarcado, isto pode ter refletido nos resultados da analise de numero de
pixels (baseado na area).

Em relacéo a variavel intensidade dos pixels, ndo houve diferencas significativas
entre os dois grupos analisados. Resultado significativo ocorreu quando se compararam
os intervalos de tempo dentro do mesmo grupo (p<0,001). E interessante observar a
forma sistematica como ocorreu o decréscimo da intensidade no grafico de comparacao
entre as medianas do grupo A, ressaltando os ultimos 30 min (Tgo), onde ndo havia
mais o estimulo da corrente elétrica.

Quando se comparou a propor¢cdo de reducdo da area de pixels claros em
relacdo a area total, para verificar a reabsor¢cdo do conteudo de contraste, ndo houve
diferenca estatisticamente significante nesta variavel, entre os grupos A e B (To, p=0,32;
T30, p=0,07; Teo, p=0,39; Tgo, p=0,68).

Entretanto, ao comparar-se a reabsorcao dos pixels claros dentro de cada grupo
ao longo do tempo, em relacdo a éarea total do contraste, observou-se diferenca
estatistica entre os tempos To e Tgo (Grupo A, p<0,0; grupo B, p<0,0).

Durante o desenvolvimento dessa pesquisa foi observada a oscilacdo de tensao
no aparelho de eletroestimulacédo. De fato, o fenbmeno de iontoforese, poderia alterar a
impedancia no tecido do rato (LOW e REED, 2001) e, assim, justificar essa
intercorréncia.

Porém, em testes posteriores realizados com o aparelho, monitorou-se a tensao
de saida utilizando os mesmos parametros que na pesquisa.

Durante 1 h, com o auxilio do osciloscépio, mediram-se 0s picos de tensédo da

corrente elétrica e observaram-se variacdes crescentes em todas as medi¢cdes que
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ocorreram em intervalos de 10 min. Portanto, nao foi pela alteragdo da impedéancia do
tecido do rato, reabsorvendo o liquido radiopaco, que a tenséo de saida oscilou.

De acordo com o quadro 9, a variacdo percentual da alteracao de intensidade de
pixels ndo atingiu significAncia estatistica (p=0,897).

Segundo Reed (1998), Mendel, Wylwgala e Fish (1992), Taylor et al. (1992),
Taylor et al. (1997), Karnes et al. (1995), a corrente elétrica teria melhores resultados no
controle da formacédo do edema, por meio da contracdo dos poros da membrana do
vaso, do que na reducdo do mesmo, ja que Taylor et al. (1997) sugere ndo existirem
evidéncias concretas da acdo da estimulacdo elétrica de alta tensdo nos vasos
linfaticos.

Se h& consisténcia nos achados de Reed (1998) e Thornton, Mendel e Fish
(1998) quanto a reducéao na permeabilidade da membrana vascular com a EEAT, isto
pode, em algum momento, ter tornado a reabsor¢cdo do contraste utilizado nesta
pesquisa mais lenta. Como ndo houve evento inflamatério e nem extravasamento de
proteinas, a vasoconstricdo provocada pela corrente elétrica, ao ser aplicada no local
do contraste, pode ter retardado o processo de reabsorcdo do mesmo.

Ibey et al. (2010) sugere que a exposicdo ao campo elétrico gera reducdo da
eletroporacdo nas células da membrana vascular, ou seja, torna a permeabilidade das
células endoteliais menor.

Palanker et al. (2008) também afirmaram que a corrente pulsada pode gerar uma
vasoconstricdo temporaria no tecido.

Isto vai de encontro aos achados desta pesquisa, pois durante o intervalo de

tempo 60-90 min, apés a cessacdo do estimulo da corrente elétrica, aconteceram
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resultados mais expressivos na reabsor¢cdo do contraste pelo grupo A, levando-se a
supor que o término do estimulo elétrico tenha propiciado uma dissipacdo mais efetiva.

Como pode ser percebido, comparando-se o momento final do Grupo A com o
Grupo B, ha significancia no resultado da varidvel nimero de pixels (p= 0,05), indicando
que, ainda assim, o estimulo elétrico traz vantagens.

Garcia, Guirro e Montebello (2007) também observaram melhora do quadro de
reabsorcédo de linfedema com o uso da estimulacdo elétrica, provavelmente, segundo
0s autores, isto pode ter ocorrido, por um efeito bombeador no fluxo linfatico.

