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Ferreira CL. Efeito da estimulacdo elétrica no processo de reparacdo de tecido
mole no palato: estudo em camundongos [tese]. Sdo José dos Campos (SP):
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia;
2020.

RESUMO

A estimulacdo elétrica (EE) tem sido usada no tratamento de lesdes cronicas
apresentando resultados favoraveis no fechamento da lesdo cutanea entre outras
aplicagdes clinicas. No entanto, a literatura carece de estudos avaliando se 0s
efeitos da EE no fechamento da lesdo oral. Diante disso, torna-se relevante
investigar os efeitos da EE durante o processo de reparo da lesdo oral em
camundongos (Swiss). Métodos: Noventa animais foram divididos em grupos:
Controle (C; n=45) que receberam a aplicacdo da EE com o aparelho desligado e
Teste (EE; n=45) que receberam a EE (100 pA; 9 kHz; 660 mVpp; 1x/dia por 3
dias). Uma leséo de espessura total foi realizada com punch de biopsia de 1,5
mm de diametro. Os animais foram eutanasiados no 1°, 3° e 5° dia apods a
confeccdo da lesdo. As amostras foram fixadas em paraformaldeido 4%,
descalcificadas em 4&cido formico 20% e emblocadas em parafina. Os
parametros avaliados foram: fechamento clinico da lesdo; distancia de reparacéo
epitelial (DRE) e conjuntiva (DRC), concentragéo de citocinas IL-1, IL-6, IL-8,
IL-10, TNF-a e VEGF; porcentagem de fibras coladgenas e quantificacdo das
proteinas de sinalizacdo Smad2. Resultados: A area de fechamento clinico foi
reduzida no grupo EE no 5° dia de avaliacdo (p=0,01). As DRE e DRC do grupo
EE apresentaram menor distancia em todos os tempos avaliados (p<0,05) com
reduzida concentracdo de IL-6, TNF-a, IL-10 e VEGF (p<0,05). N&o houve
diferenca na porcentagem de fibras colagenas e na phospho-Smad2. Concluséo:
A EE teve efeito positivo nos parametros clinicos e histologicos com modulagéo
da resposta inflamatoria no inicio do processo de reparo da lesdo.

Palavras-chave:  Estimulacdo elétrica. Mucosa bucal. Cicatrizacéo.
Reepitelizacdo. Ferida cirurgica.



Ferreira CL. Effect of electrical stimulation on soft tissue repair process at the
palate: a study in mice [doctorate thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Séo
Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2020.

ABSTRACT

Background: Since Electrical Stimulation (ES) has used for chronic wounds
treatment and other clinical applications showing favorable results in wound
closure, it was hypothesized whether it could bring good results in oral wound
closure. The aim was to investigate the ES effects during the oral wound healing
process in mice (Swiss). Methods: Ninety animals were divided in groups:
Control (C; n=45) which received a fictitious ES application, i.e. the ES
applicance was shutted off and ES (ES; n=45) which received ES (100 pA; 9
kHz; 660 mVpp) once time a day for 3 days consecutively. A full thickness
wound was done using a 1.5 mm diameter biopsy punch in the hard palate. The
animals were euthanized on 1%, 3" and 5" day post-wounding. The samples
were fixed, decalcified and embedded in paraffin. The parameters evaluated
were: clinical wound closure; distance of epithelial and connective wound edges
(EWD and CWD); cytokines (IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10), TNF-a and VEGF by
multiplex, percentage of collagen fibers and Smad proteins. Results: Clinical
wound closure area was reduced on day 5 in ES group (p = 0.01). Both EWD
and CWD distance were shorter in all times (p < 0.05) with a reduction of
inflammatory cytokines production (p < 0.05). There were no difference in
collagen percentage and phospho-Smad2. Conclusion: ES had a positive effect
on clinical and histomorphometric wound closure outcomes showing a
modulation of inflammatory response in the beginning of wound healing.

