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RESUMO

A regeneracdo cutanea apresenta demanda significativa de processos e
estruturas que dependem da disponibilidade de aminoacidos. A estimulacao
elétrica de alta voltagem (EEAV) é um recurso extensamente estudado e
ratificado como eficaz na cicatrizacao de feridas cutaneas, mas € desconhecido
0 mecanismo de regeneragdo cutdnea sob intervencao terapéutica em rato
desnutrido e o comportamento tecidual frente a recuperagdo nutricional. O
objetivo deste estudo foi analisar os efeitos da desnutricdo na regeneracao
cutdnea, da EEAV na desnutricdo, bem como a associacdo com dieta
normoproteica.  Trinta e cinco ratas Wistar foram divididas igual e
aleatoriamente em cinco grupos: Controle (C), Controle Tratado (CT),
Desnutrido Controle (DC), Desnutrido Tratado (DT) Desnutrido Tratado em
Recuperagédo (DTR). Os animais dos grupos DC, DT e DTR receberam dieta
hipoproteica e os grupos C e CT dieta normoproteica, por 45 dias. Ap6s esse
periodo foi removido 1 cm? de pele na regido interescapular e 24 horas depois
iniciada EEAV (100 Hz; polo alternado diariamente, iniciando pelo negativo;
limiar motor; 30 minutos/dia), aplicada sete dias consecutivos. No grupo DTR
foi administrada dieta normoproteica durante esse periodo e os demais
mantiveram as dietas iniciais. A massa corporal foi mensurada inicialmente e a
cada sete dias. Foi analisada a area da ferida no p6s-operatorio (PO) imediato,
4° e 8°dias PO, e determinado o Indice de Cicatrizacdo da Ulcera (ICU). No 8°
dia, ap6s eutanasia, amostras de pele foram processadas histologicamente
para mensuracdo da re-epitelizacdo, espessura da epiderme e derme,
contagem de fibroblastos e leucdcitos, densidade de area de vasos sanguineos
e analise da birrefringéncia das fibras colagenas. Houve redugéao significativa
no ganho ponderal dos animais desnutridos em relacdo aos controles apos 45
dias e apo6s o fim do periodo de EEAV, inclusive no grupo DTR. Todos os
grupos apresentaram reducdo na area da ferida (p<0,05), porém o ICU nao
diferiu entre os grupos. Os grupos CT, DT e DTR apresentaram maior
epitelizacdo comparados ao C (p<0,05), e a medida de “effect size” mostrou
que a desnutricao produziu um efeito positivo na re-epitelizacdo. Ja a
espessura do epitélio foi menor nos grupos DC e DT em relacdo a C e CT
(p<0,05) e o grupo DTR atingiu os valores de C e CT, apresentando espessura
maior comparado ao DC (p<0,05). Na derme, houve reducao na espessura do
grupo DC em relacédo aos controles (p<0,05), enquanto DT e DTR mostraram
valores equivalentes a estes. Os grupos DT e DTR apresentaram maior
densidade de vasos comparados ao C (p<0,05), e, em relacdo ao perfil
numérico das células, a média dos leucdcitos nao foi diferente entre os grupos,
e a de fibroblastos foi significativamente maior nos grupos CT e DTR em
relacdo ao DC, resultado semelhante ao apresentado pela birrefringéncia das
fibras colagenas. Pode-se concluir que a desnutricao influenciou negativamente
na epitelizagdo da ferida, assim como na derme, promovendo um tecido pouco
estruturado. A aplicacdo de EEAV e intervencédo nutricional minimizaram os
efeitos da desnutricdo no processo cicatricial, resultando em epiderme e derme
histologicamente mais estruturadas.

Palavras-Chave: Desnutricado Proteica, Cicatrizacdo de Feridas, Estimulacéo
elétrica, Terapia Nutricional, Ratos.