A metodologia utilizada nesta pesquisa para provocar o edema foi diferente dos
métodos empregados por outros pesquisadores consistindo em uma injecdo de
contraste que mimetizou um edema com volume conhecido, quando a maioria dos
autores que trabalharam com o mesmo desenho de pesquisa que esta utilizaram o
trauma mecanico (MENDEL, WYLWGALA E FISH, 1992, TAYLOR et al., 1992, MOHR,
AKERS e LANDRY, 1987, BETTANY et al., 1990, DOLAN et al., 2003, DOLAN et al.,
2005) ou ainda, o uso de injecbes de histamina provocando o0 extravasamento
inflamatério ( REED, 1998, TAYLOR et al., 1997, KARNES et al., 1995).

Este protocolo experimental para simular o edema, porém, pode ter limitado a
comparacao de resultados com os demais estudos e dificultado a justificativa da
absorcao do contraste.

Ao reproduzir o edema através da injecdo de substancia radiopaca, nao se levou
em conta as etapas ao longo da inflamacgao que pudessem, de alguma forma, auxiliar a
corrente elétrica na sua captacdo de liquidos para reabsor¢do como, por exemplo, a
presenca mais acentuada da proteina albumina durante o evento inflamatério (COOK et

al., 1992, NELSON, HAYES e CURRIER, 2003).
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Se a curva do grafico do numero de pixels continuasse a subir, hipoteticamente,
apos ajustes na pesquisa, poder-se-ia propor uma Unica sessdo diaria de tratamento
para obter resultados benéficos na reducdo do edema, de acordo com o desenho
experimental de Dolan et al. (2003), Taylor et al. (1992) e Walker, Currier e Threlkeld
(1988). Isso porque o tempo prolongado de tratamento clinico torna-o inviavel, segundo
Taylor et al. (1992).

Entretanto, a proposta de tratamento de Stralka, Jackson e Lewis (1998) prevé o
tempo de 30 min diarios de aplicacdo da EEAT por, em média, 35 dias, com resultados
positivos na reducédo do edema.

O aquecimento prévio (32° C) do local a ser estimulado, como fizeram Lawson e
Petrofsky (2007), poderia ter resultado em efeitos de aumento no fluxo sanguineo local
(mesmo apos o término do estimulo elétrico), potencializando os beneficios da
estimulacéo elétrica e aumentando as possibilidades do edema ser reabsorvido mais
rapidamente em virtude do incremento circulatorio. Poderia inclusive haver, pelo
aumento da circulacdo local, uma reducdo da impedancia (Starkey, 2001, Lawson e
Petrofsky, 2007, Petrofsky et al., 2008) e, assim, melhorar o aproveitamento dos
beneficios da EEAT na resolucéo do edema.

Entretanto, Petrofsky et al. (2008) e Nelson, Hayes e Currier (2003), em seus
achados, ressaltaram que a propria estimulacdo elétrica de alta tensdo tem
propriedades de melhorar o fluxo sanguineo local em feridas, porém, cronicas.

Neste caso, volta-se a questao de que nesta pesquisa nao existiu um ferimento,
ou seja, ndo houve reducao de circulacdo local pela presenca de células inflamatorias
como no caso de uma ferida traumatica, ou ainda, reducdo de oxigénio por conta da

ferida crénica (Gagnier et al., 1988).
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A EEAT aumentaria o fluxo sanguineo; porém, com o objetivo de reestabelecer o
fluxo normal do local a partir de um decréscimo circulatério causado pelo ambiente
inflamado (aguda ou cronicamente), de acordo com Balogun et al., 1996.

A variavel qualitativa de observacdo do rim quando se compararam o0s dois
grupos entre si ndo mostrou diferencgas significativas. Na comparacéao dentro do grupo
A, observou-se que entre o instante To e Tg, Sete das dez amostras analisadas
passaram a apresentar a imagem do calice renal, ap0s o tratamento. Portanto, na
analise interna deste grupo obteve-se relevancia nos resultados (p<0,008). Supde-se
gue este resultado traduza o deslocamento do contraste em seu trajeto de reabsorcao
para o rim na trajetoria de excrecao dos fluidos marcadores.

Nos casos apresentados no grupo B, quando comparados Ty e Tgp, Cinco dos
oito ratos passaram a apresentar a imagem renal gerando uma diferenca estatistica
significativa (p<0,031).

Este resultado é consistente com a anélise do segundo avaliador em relacdo a
nao relevancia na diferenca entre o grupo A e o grupo B (Tgo, p<0,173).

Quando se comparou 0 grupo A entre si, To para Tgo, Observou-se que em 90%
dos casos, o0 rim passa a ser visualizado ap6s a aplicagdo do estimulo elétrico
(p<0,005).

