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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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2 PROPOSICAO

Este estudo avaliou os efeitos da estimulacdo elétrica no processo de
reparo tecidual em lesdes cirurgicas abertas no palato duro, nos seguintes

parametros:

a) avaliacdo clinica da lesdo, por anélise fotografica;

b) fechamento da lesdo, por histomorfometria;

c) densidade das fibras colagenas, por microscopia de polarizacao;

d) avaliagdo da concentracgéo fatores de crescimento (TNF-o ¢ VEGF) e
citocinas (IL-1pB; IL-6 e IL-10);

e) avaliacdo das proteinas Smad’s, por imunofluorescéncia.

16



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostra

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais

(CEUA — ICT- Campus de Séo José dos Campos — UNESP) - protocolo n’
02/2017 e segue as diretrizes do ARRIVE Guidelines (Kilkenny et al., 2010;
Kilkenny et al., 2011). O modelo experimental foi composto por camundongos
(Mus musculus, Swiss) machos adultos, com idade entre 16 a 18 semanas. Os
animais foram mantidos no biotério da propria faculdade, em gaiolas plasticas
em rack ventilado, na proporcdo de cinco animais por gaiola. Estas foram
forradas com raspa de madeira seca (maravalha de pinus) substituida em dias
alternados, proporcionando as condi¢6es de higiene necessarias ao bem-estar e a
saude dos animais. Os animais receberam suprimento constante de agua potavel

e foram alimentados com dieta padréo, fornecida a vontade.

3.1.1 Tamanho da amostra

O tamanho da amostra foi definido considerando-se poder de 80% ¢ a de
0,05 para se achar uma diferenca de 40um entre 0s grupos para o parametro de
fechamento da lesdo. Para tal, 10 animais seriam necessarios para cada
subgrupo, de acordo com estudos prévios (Tomikawa et al., 2012 e Keswani et
al., 2013).
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3.1.2 Distribuicdo da amostra

Foram utilizados 90 camundongos, divididos em:

a) Controle (C; n=45): animais que receberam a aplicacdo do EE com o
gerador de corrente desligado;

b) Estimulo Elétrico (EE; n=45): animais que receberam a aplicacdo do
EE

3.2 Confeccao da lesédo no palato

Para a realizacdo da lesdo no palato (Figura 1), os animais foram
anestesiados com a associacdo do anestesico cloridrato de quetamina (90-150
mg/kg; IP), (Dopalen, da marca Vetbrands, Jacarei, Brasil) e relaxante muscular
cloridrato de xilazina (7.5-16 mg/kg; IP), (Anasedan, da marca Vetbrands,
Jacarei, Brasil). Em seguida, uma leséo de espessura total foi confeccionada por
meio de um punch de bidpsia de 1,5 mm (Integra Miltex) no centro do palato

duro entre os molares superiores (Tomikawa et al., 2012).



Figura 1 - Confeccéo da lesédo no palato

Legenda: Imagem fotografica do palato (A), confeccdo da lesdo com punch cirtrgico (B) e
imediatamente apds a eutanasia (C).
Fonte: Elaborada pelo autor.

3.3 Estimulacdo elétrica

Um gerador de corrente elétrica e um condutor foi montado para a
aplicacdo da estimulacdo elétrica (Figura 2). A escolha dos parametros da
corrente elétrica foi adaptada de Tomofuji et al. (2013), tendo-se: corrente
elétrica de 100pA, com frequéncia 9 kHz e 660 mVpp, com aplicacdo de 30
segundos. Dois eletrodos foram posicionados anterior e posteriormente as
bordas da lesdo para a aplicacdo do estimulo elétrico. A corrente elétrica foi
otimizada visualmente por meio de um osciloscépio. Os animais do grupo C

passaram pelo mesmo procedimento, no entanto, o aparelho estava desligado.
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Figura 2 - Equipamento de estimulacéo elétrica

Legenda: Gerador de corrente elétrica com os eletrodos (A), posicionamento dos eletrodos durante a

aplicacdo da EE (B) e osciloscopio (C).
Fonte: Elaborada pelo autor.

3.4 Periodo experimental

Os grupos C e EE receberam seus respectivos tratamentos logo apos a

confeccdo da lesdo, no 1° e 2° dia pds lesdo, uma vez ao dia e no mesmo horario

(Figura 3).