Keywords: Electric Stimulation. Mouth mucosa. Wound healing. Re-
Epithelialization. Surgical Wound.



1 INTRODUCAO

Na medicina, a estimulacdo elétrica tem sido usada no tratamento de
lesbes cronicas de diversas origens (Kloth, 2005; Martinez-Rodrigues et al.,
2013; Thakral et al., 2013); Glceras de pressao (Barnes et al., 2014), como uma
modalidade de terapia no tratamento do cancer (Mun et al., 2018) e entre outras
aplicacbes. A estimulacdo elétrica € uma energia biofisica ndo-farmacologica,
que contribui para 0 aumento da taxa de reparo cutaneo, prevenindo a isquemia
e a formacdo de tecido necrotico (Torkaman, 2014). Na odontologia, seus efeitos
tém sido investigados em defeitos 0sseos (Kaynak et al., 2005), na periodontite
(Tomofuji et al., 2013; Pubar et al., 2011) e na movimentagdo ortodontica
(Spadari et al., 2017).

Sabe-se que a epiderme exibe uma “bateria” natural enddgena que gera
corrente elétrica quando esté lesada e que a aplicacdo do estimulo elétrico pode
mimetizar a corrente no local, iniciando ou acelerando o processo de reparo
(McCaig et al., 2005; Zhao et al., 2006; Hunckler, de Mel, 2017). A corrente
elétrica quando aplicada na ordem de microampére (HA), também pode ser
denominada por microcorrente, bioestimulacdo ou bioeletricidade, sendo indolor
nas variacdes de 1 a 600 pA, de facil uso e bom custo-beneficio (Puhar et al.,
2011; Hunckler, de Mel, 2017). Sua acdo no tecido lesionado ativa genes
essenciais para o reparo, direcionando a migracdo celular através de receptores
de fator de crescimento epidérmico (EGFR), integrinas, e controlando a
eletrotaxia/galvanotaxia por fosfatidilnositol-3-OH quinase gama [PI(3)Ky] e
homologo da tensina (PTEN) (Huttenlocher, Horwitz, 2007; Zhao et al., 2010).

A estimulacdo dos receptores do fator de crescimento transformante-beta
(TGF-B) ativam as proteinas citoplasmaticas Smad’s que sdo translocadas para o

nucleo celular regulando a expressdo de genes alvos (Heldin et al., 1997;
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Massagué, 2000), tendo a via de sinalizacdo TGF-b/Smad importante funcédo
durante o processo de reparo (O’Kane, Ferguson, 1997; Yoneda et al., 2013;).
Estudos prévios apontaram que as Smad’s podem atuar como reguladoras de
proliferacao e/ou inibicédo epitelial (Tomikawa et al., 2012; Yoneda et al., 2013,
Shimoe et al., 2014). Quando fosforiladas, incorporam-se aos complexos
transcricionais podendo ativar ou suprimir genes alvos (Derynck et al., 1998;
Massagué, Wotton, 2000;). A Smad2 e a Smad3 atuam sob o controle da via
TGF-B/Activina/nodal, sofrendo constante deslocamento nucleocitoplasméatico
para a formacao de diferentes complexos proteicos nucleares. (Kang et al., 2003;
Inman et al., 2002; Heldin et al., 1997; Massagué, 2000).