ABSTRACT

The skin regeneration presents a significant demand of processes and
structures that depend on the availability of amino acid. The high volt electrical
stimulation (HVES) is an alternative widely studied and proved to be efficient in
healing of skin ulcers, but the skin regeneration mechanism in therapeutic
intervention in underfed rats and tissue behavior concerning nutritional recovery
is unknown. The objective of this study was to analyze the effects of
malnutrition in skin regeneration, the HVES on malnourished, as well as the
association with a normoprotein diet. Thirty-five female Wistar rats were divided
equally and randomly into 5 groups: control (C), treated control (TC),
Malnourished Control (MC), Malnourished Treated (MT) Malnourished Treated
in Recovery (MTR). The animal from groups MC, MT and MTR received
hypoproteic diet and groups C and TC normoprotein diet, for 45 days. After this
period, 1 cm? of skin was removed from the interscapular area, and 24 hours
later, started HVES (100 Hz, daily alternating current, starting from the negative;
motor threshold; 30 minutes/day), applied 7 consecutive days. In the MTR
group, it was administrated a normoprotein diet during this period while the
other groups remained with their initial diets. Body mass was measured initially
and every 7 days. The wound areas from the postoperative (PO) were analyzed
immediately, 4th day PO and 8th day PO, and determined the wound healing
rate (WHR). On day 8, after euthanasia, skin samples were processed
histologically for measurement of reepithelialization, thickness of the epidermis
and dermis, fibroblasts and leukocytes count, blood vessel area density and
analyses of the birefringence of collagen fibers. There was a significant
reduction in weight gain in malnourished animals compared to controls after 45
days and after the HVES period, even in the MTR group. All groups showed a
reduction in the wound area (p<0.05), but the WHR did not alter between
groups. The groups TC, MT, MTR had higher epithelization compared to C
(p<0.05), and the measurement of "effect size" showed that malnutrition had a
positive effect on reepithelialization. However, the thickness of the epithelium
was lower in MC and MT groups compared with C and TC (p<0.05) and the
MTR group reached C and TC values, with higher thickness compared to MC
(p<0.05). As for dermis, there was a reduction in the thickness of the MC group
compared to controls (p<0.05), while MT and MTR showed similar values to
these. The MT and MTR groups showed higher density of vessels compared to
C (p<0.05), and compared to the cells profile number, the average of leukocytes
was not different between the groups while fibroblasts average was significantly
increased in TC and MTR groups comparing to MC, results similar to that
presented by the birefringence of collagen fibers. It can be concluded that
malnutrition negatively influenced the epithelialization of the wound, and the
dermis as well, resulting in an unstructured tissue. The application of HVES and
protein nutritional intervention minimized the effects of malnutrition during the
healing process, resulting in epidermis and dermis histologically more
structured.

Keywords: Protein Malnutrition, Wound Healing, Electric Stimulation, Nutrition
Therapy, Rats.
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1 INTRODUCAO

A desnutricdo € um problema de saude publica mundial, com maior
prevaléncia nos paises em desenvolvimento, que acarreta complicacdes e altos
niveis de mortalidade, estudados e documentados desde a década de 1970
(Onis, Frongillo e Blésner, 2000). A grande maioria das publicacbes geram
indices de desnutricdo relacionados a crianga com menos de cinco anos de
idade, devido a maior susceptibilidade a complicacées graves e elevado risco
de morte nessas condi¢cdes (Ministério da Saude, 2005). Entretanto, cerca de
842 milhdes de pessoas no mundo apresentam algum tipo de desnutricdo
(Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2013).

Outra situacdo bastante comum de desnutricdo € dada pela
hospitalizacdo de pacientes, os quais podem apresentar a instalacao do quadro
com apenas cinco dias de internacdo, aumentando a prevaléncia
progressivamente de acordo com o tempo de permanéncia, chegando a 83%
em pacientes hospitalizados ha mais de 15 dias (Rezende et al., 2004).

A literatura mostra que uma porcentagem baixa de pacientes passam
por triagem de risco nutricional nas admissbées hospitalares, assim como por
uma avaliacao nutricional detalhada. Além disso, apresentam-se situacdes de
baixa frequéncia na documentacdo em prontuario da situacéo nutricional dos
pacientes internados e baixa capacidade de diferenciacdo por parte dos
profissionais de saude (nutricionistas, médicos, estudantes de medicina) entre
pacientes nutridos e desnutridos. Consequentemente, 0 que se tem é uma
baixa aplicagdo de intervencdo nutricional com dietas enterais e falta de

acompanhamento nutricional durante o periodo de internacao (Waitzberg,



Caiaffa e Correia, 2001; Rezende et al., 2004; Bavelaar et al., 2008; Gout,
Barker e Crowe, 2009).