Figura 3 - Fluxo do experimento em dias e eventos

12 Aplicagéo do EE 22 Aplicagéo do EE 3?2 Aplicagdo do EE

0 } ? dias ?
[ | |
Eutanasia Eutanasia

Eutanasia

Confecgao da Lesdo

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.5 Avaliacao fotografica da lesdo

Imagens fotograficas das lesbes foram obtidas no 1° 3° e 5° dia,
imediatamente ap0s a eutanasia. Para a obtencdo das imagens (Hammad et al.,
2011), cada espécime foi fotografado com uma régua de 1x1 mm, servindo
como escala de referéncia. A area de superficie de cada lesdo foi avaliada por
meio do programa computacional de dominio publico ImageJ 1.49v. Apos a
calibracdo no programa, a area da lesdo foi delimitada pelas bordas com a
ferramenta “Polygon Selections” e obtido valor da area de cada amostra (Figura
4).

Figura 4 - Delimitacdo da area da leséo

4 IMG_S913JPG (G) (16.7%) - 0o X
41.14x27 43 mm (5184x3456): RGB; 68M8

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
Olof& 0|~ 4| Ala| @O oxfs«| 40|~
x=22.76, y=15.38, value=153,134,138 (#99868a)

BN Fie Edt Font Resuts
[ [Aea [Mean [min [Max |
1 3341 123645 82 222

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.6 Preparo e processamento dos espécimes

Apos a conclusdo do periodo experimental, foi realizada a eutanésia dos



animais. As amostras foram armazenadas em solucdo de paraformaldeido a 4%
tamponado por 48 horas, descalcificadas com &cido formico 20% por trés dias e
incluidas em parafina. Em cada amostra foi avaliado 3 cortes semisseriados de 5
UM obtido do terco médio de maior didmetro da lesdo e corado com
hematoxilina e eosina (H&E). As fotomicrografias dos cortes foram captadas
por cdmera acoplada ao microscopio Axioplan 2 e o programa de aquisi¢do de
imagens Axiovision Rel 4.7. As imagens foram renomeadas para 0 devido

cegamento do examinador e analisadas pelo ImageJ.
3.6.1 Analise morfométrica do fechamento da lesdo

As seccdes coradas em H&E foram submetidas a analise do fechamento
da lesdo (Tomikawa et al., 2012) As disténcias entre as bordas de reparacdo do
epitélio e do tecido conjuntivo foram definidas como distancia de reparacéo
epitelial (DRE) e disténcia de reparacdo conjuntiva (DRC), respectivamente
(Figura 5).

Figura 5 - Imagem histologica da lesdo com DRE e DRC
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Legenda: Distancia da reparacéao epitelial (DRE), distancia da reparagdo conjuntiva (DRC). Coloracéao
HE, aumento de 50x.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.6.2 Avaliacdo da densidade de fibras colagenas

Foram utilizados dois cortes por lesdo (n=7) usando coloracdo de
Picrosirius-Red sob microscopia de polarizacéo para a avaliagdo do contetdo de
coladgeno nas bordas da lesdo, seguindo método adaptado de Tomikawa et al.
(2012).

As imagens cegadas foram avaliadas pelo ImageJ. Uma escala padréo foi
inserida neste programa (Figura 6A). Todas as imagens foram avaliadas pelo
canal “red” do sistema de cores RGB (Red, Green, Blue), utilizando
“threshold” previamente definido (Figura 6B). A area da borda da leséo foi
delimitada de acordo com a disposi¢ao do tecido conjuntivo de cada borda e a

porcentagem de coldgeno nesta area foi avaliada (Figura 6C).

Figura 6 - Calibracdo das imagens da polarizacéo

Legenda: Insercdo da escala padréd (A), définrigéls dowfﬁréshold (B)e &eﬁmifﬁgéé da éreaﬁ(ré).m |
Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.7 Avaliacado dos fatores de crescimento e citocinas

O tecido mole dentro e ao redor da lesdo foi coletado de 5 animais por
subgrupo, e armazenado em solucdo PBS tamponado a -80°C. IL-18, IL-6, IL-
10, TNF-o e VEGF foram detectados pelo kit comercial de camundongos
(MCYTOMAG-70K-05, Mouse Cytokine MAGNETIC Kit, Millipore
Corporation, Billerica, MA, USA) e analisados pelo sistema Luminex
(MiraiBio, Alameda, CA, EUA), seguindo as instrucbes do fabricante. Estes
ensaios foram realizados no laboratorio da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba (FOP-Unicamp, SP). As concentracdes das amostras foram estimadas

a partir da curva-padréo e expressas em pg/ml.