Ja no grupo B, 50% das amostras que ndo eram visualizadas em relacdo ao rim
no Ty, passaram a ser depois de 90 min, indicando uma diferenca significativa entre o
inicio e fim de periodo de observacéo (p<0,012).

Apesar de Nacif et al. (2004) ressaltarem a utilidade do uso do exame de Raio-X
contrastado para diagnostico renal e que, segundo Masereeuw e Russel (2010), a

filtracAo glomerular € um eficiente mecanismo de limpeza de drogas no sangue, essa
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técnica de visualizacdo dos rins foi um achado além dos objetivos da pesquisa
proposta. Isto pode ter ocorrido, segundo Garcia e Guirro (2005) pelo efeito da EEAT no
incremento da captacéo de substancias pelos vasos linfaticos.

De fato, Cook et al. (1994) mencionam o desenvolvimento de anastomoses
linfaticas colaterais quando utiliza a EEAT. Garcia, Guirro e Montebello (2007),
aplicando a EEAT, também obtiveram melhora em linfedema, sugerindo que a corrente
elétrica atua na reabsorgao linfatica. Neste caso dever-se-ia ter observado diferenca
estatistica entre os grupos A e B. Entretanto, Griffin et al. (1990), mesmo utilizando a
EEAT com contracdo muscular, o que auxiliaria no bombeamento do edema de forma
mecanica, nao obtiveram resultados significativos.

Segundo Reed (1998), os mecanismos de reducdo do extravasamento de
liquidos durante a formacdo do edema, foram conseguidos utilizando-se limiares de
tensdo acima de 30 V, o que sugere existir um limiar minimo de amplitude da corrente.

A média da tenséo utilizada para estimulacéo elétrica no grupo A foi de 18,98 V
(Dp= 5,41), e a média de peso dos ratos foi de 315 g, inconsistente com a média de
tensdo encontrada nos trabalhos de Taylor et al. (1997), que aplicaram uma média de
tensdo de 37 V para média de peso dos ratos de 150 g.

Karnes et al. (1995) e Reed (1988) também obtiveram medidas maiores de
tensado (28 a 29 V) comparadas ao presente trabalho. Neste caso, utilizar o termo “alta
tensdao” para descrever esse padrao estimulatério seria um erro; porém, os outros
parametros testados no ensaio de calibracdo do aparelho (duracdo de pulso de até
200us, forma de onda com picos duplos e frequéncia de 120 Hz) condizem com a
caracterizacdo da corrente monofasica pulsada de alta tensdo (high voltage pulsed

current) como definida por Robinson e Mackler (2007).
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A diferenca de valores dos parametros de corrente aplicados foram a duracgéo de
cada pulso que, durante um dos ensaios de calibracdo, foi mensurado no valor de 12,8
ps (ja pré-modulado no aparelho), sendo que o valor de pulso da EEAT, segundo 0s
autores, varia de 5 a 8ps.

Entretanto, nos trabalhos com os valores entre 5 e 8us (HOLCOMB, RUBLEY E
GIROUARD, 2008, MENDEL, WYLWGALA e FISH, 1992, TAYLOR et al., 1992, MOHR,
AKERS e LANDRY, 1987, BETTANY et al., 1990, DOLAN et al., 2003, DOLAN et al.,
2005, REED, 1998, TAYLOR et al., 1997, KARNES et al.,, 1995, COOK et al, 1992,
NELSON, HAYES e CURRIER, 2003), foi utilizado um aparelho americano (fabricante
Chataanooga Group) que difere dos parametros pré-estabelecidos do fabricante
nacional do aparelho que foi utilizado nesta pesquisa (Ibramed Ltda).

Nos trabalhos de Rodrigues-Bigaton et al. (2009) e Santos, Nascimento e
Andrade (2009), que utilizaram o aparelho do mesmo fabricante que no presente
trabalho, os valores de tempo de pulso foram, em média, 20us, ja pré-estabelecidos
pelo fabricante.

Além disso, segundo Walker, Currier e Threlkeld (1998), o uso de diferentes
tensdes ndo provoca alteracdo significativa no fluxo sangtineo local e, portanto, no
edema. Ainda assim, os autores ressaltam que o curto periodo de duracdo do pulso
atribuido a corrente elétrica de alta tenséo (75 us) precisa contar com elevadas tensdes
para produzir altera¢des na circulacéo periférica dos animais.