Naturalmente, a regulacdo das fases do reparo compreende uma
variedade de fatores de crescimento, citocinas e hormonios (Singer, Clark, 1999;
Werner, Grose, 2003). Sendo um processo dindmico envolvendo a coagulagéo,
inflamacéo, proliferacdo celular, deposicdo de matriz extracelular e remodelacéo
tecidual (Martin, 1997; Singer, Clark, 1999) resultando na restauracdo da
continuidade, da funcionalidade e aparéncia do tecido. A lesdo aguda tem seu
curso de reparo seguindo uma ordem dada pela sequéncia de eventos bioldgicos
que ocorre no tecido assim como pelo tempo de restauracdo desta. Este tempo é
relativo, pois € determinado pela natureza e grau do processo patolégico, do
status do hospedeiro e do ambiente (Lazarus et al., 1994). A reepitelizacao da
lesdo, cujo objetivo é criar uma barreira de protecédo ao tecido desnudo, depende
da migracéo e proliferacdo de queratinocitos, que ocorre dentro de poucas horas
apos a lesdo tecidual (Clark, 1986; Velnar et al., 2009). Inicialmente, uma Unica
camada de celulas epiteliais da margem da lesdo migra através da matriz
provisoria rica em fibrina, fibronectina e colageno tipo 1V, até se encontrarem,
seguido pela estratificacdo do epitelio e a restauracdo da membrana basal.
(Velnar et al., 2009; Li et al., 2007).

Visto que existe a presenca inata da corrente elétrica no local lesionado,
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a estimulacdo elétrica atua nas varias fases do reparo, através da sintese de
proteinas, e na migracdo celular de neutrdfilos, macrofagos, linfocitos,
fibroblastos e queratindcitos, mostrando-se eficaz no fechamento da lesdo nos
estudos em animais (Cheing et al., 2014; Demir et al., 2004; Kloth, 2005; Reger
et al., 1999) e clinicos (Martinez-Rodrigues et al., 2013; Barnes et al., 2014).

As lesbes orais possuem rapida evolucdo e formacao reduzida de cicatriz
comparada com lesdes cutaneas (Szpaderska et al., 2003), provavelmente devido
a presenca da saliva que contém citocinas, fatores de crescimento e inibidores de
proteases (Zelles et al., 1995) e pela diferenca na resposta genética da mucosa
oral ao ferimento (Chen et al., 2010). Apesar dessa caracteristica da mucosa
oral, a investigacdo da estimulacédo elétrica é relevante pois pode influenciar
positivamente a qualidade do reparo, melhorando os resultados clinicos nos
procedimentos de cirurgia plastica periodontal, em que a estética € um fator
primordial e a remocéo de enxerto se faz necessario (Chambrone, Tatakis, 2015;
Kim, Neiva, 2015; Santamaria et al., 2017)

Como visto, a literatura apresenta diversos beneficios do uso da
estimulacao elétrica no processo de reparo de lesdes cutaneas, no entanto, ndo ha
referéncias até o momento sobre seus efeitos no reparo da mucosa oral, em
especial, em lesbes do palato duro, que é revestido por mucosa mastigatoria.
Assim, o objetivo foi investigar se a EE atuaria positivamente no reparo inicial

da mucosa oral através da variavel primaria, fechamento da les&o.
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6 CONCLUSAO

A estimulacéo elétrica, dentro do protocolo proposto, apresentou efeito
significativo no fechamento da lesdo, modulando a resposta inflamatdria e

apresentando menor area de lesdo clinica.
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ANEXO — Certificado da Comisséo de Etica no Uso de Animais

;'?37 U@NEHSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nes *JULIO DE MESQUITA FILHO"
Campus de Sao Jose dos Campos
Instituto de Ciéncia e Tecnoicgia
CERTIFICADO

CEUA - Comiss3o de Etica no
Uso de Animais

CERTIFICAMOS, que o prolocolo regisirado sob ¢ n® 022017,
intitulado:- "Efeito da estimulagéo elétrica no processo de reparagio de tecido mole no
palato: Estudo histolégico em camundongos " sob & responsabilidade de MARIA APARECIDA
NEVES JARDINI , tendo como colaboradora Camila Lopes Ferraira, e que envolve a utilizagio
de animais pertencentes ao filo Chordata subfilo Vertebrata (exceto humancs), para fins de
pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11,784, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n® 6.8939 de 15 de julho de 2009 e com ss Normas editadas pelo Conselho
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UNESP), em reuniao de 07/04/2017,

o (  )Ensino ( X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorirzagio 03/07/2017 a 21/12/12018
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Pesolldade 20a40grs
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