3.8 Avaliacao das proteinas Smad’s

A deteccdo das proteinas Smad2 e phospho-Smad2 (p-Smad2) foi
realizada por meio da técnica de imunofluorescéncia em tecido epitelial com o
objetivo de avaliar a presenca dessas proteinas de sinalizacdo em relacdo ao
tratamento com estimulo elétrico. Foi selecionado um corte por lesdo (n=7) para
cada anticorpo. Os cortes foram desparafinizados e hidratados com banhos
decrescentes de alcoois. A recuperacdo antigénica foi realizada com solucdo
tampdo de citrato em micro-ondas por 20 minutos. Foi realizado 3 banhos de
PBS 1% e aplicado sobre o corte solucdo de Triton 0.1%+PBS 1%+BSA 3% por
60 minutos para o bloqueio de background. Em seguida, foram aplicados os
anticorpos policlonais Smad2 (1:400; ThermoFisher Scientific PA5-85297) e p-
Smad2 (1:400; ThermoFisher Scientific 44-244G) associado ao anticorpo
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histona 4 (H4,1:400; Cell Signaling Technology #2935) para a marcacgédo nuclear
e incubados overnight a temperatura de 4 °C. Apo6s a incubacdo dos anticorpos
primarios, as ldaminas foram lavadas com PBS 1% e a incubacdo dos anticorpos
secundarios Alexafluor 488 (1:200; ThermoFisher Scientific A-21206) e
Alexafluor 555 (1:200; ThermoFisher Scientific # A-21422) foi realizada em
temperatura ambiente por 1 hora. Em seguida, os cortes foram banhados
novamente com PBS 1% e as laminas montadas foram mantidas em ambiente
escuro a 4 °C. Os cortes foram visualizados em microscopio confocal e as
imagens foram capturadas pelo programa computacional NIS elemento no
aumento de 20x.

As imagens cegadas foram avaliadas pelo ImageJ. Uma escala padréo foi
inserida neste programa, seguido por um grid de 0,1 mm? (Figura 7). Foram
definidos trés grids a partir da borda da leséo no aumento de 150% para a

contagem das células epiteliais marcadas positivamente.

Figura 7 - Calibracdo das imagens da imunofluorescéncia
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Para a proteina Smad2 foi considerada a marcacdo citoplasmatica,

enguanto que a p-Smad2 somente a nuclear (Figura 8).

Figura 8 - Imunomarcagao das proteinas Smad’s

Legenda: Imunomarcagdo Smad2 (A) e p-Smad2 (B). Setas vermelhas apontam a marcagéo
citoplasmatica. Setas brancas apontam a marcagdo nuclear.
Fonte: Elaborada pelo autor.

3.9 Analise estatistica

As analises foram realizadas sem o conhecimento prévio dos grupos em
avaliacdo. Para a calibracdo do examinador foi aplicado o teste de Pearson
(r>0.9). A estatistica descritiva incluiu o célculo das médias e desvio padrbes
com nivel de significAncia de 5%. Os testes de normalidade de Shapiro-Wilk e
de homogeneidade de Brown-Forsythe foram feitos antes da aplicacdo do teste
de andlise de variancia - 2 fatores, seguido pelo teste de Tukey para as analises

intergrupo e intragrupo.
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4 RESULTADO

4.1 Avaliacéo clinica da lesdo

Os grupos C e EE néo apresentaram diferenca quando comparado o 1° e

0 3° dia de reparo (p=0,9 para C e p=0,3 para EE). No 5° dia, a area da lesdo foi

menor em relacdo aos dias anteriores em ambos 0s grupos (p=0,04 para C e

p=0,0001 para EE). Nesse mesmo periodo, o grupo EE apresentou menor area

de reparo em relacéo ao grupo C (p=0,01) (Figura 9).

Figura 9 - Resultados clinicos
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Legenda: Imagem ilustrativa do reparo (A) e avaliacdo clinica da lesdo (B). Letras maiusculas
diferentes - horizontal: diferenca significante na comparacédo intragrupo — ANOVA 2 fatores. Letras
minasculas diferentes - vertical: diferenca significante na comparacao intergrupo — ANOVA 2 fatores.

Fonte: Elaborada pelo autor.



4.2 Avaliacao histomorfométrica do fechamento da leséo

A evolucdo da DRE e DRC ao longo dos periodos avaliados pode ser
observada na Figura 10. Os resultados de cada avaliacdo sdo apresentados a
seguir.