Mendel, Wylwgala e Fish (1992) também apontam que os resultados de suas
pesquisas seriam melhores se o pico de estimulo da corrente ndo fosse tao breve
podendo néo ter sido suficiente para estimular a mobilizacdo de proteinas e fluido;

nesta pesquisa; de solucao radiopaca.
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A metodologia para coleta dos dados da pesquisa foi realizada por meio de
radiografia contrastada, ndo obedecendo aos métodos convencionais de avaliacdo de
edema como a volumetria ou deslocador de agua (BETTANY et al., 1990, FISH,
MENDEL e SCHULTZ, 1991, MENDEL, WYLWGALA e FISH, 1992, GEBRUERS et al.,
2007, BRIJKER et al., 2000, DOLAN et al., 2005, OLIVEIRA et al., 2006) ou outros
(TEWARI et al., 2008).

Quanto ao uso da polaridade ativa no local do edema, autores como Kloth
(1988), Feedar (1988) e Houghton et al. (2010) obtiveram resultados positivos quando
alternaram os polos positivo e negativo no eletrodo ativo, em seus experimentos.

Seguindo o estudo de Brown e Gogia (1987) que usaram a polaridade negativa
como polo ativo, justificaram este fato pela apresentacéo de sinal negativo do leito da
lesdo (“potencial de pele”), nos primeiros 3 a 4 dias; portanto, responsiva ao uso do
catodo.

Walker, Currier e Threlkeld (1988) pesquisaram o0 uso da estimulacdo catddica
no incremento do fluxo sanguineo muscular e ndo obtiveram efeitos benéficos.

Dolan et al. (2005) utilizaram o catodo como pélo ativo e obtiveram 50% de
reducdo do edema em relacdo ao grupo controle. Sugeriram que o mecanismo pelo
gual ocorre essa reducdo € a alteracdo da permeabilidade da membrana dos
microvasos.

Mendel e Fish (1993), Dolan et al. (2003), Dolan et al. (2005), Dolan et al.
(2009), Taylor et al. (1992), Taylor et al. (1997), Man, Morrissey e Cywinski (2007),
Butterfield et al. (1997), Bettany et al. (1990) Bettany, Fish e Mendel (1990) Thornton,

Mendel e Fish (1998) e Franek, Polak e Kucharzewski (2000) afirmaram existir
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diferenca na utilizacdo do catodo como polo ativo e, que o efeito de carreamento de
ions através da corrente influencia nos resultados.

Fish, Mendel e Schultz (1991) ressaltam os efeitos polares da EEAT pois os
resultados com o uso do anodo como polo ativo foram categéricos e negativos na
reducdo do edema. Entretanto, apesar de observarem que o efeito sob o pélo da
corrente existiu, segundo os pesquisadores, isto seria tdo pequeno que seria dificil
monitoriza-los, em virtude do ciclo da corrente ser téo reduzido.

Outro fato que se pode considerar, segundo Thornton, Mendel e Fish (1998) foi a
resposta tao diferenciada que os ratos de espécies distintas apresentaram na presenca
da EEAT. As espécies Brown Norway e Zucker-Lean responderam ao tratamento,
porém, esta Ultima, somente apds o segundo ciclo de estimulagcéo (30 min de EEAT, 30
min de repouso). Ja nos ratos da espécie Sprague-Dawley, muito parecidos com 0s
ratos da espécie Wistar, estudados nesta pesquisa, ndo responderam bem ao
tratamento de reducdo do edema. Thornton, Mendel e Fish (1998) sugerem que este
rato provavelmente tenha um mecanismo fisiologico diferente dos demais e que podem
haver diferencas morfolégicas e bioquimicas na resposta das células endoteliais das

diferentes espécies de ratos usados nos experimentos em geral.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho, a hipétese de que haveria diferenca de reabsor¢cdo do edema
entre o grupo A e o0 grupo B sob efeito da estimulacdo elétrica foi rejeitada nos
intervalos Ty, T30 € Teo. Ha bons indicativos de que a EEAT exerce influéncia positiva na
melhora do edema, entretanto ndo resultou em significancia estatistica.

Observou-se que a quantidade de contraste utilizada (0,9 ml) foi excessiva para
0 proposito deste estudo. Esta quantidade de substancia ndo foi completamente
reabsorvida pelos tecidos do rato durante o tempo proposto no experimento, 0 que
limitou as conclusoes.

A metodologia de utilizacdo do Raio-X constituiu uma ferramenta eficaz na
observacdo e analise do comportamento do contraste que simulou um edema.
Observou-se a quantidade de contraste reabsorvido em cada um dos tempos dos dois
grupos, teste e controle, e na comparacao dos tempos To, T30 € Teo €ntre 0S grupos,
nao houve diferenca estatisticamente significante na reducao do edema.

Entretanto, quando comparados o0s dois grupos em Tg, a diferenca entre eles foi
significativa.