Apesar de se ter a avaliacdo e a terapia nutricional como ferramentas
para a recuperacado ou controle da desnutricdo hospitalar, um estudo mostra
que apenas 8,41% dos pacientes internados receberam terapia enteral,
enquanto no grupo dos pacientes desnutridos 7,79% receberam essa
indicacao, sugerindo pouca atengédo dos profissionais a um quadro secundario
ao da intencao da internagcédo. O baixo conhecimento do estado nutricional do
paciente, mostra a reduzida consciéncia por parte dos profissionais da
importancia desse fator no estado de saude geral (Waitzberg, Caieffe e
Correia, 1999; Rezende et al., 2004).

A falta de intervencao nutricional para suprir as necessidades desses
pacientes os direciona para a acentuacdo do quadro, leva a complicacdes
clinicas e internagdes mais prolongadas e, consequentemente ao aumento na
mortalidade (Waitzberg, Caieffe e Correia, 1999; Otero et al., 2002; Mello et al.,
2003; Rezende et al., 2004).

A alta prevaléncia e o impacto negativo da desnutricao hospitalar tem
sido amplamente estudado e apontado como realidade grave no Brasil, a
medida que se tem meios padronizados e referenciados de reverter o quadro e,
o mais importante, preveni-lo (Waitzberg, Caieffe e Correia, 1999; Waitzberg,
Caiaffa e Correia, 2001; Mello et al., 2003; Rezende et al., 2004). A exemplo
disso, 0 maior estudo epidemioldgico realizado no pais pelo Inquérito Brasileiro
de Avaliacdo Nutricional Hospitalar (Waitzberg, Caiaffa e Correia, 2001),
aponta dados completos do cenéario nacional. A média referenciada de

hospitais publicos brasileiros revela prevaléncia de 48,1% de desnutricdo



hospitalar, sendo 12,6% em desnutricdo grave e 35,5% em desnutricdo
moderada.

A desnutricdo hospitalar varia em niveis de acordo com a regido
estudada, sendo os estados norte e nordeste os de maiores indices,
perfazendo juntos 63,9% (Waitzberg, Caiaffa e Correia, 2001). Um estudo mais
recente, porém de menor porte, aponta prevaléncia de 63,11% de pacientes
desnutridos em um hospital de referéncia em Salvador (Rezende et al., 2004).

A desnutricao hospitalar também é altamente prevalente em toda a
América Latina, alcancando 50,2%, sendo 11,2% referentes a desnutricao
grave (Correia e Campos, 2003). indices menores sdo descritos para hospitais
de paises europeus (Edington et al., 2000; Pirlich et al., 2006; Bavelaar et al.,
2008) e Austrdlia (Gout, Barker e Crowe, 2009), com cerca de 25%.

O fato da avaliagdo e intervengdo nutricional ndo estarem sendo parte
integrante e rotineira de um diagnodstico de saude, mostra a falta de
interdisciplinaridade de uma equipe multiprofissional, ou seja, de integralidade
nos cuidados de saude, que se faz estratégia impar para qualquer condicao de
atencado a saude (Araujo e Rocha, 2007). Dessa forma, tem sido altamente
recomendado que uma triagem nutricional seja adotada pelos hospitais, afim
de reduzir as taxas de desnutricdo hospitalar tdo relatadas nos ultimos anos
(Barker, Gout e Crowe, 2011).

As concentragbes de albumina sérica sdo utilizadas como meio de
diagnéstico ou de acompanhamento da desnutricdo. Porém, este € um
marcador também susceptivel a alteragdo de acordo com a morbidade
instalada e por condi¢des inflamatérias e infecciosas, ou seja, condigdes nao

nutricionais, comuns na populagéo sujeita a desnutricdo hospitalar. Além disso,



a albumina pode permanecer inalterada em quadro de privagdo curta de
alimentos, ja que a meia vida da albumina é de 20 dias e, nesse caso, aparece
pouco alterada ao exame (Reid e Campbel, 2004; Bouillanne et al., 2007). Em
idosos com baixa atividade fisica, a albumina reduzida pode subestimar a real
situacao nutricional dessa populacao (Kuzuya et al., 2007).

A concentracado de leptina tem sido o Unico parametro suficientemente
capaz de indicar a condicado nutricional do paciente, com valores reduzidos a
medida que a desnutricdo torna-se mais acentuada, porém sem sofrer
alteracdes por condicdes adversas, tendo boa correlacdo com o peso e 0s
niveis de triglicérides (Bouillanne et al., 2007; Amirkalali et al., 2010).