Figura 10 - Imagem histoldgica do reparo da lesdo

1° dia

3° dia

5° dia

Legenda: Coloracdo HE.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2.1 Avaliacao do reparo epitelial e conjuntivo - DRE e DRC

Os grupos C e EE apresentaram padrdo de fechamento epitelial
decrescente ao longo dos dias, sendo menor ao 5° dia comparado com o0 1° e 3°
dia (p<0,001). No entanto, o grupo EE apresentou menor DRE em relacdo ao
grupo C em todos os periodos avaliados (p=0,023; p=0,006; p=0,002) (Figura
11A). Quanto DRC, o grupo EE foi significativo ao 5° dia comparado com o 1°e
3° dia (p=0,012). Além disso, apresentou menor DRC em relacdo ao C nos
tempos avaliados (p=0,003, p<0,001; p<0,001). O grupo C nédo apresentou o
mesmo perfil de reparo, apresentando reducdo entre o 3° e 5° dia (p=0,025)

porém com resultados semelhantes ao 1° dia (p=0,22) (Figura 11B).

Figura 11 - Resultado da DRE e DRC
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Legenda: Fechamento do reparo epitelial (A) e conjuntivo (B). Letras mailsculas — horizontal:
diferenca significante na comparacao intragrupo — ANOVA 2 fatores. Letras minasculas — vertical:
diferenca estatisticamente significante na comparacéo intergrupo — ANOVA 2 fatores.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.3 Avaliacdo da densidade de fibras colagenas

O grupo EE néo foi significante comparado ao C na porcentagem de

colageno nas bordas da leséo (Tabela 1 e Figura 12).

Tabela 1 - Média e desvio padrdo da densidade de coldgeno nas bordas do

defeito

C EE
dias 1° 3° 50 1° 30 50
% de
] 10,845,9Aa 8,6+3,5Aa 7,5+2,9Aa 10,9+2,3Aa 9,22+24Aa 8,3+2Aa
colageno

Legenda: Letras mailsculas distintas - diferenca significante (p<0,05) na comparagdo intragrupo —
ANOVA 2 fatores. Letras minusculas distintas - diferenca significante (p<0,05) na comparacao
intergrupo — ANOVA 2 fatores.

Fonte: Elaborada pelo autor.



Figura 12 - Fibras colagenas visualizadas por polarizacdo

1° dia

3° dia

5° dia

Legenda: Coloracdo Picrosirius Red visualizada por microscopia de polarizagéo.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.4 Avaliacéo dos fatores de crescimento e citocinas

De forma geral, o grupo EE apresentou valores numéricos menores do
que o grupo C em relacdo a concentracdo dos marcadores inflamatorios,

demonstrando que a inflamacao foi menos intensa no grupo EE (Tabela 2).
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Tabela 2 - Concentracdo (pg/ml) de citocinas e fatores de crescimentos

Tempo
Grupos Marcadores
1° dia 3°dia 5° dia
IL-1p
C 381+324Aa 1615+1666ABa  3387+2168Ba
EE 230+166Aa 1663+1152ABa  2318+1754Ba
IL-6
C 13687+5745Ab 3998+2267Ba 2894+1385Ba
EE 3957+2018Aa 2176+£1049Aa 2931+2034Aa
IL-10
C 49,7£22Ab 31,6£14Aa 44,8+20Ab
EE 30,5+£19,7Aa 14,3t7Aa 14,7+4 5Aa
TNF-a
C 56,5+14,7Ab 55,8+15,4Ab 63,8+28,8Ab
EE 28,1t14Aa 35,1+13,1Aa 24,9+14,5Aa
VEGF
C 218,3+91Aa 213,2+108,3Aa  441,4+276,5Bb
EE 108,2+45,8Aa 113,5+46,9Aa 200+91,5Aa

Legenda: Letras mailsculas distintas - diferenca significante (p<0,05) na comparagdo intragrupo —
ANOVA 2 fatores. Letras minusculas distintas - diferenga significante (p<0,05) na comparacao
intergrupo — ANOVA 2 fatores.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para a IL-1 ambos os grupos apresentaram aumento da concentracdo do
1° para o0 5° dia, porém sem diferenca entre os grupos (Figura 13).

Em relacdo a IL-6, somente o grupo C apresentou reducdo ao longo do
tempo avaliado, contudo o grupo EE no 1° dia apresentou concentracao inferior
comparado ao C (p=0,01).

A IL-10 apresentou apenas diferenca intergrupo no 1° (p=0,04) e no 5°
dia (p=0,007), com o grupo C apresentando concentragdes maiores que 0 grupo
EE.