Concluiu-se que no periodo de 90 min de tratamento com a estimulacéo elétrica
de alta tensdo, houve tendéncia a reducdo do edema simulado no abdémen dos ratos
do grupo teste quando comparado ao grupo controle; porém, somente nos ultimos 30
min de observacéao.

Na literatura ndo existe um consenso sobre os melhores parametros da

estimulacdo elétrica para aplicacdo em edema agudo; porém, os parametros utilizados
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nesta pesquisa foram efetivos para promover a reducao do edema nos 30 min finais do
tratamento.

Observou-se nesta pesquisa que ao menos a EEAT néo retardou o processo de
reabsorgcédo no edema, comaparado ao grupo que nao recebeu estimulagéo.

Os resultados inéditos deste estudo podem ter ocorrido pela diferente

metodologia aplicada em relacdo aos demais trabalhos.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Futuras pesquisas devem ser realizadas com objetivo de verificar o mecanismo
de atuacdo da EEAT.

Os comportamentos tdo diferentes das células em relacdo a EEAT devem ser
melhor estudados, com base em uma observacao bioquimica e morfolégica de células
gue respondam positiva ou negativamente ao estimulo elétrico.

Como no presente estudo a hipdétese seria de reabsor¢cdo mais rapida do
contraste no grupo sob efeito da estimulacéo elétrica, e a estimulacdo de alta tenséo
prevé a constricdo vascular, como citado, poderia ser o caso de, futuramente,
incrementar o fluxo sanguineo local por meio do aumento e monitoracdo da
temperatura ambiente, em favor da dissipacdo mais rapida.

Assim, para trabalhos futuros, sugere-se:

(1) reducado da quantidade de contraste no abdémen do rato, ou a escolha de uma
amostra com maior superficie para estudo, possibilitando o acompanhamento da
reabsorcao total do edema;

(2) ndmero maior de amostras para efeitos de: (a) visualizacdo do rim e (b)
significancia estatistica, jA& que o efeito da EEAT no sistema linfatico e
consequente excrec¢ao ja esta documentado em outros estudos;

(3) monitoramento do tempo de estimulagéo elétrica para a obtencdo de dados como
a densidade da corrente e impedéancia oferecida pelo tecido ao longo do tempo, o

gue poderia justificar as diferencas no resultado das amostras;
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(4) Estudos com a utilizacéo da estimulacdo anddica versus catodica, em comparacao
entre trés grupos, teste 1, teste 2 e controle, para obtencdo de informagdes mais
precisas sobre a corrente elétrica e avaliacdo dos efeitos especificos de cada
grupo;

(5) Um numero maior de aplicacbes da estimulacao elétrica intercalada com periodos
de repouso, para verificar se, ao longo desses periodos, resultados significativos
ocorrerdo na comparacao dos grupos, em virtude da aplicacdo sequencial da
corrente elétrica.

Apesar da reducdo do edema com a aplicacdo da EEAT nao ter atingido
significancia estatistica nos primeiros intervalos de mensuracdo, o0s resultados

alcancados justificam a continuidade de trabalhos com este mesmo conceito.
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9. ANEXO

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA

_ NUCLEO DE BIOETICA
COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

PARECER DE PROTOCOLO DE PESQUISA

Registro do projeto no CEUA: 454
Data do parecer: 06/07/2009
Titulo do Projeto:

Modelagem do tratamento de edema agudo de ratos aplicando estimulagao
elétrica

Pesquisador responsavel:
Leticia Bermidez Gomes Alves

Equipe da pesquisa:

Percy Nohama

Instituicdo:

PUCPR

Categoria do Experimento — C

Espécie de Animal Sexo Idade ou peso Quantidade
Rattus norvegicus Macho 3 meses, aprox. 20
300/350g

O colegiado do CEUA em reuni&o no dia 02/07/2009, avaliou o projeto e
emite o seguinte parecer: APROVADO.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser
apresentadas ao CEUA-PUCPR de forma clara e sucinta, identificando a parte
do protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituices, cabe
ao pesquisador n&o inicié-la antes de receber a autorizagao formal para a sua
realizag&o. O documento que autoriza o inicio da pesquisa deve ser carir

pesquisador responsavel, podendo ser requerido por este CEUA er7|

q
=&

tempo.; ,3,4 : | \%
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Lembramos ao senhor pesquisador que é obrigatério encaminhar o
relatério anual parcial e relatério final da pesquisa a este CEUA.

Curitiba, 06 de junho de 2009.

Atenciosamente

Profa. Grat tgfda’?MariaQAlme a
Coordenadora do CEUA
PUC PR
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