A desnutricdo é definida como um quadro clinico resultante da ingesta
insuficiente de nutrientes especificos ou da falta de absorcdo destes pelo
organismo. No entanto, doencas que aumentem a demanda energética e
complicagdes de uma doenca subjacente podem levar a desnutricao, também
denominada desnutricdo secundaria. E um quadro que leva & alteracdo de
peso e crescimento corporal e pode trazer comprometimentos significativos em
diversos tecidos e sistemas do corpo humano (Oishi et al., 2002; Nunes et al.,
2002; Reid e Campbel, 2004).

O termo desnutricdo implica na deficiéncia de um ou mais nutrientes,
porém especificamente a desnutricao proteico-calérica afeta o metabolismo de
proteinas corporais e, consequentemente, das células que delas dependem
(Modolin et al., 1984; Qishi et al., 2002). Dessa forma, fun¢des importantes do
organismo como a formacado de enzimas, anticorpos, horménios, equilibrio
acido-basico, transporte de oxigénio, coagulacdo do sangue, atividade

muscular, ativacdo celular e processos de sinteses de tecidos podem estar



alteradas, nos quais a proteina € nutriente fundamental (Neiva, Guerino e
Mello, 1999; Wild et al., 2010).

Assim, a desnutricdo pode levar a incapacidade funcional para a
recuperacdo de doencas graves, da regeneracdo do tecido muscular e da
cicatrizacao de feridas, além de altera¢des na fungéao imunoldgica, favorecendo
a instalacao de infec¢des (Reid e Campbel, 2004).

Mechanick (2004) aponta que em humanos, devido a atrofia na pele
provocada pela desnutricdo, estes individuos estdo susceptiveis a lesdes
cutdneas também denominadas Ulceras de pressdo ou decubito, cujo
desenvolvimento é bastante comum nesses pacientes restritos ao leito com
uma consequente dificuldade para cura.

Ocorre entao a combinacao frequente desses dois fatores: desnutricdo e
presenca de Ulceras cutaneas, seja pela desnutricdo ser um fator negativo para
o desenvolvimento de Ulceras cutdneas, seja pela Ulcera cutanea requerer um
alto gasto energético para a sua reconstituicdo tecidual. Em vista disso,
Legendre et al. (2008) analisaram o estado nutricional de pacientes alocados
em hospitais e encontraram deficiéncia proteica em 27% dos pacientes que
apresentavam ulceras cutaneas e em 2% dos pacientes controle (pacientes
sem Ulceras cutaneas, que apresentavam outras alteracbes dermatoldgicas),
concluindo que a ferida também é um fator desencadeador de déficit proteico,
devido a maior demanda energética dada pela atividade celular e pelo
processo inflamatério. Além disso, um mau progndstico do processo cicatricial
foi significativamente associado a deficiéncia proteica.

A intervencao nutricional tem sido considerada, portanto, como terapia

complementar em casos de feridas cutaneas, mesmo quando ndo ha um



quadro de desnutricdo, assim como em individuos sem lesdo, mas que
apresentam um quadro clinico de risco. O suporte nutricional proteico diminui o
risco de desenvolvimento de Ulceras de pressdo, como visto pela revisdo
sistematica de Stratton et al. (2005) e quanto a cicatrizagdo, reverteria o
possivel atraso nesse processo (Legendre et al., 2008; Wild et al., 2010).

Além disso, pacientes hospitalizados sao frequentemente submetidos a
intervengdes cirdrgicas, 0 que resulta em incisdo e consequente necessidade
de cicatrizagédo dos tecidos envolvidos e, em especial, a pele.

E de extenso conhecimento, que a pele tem como principal funcéo a
protecdo dos tecidos internos, envolvendo 0os segmentos corporais e evitando a
entrada de agentes nocivos ao organismo. Assim, é de extrema importancia o
desenvolvimento saudavel da cicatriz cirargica.

A ferida cutanea representa a descontinuidade das camadas da pele e a
sua reconstituicdo depende de mecanismos quimio e galvanotaxicos,
responsaveis pela migracdo celular adequada, defesa e sintese de fibras,
levando a cicatrizagdo. Para isso, € necessario um metabolismo energético
suficiente, com niveis adequados de proteinas, carboidratos, vitaminas e
minerais, razdo pela qual a desnutricdo é considerada um dos fatores
sistémicos que influencia negativamente o processo de cicatrizacdo de uma
ferida (Thomas, 2001; Williams e Barbul, 2003; Wild et al., 2010).