Para 0 TNF-a, na comparacdo intergrupo, o grupo C apresentou
concentragcOes maiores que EE em todos os tempos (1° dia, p=0,01; 3° dia,
p=0,04; 5° dia, p=0,002).

Quanto ao VEGF, o grupo C no 5° dia (p<0.05) apresentou concentragao

maior em relacdo aos dias anteriores e ao grupo EE no mesmo dia avaliado
(p=0,01).

Figura 13 - Perfil inflamatorio e angiogénico
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Legenda: Diferenga significante (p<0,05) na comparacéo intergrupo — ANOVA 2 fatores (*).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.5 Avaliacao das proteinas Smad’s

O grupo C mostrou crescente imunomarcacdo positiva para as células
Smad2, enquanto o inverso foi visto no grupo EE, tendo maior numero de
células positivamente marcadas no 1° dia. O grupo EE apresentou reducdo entre
0 1° e 0 3° dia enquanto o grupo C teve significante aumento entre 0 3° e 5° dia
(Figura 14). Ndo houve diferenca nas andlises intragrupo e intergrupo em

relacdo a p-Smad2 (p>0,05).

Figura 14 — Imunomarcacao para Smad2 e p-Smad2
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Legenda: Células positivas para Smad2 (A) e para p-Smad2 (B). Diferenca significante (p<0,05) na
comparagdo intergrupo — ANOVA 2 fatores (*). Diferenca significante (p<0,05) na comparagdo
intragrupo — ANOVA 2 fatores (1).

Fonte: Elaborada pelo autor.



5 DISCUSSAO

Sabe-se que a lesdo oral tem seu processo de fechamento mais rapido e
com menos formacao de cicatriz comparada com lesdes dérmicas (Szpaderska et
al., 2003; Szpaderska et al., 2005; Larjava et al., 2011) devido, em parte, pela
resposta das células epiteliais orais no local da lesdo (Chen et al., 2010). O fato
do perfil inflamatorio ter sido menos intenso na mucosa oral, contribuiu para a
menor duracdo da fase inflamatéria e melhor reparo, visto que a inflamacéo é
um ponto critico para a reconstrucdo tecidual e as fases seguintes (Chen et al.,
2010). O estimulo elétrico atuou reduzindo as concentragdes das citocinas e
fatores de crescimento avaliados, com excegéo da IL-1p.

A persisténcia da reacdo inflamatoria é um dos varios fatores que podem
interferir no reparo da mucosa oral (Guo, DiPietro, 2010; Eming et al., 2007).
Quando células epiteliais e fibroblastos orais foram expostos ao TNF-a, IL-1p,
IL-6 e IL-8, a migracdo celular foi afetada com aumento da apoptose nos
fibroblastos orais. Além disso, essas células aumentaram a sintese de TNF-a, IL-
1B (Basso et al., 2016). Desde 0 inicio, notou-se que as concentracfes de IL-6 e
TNF-0 permaneceram inferiores, o que contribuiu para a interrupcdo do
feedback positivo inflamatorio, ocasionado pelo excesso de sintese da TNF-a e
IL-1B, resultando no encurtamento deste processo comparado ao C. Ainda que a
IL-1B tenha aumentado ao longo do tempo, o TNF-a e a IL-6 permaneceram
reduzidas favorecendo esse processo, suportado pelo resultado da DRC e DRE,
de forma que as células encontraram um ambiente favoravel para sua migragéo e
proliferacdo levando ao resultado clinico do fechamento da lesdo. Isto corrobora
com a literatura que relata que a modulacdo da reacdo inflamatoria é essencial
para prover adequado reparo tecidual (Basso et al., 2016; Li et al., 2007; Guo,
DiPietro, 2010; Eming et al., 2007).

35



A IL-10 é reconhecida por suprimir a resposta inflamatoria, inibindo a
sintese de IL-1pB, IL-6 e TNF-a. Apoés a incisdo em lesdes cutaneas, notou-se
dois picos de elevacdo da IL-10 com normalizacdo em 24 horas e novo pico em
72h (Sato et al., 1999). Na lesdo oral, observou-se um padrdo diferente, sendo
que em 72 horas ambos 0S grupos apresentaram reducao, com posterior aumento
no 5° dia no grupo C. O segundo pico de producdo de IL-10 pode ser devido ao
infiltrado de células mononucleares e pode estar relacionado com a maxima
infiltracdo de macrdfagos na lesdo que geralmente ocorre entre 0 2° e 3° dia
(Sato et al., 1999). Contudo, o grupo EE apresentou concentracdo inferior no 1°
e 5° dia comparado ao C, provavelmente porgque os niveis das citocinas pro-
inflamatorias mantiveram-se reduzidas ao longo dos periodos avaliados, efeito
provavel do estimulo elétrico, atuando como mecanismo para a resolucdo do
processo inflamatorio.

Durante o processo de reparo, 0 VEGF é o mediador mais significante
para a angiogénese. Os capilares sdo desenvolvidos rapidamente dentro de 7 dias
alcancando maxima vascularidade ao 5° dia (Szpaderska et al., 2005). A
concentracdo de VEGF foi aumentada em ambos 0s grupos no mesmo periodo,
contudo o EE teve menor concentracdo. Se por um lado o nivel de angiogénese é
preciso para um 6timo reparo, capilares com pobre perfusdo estdo relacionados
com resultados inferiores (DiPietro, 2016), sugerindo que o estimulo elétrico
pode favorecer o reparo com menos angiogénese e consequentemente, menor
chance de formacéo de cicatriz.

Durante a fase proliferativa, o epitélio migra em direcdo ao centro da
lesdo a0 mesmo tempo em que h& a formacdo do tecido de granulagdo para
preenchimento da area lesada (Sato et al., 1999). Sua formacdo envolve a
proliferacdo de fibroblastos, deposicdo de coldgeno que € importante em todas
as fases do reparo (Velnar et al, 2009) e o desenvolvimento da

neovascularizacdo. Uma vez que esse tecido tenha sido formado no interior da
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lesdo, a fase de remodelamento comeca a restaurar a integridade estrutural e
funcional do tecido (Li et al., 2007).

Nessa fase de transicdo entre a fase inflamatdria e proliferativa do
reparo, houve reducdo da DRE e DRC em todos os tempos avaliados no grupo
EE. Essa modificagdo deve-se possivelmente ao perfil do processo inflamatorio
observado entre os grupos ao longo do tempo, considerando-se que o tecido
conjuntivo descontinuo atua como fonte primaria para formacdo do
coagulo/homeostase, através dos vasos sanguineos presente neste, alem de ser o
ambiente no qual o processo inflamatorio se desenvolve, seguido pelas fases de
proliferacdo e remodelamento. Durante o processo inflamatorio, a matriz
extracelular sofre a acdo de diversas colagenases que favorecem a migracao das
células que compbe o infiltrado inflamatorio (neutréfilos, macréfagos,
linfécitos) como também fibroblastos e queratindcitos (Uitto et al., 1998;
Hakkinen et al., 2000; Singer, Clark, 1999).

Quanto as células epiteliais, a literatura relata que a proteina de
transcricdo Smad?2 esta relacionada com a inibicdo da reepitelizacdo (Tomikawa
et al., 2012; Shimoe et al., 2014). Observou-se que o grupo EE teve maior
contagem de células positivas no 1° dia. Mas, ao avaliar sua forma fosforilada,
isto €, a p-Smad2 nuclear, ndo houve diferenca entre os grupos. Dessa forma,
embora a Smad2 tenha aumentado inicialmente no EE, isso ndo influenciou a
reepitelizacdo e, consequentemente, ndo houve acdo anti-proliferativa nas
células epiteliais, como visto no resultado de DRE.

A literatura também relata o efeito do estimulo elétrico na producdo de
colageno (Demir et al., 2004), contudo ndo notou-se diferenca entre 0s grupos,
muito provavelmente devido ao tempo avaliado que contempla o inicio do
acumulo de colageno.

Os resultados de menor fechamento a lesédo no grupo EE concordam com

estudos prévios que avaliaram o efeito de diversos protocolos de EE no reparo
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(Reger et al., 1999; Cheing et al., 2014; Demir et al., 2004). Assim, os resultados
clinicos observados juntamente com as avalicdes do processo inflamatorio e
histolégico demostraram o efeito positivo da estimulacdo elétrica atuando
principalmente nas fases iniciais do processo de reparo da leséo.

Dessa forma, este trabalho apresenta suporte inicial para o
desenvolvimento de novos estudos, tanto no reparo de lesdes orais com enfoque
na periodontia quanto com aplicabilidade em outras especialidades, pois
clinicamente outros desafios podem estar comumente associados ao reparo, tais

como os fatores sistémicos (diabetes, idade) e ambientais (fumo, stress).
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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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