Apesar de ser a experimentacdo humana o estado real das implicacdes
de uma condicdo a ser estudada, o modelo animal permite observar e
aprimorar 0 conhecimento acerca dos mecanismos fisiopatoldégicos de uma
afeccao, oferecendo subsidios para o desenvolvimento das investigacdes e a

aplicabilidade de tratamentos e cuidados em humanos (Schanaider e Silva,



2004). Assim, o estudo do comportamento celular, dos processos de sintese e
degradacao tecidual, e da organizacado do tecido na busca da homeostasia é
imprescindivel.

Dessa forma, ja se sabe que proteinas intervém em células da defesa,
como mondcitos, macréfagos, linfécitos, leucocitos e neutrofilos, as quais sao
essenciais na fase inflamatéria do processo de cicatrizagdo, que antecede a
epitelizacdo. Além das células da defesa, na desnutricdo, células proliferativas
da epiderme também tendem a diminuir significativamente (Lim, Levy e Bray,
2006; Sugiyama, Fujita e Kobayashi, 2011).

O colageno é a maior estrutura proteica do corpo humano e é o principal
componente do tecido conjuntivo na ferida durante as fases proliferativa e
remodelacdo. Em condigdes normais, deve representar 75% do peso seco da
pele e conferir qualidade ao tecido, ja que proporciona resisténcia a tracéo e
elasticidade. Portanto, na ferida, o aumento do colageno esta diretamente
relacionado com o aumento da forca de tracdo e qualidade do tecido. Em
modelos animais desnutridos, a redugdo na espessura da derme e a
diminuicdo na porcentagem de colageno, sugere consequente falha de
cicatrizacdo, ja que pode causar atraso nesse processo € predispor a
cronicidade do quadro (Oishi et al., 2002; Wild et al., 2010).

Oishi et al. (2002) mostraram que a deficiéncia proteica em ratos afetou
a presenca de colageno do tipo | e Il na pele, mais acentuadamente do tipo I,
apontando sua importancia clinica e fisiolégica, por este ser crucial na
cicatrizacdo da ferida. Além disso, puderam demonstrar alteragédo na atividade
da colagenase, que interferiu na degradacdo do colageno tipo Il e,

consequentemente, na sintese de colageno tipo .



Portanto, deficiéncia proteica interfere em todas as fases do processo
cicatricial. Apesar de varios nutrientes serem importantes para o balango
energético e para um tecido saudavel, a proteina desempenha o papel mais
importante durante o processo de cicatrizagao.

A estimulacdo elétrica de alta voltagem (EEAV) é indicada para o
tratamento de feridas cutaneas por ter um papel similar a corrente fisiolégica no
processo de cicatrizacao, estimulando a atracao galvanotaxica e, dessa forma,
favorecendo e acelerando este processo (Nishimura, Isseroff e Nuccitelli, 1996;
Kloth e McCulloch, 1996; Jinger et al., 2008). Apesar do tipo de corrente e
intensidade, a polaridade é o fator fundamental para o processo de cicatrizacao
ocorrer de forma efetiva, pois vai influenciar o tipo de célula atraida para o sitio
da lesdo (Brown, McDonnell e Menton, 1989; Tsai, Lin e Chao, 2013).

Por meio de estudos prévios, tem sido demonstrada a importancia da
utilizacdo dos dois polos, negativo e positivo, durante o periodo de intervencao
terapéutica pela eletroestimulacao, ja que cada um apresenta papel especifico
na atracao celular. O polo positivo promove migracéo e proliferacao de células
epiteliais (Brown, McDonnell e Menton, 1989; Brown et al., 1995; Kloth e
McCulloch, 1996) e a atracdo de macréfagos (Kloth e McCulloch, 1996; Junger
et al., 2008). O polo negativo tem seu maior destaque por demonstrar efeito
bactericida (Kincaid e Lavoil, 1989), além de ser responsavel pela migracao de
fibroblastos e, consequentemente, a sintese de colageno (Erickson e Nuccitelli,
1984; Mehmandoust et al., 2007; Jinger et al., 2008); migracdo de neutréfilos
(JUnger et al., 2008) e restricao da infiltracao de moléculas proteicas, limitando

a formacgéo de edema no local da lesao (Bettany, Fish e Mendel, 1990).



Ha  poucos estudos sobre o efeito da intervencao
eletrotermofototerapéutica em feridas cutdneas de modelos desnutridos.
Pinheiro et al. (2006) e Pinheiro et al. (2009) estudaram o efeito do laser na
cicatrizacdo de feridas cutdaneas em ratos nutridos e desnutridos, porém nao
apresentaram analise quantitativa das variaveis histolégicas analisadas,
minimizando o poder cientifico de seus achados.

Contudo, o papel da eletroestimulagcdo de alta voltagem em feridas
cutédneas de tecidos atingidos pela desnutricdo, ainda € desconhecido. Nesse
sentido, é importante compreender se existe falha no processo de atracéo e
migracdo celular quando estimulada eletricamente em um quadro proteico
desfavoravel e como progride associando-a com dieta normoproteica.

Com isso, sustenta-se a hipétese que a desnutricdo afeta a capacidade
de regeneracdo adequada da pele, ao passo que a terapia de
eletroestimulacao de alta voltagem pode agir positivamente nesse quadro, mas
sua associacdao com dieta normoproteica pode minimizar de forma significativa

os efeitos da desnutricdo no processo cicatricial de feridas cutanea.



2 OBJETIVOS
Geral: Analisar os efeitos da desnutricido na regeneracao cutanea de
ratas, do seu tratamento com estimulacdo elétrica de alta voltagem com polos

alternados, bem como a associagdo com dieta normoproteica.

Especificos:

e Determinar a massa corporal grupos de todos 0s grupos
experimentais

e Analisar a area da lesdo, comparando o0s tempos pos-operatorios:
4° e 8° dias

e Analisar a re-epitelizacao da lesdo cutanea

e Analisar a espessura da epiderme e da derme da pele
regenerada

e Quantificar leucécitos e fibroblastos na derme regenerada

e Determinar a densidade de area de vasos na derme regenerada

e Analisar a birrefringéncia das fibras colagenas na derme

regenerada



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos
O estudo foi aprovado pela Comissdao de ética no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Metodista de Piracicaba (UNIMEP), sob protocolo n°

08/2013 (Anexo 1).

3.2 Amostra

Foram utilizadas 35 ratas da linhagem Wistar, desmamadas no 21° dia
de vida, provenientes da empresa ANILAB® (Paulinia-SP). Os animais foram
mantidos em biotério, em condicoes ambientes padronizadas de periodo
claro/escuro 12/12 horas e temperatura ambiente de 23° C, recebendo agua e
alimentacao ad libitum de acordo com o grupo experimental, separados em
gaiolas coletivas, contendo 10 animais em cada. Durante o periodo de
tratamento, os animais foram mantidos em caixas individuais.

Os animais foram distribuidos igual e aleatoriamente em cinco grupos,
com n=7:

C - controle (animais com dieta normoproteica, com lesao cutanea);

CT - controle tratado (animais com dieta normoproteica, com lesao
cuténea e submetidos a EEAV polo alternado);

DC - desnutrido controle (animais com dieta hipoproteica, com lesao

cutanea);



DT - desnutrido tratado (animais com dieta hipoproteica, com lesao
cutédnea e submetidos a EEAV polo alternado);

DTR — desnutrido tratado e em recuperacdo nutricional (animais
desnutridos por dieta hipoproteica, com lesdo cutanea, tratados

concomitantemente com EEAV polo alternado e dieta normoproteica).

Um resumo dos procedimentos realizados durante todo o periodo
experimental e a esquematizacado da aplicacdo das dietas em cada fase esta

apresentado na figura 1.

Cronograma experimental

-

-é o ’/7777777/7 m Dieta normoproteica
g Dieta hipoproteica
g e i i' 'lCirurgia
[} A EEAV
2]
S or V77771 |
©)
\ J
Y
45 dias 7 dias
Figura1- Resumo esquematico do cronograma experimental dos grupos: C -

Controle, CT- Controle Tratado, DC - Desnutrido Controle, DT-
Desnutrido Tratado e DTR- Desnutrido Tratado e em Recuperacao
nutricional.

3.3 Dieta experimental
Durante 45 dias, os animais dos grupos C e CT, receberam dieta
normoproteica, contendo 14% de proteina, enquanto os animais dos grupos

DC, DT e DTR foram alimentados com dieta hipoproteica, correspondente a 6%



de proteina. ApGs esse periodo e até o final do protocolo experimental, os
grupos C, CT, DC e DT continuaram recebendo suas respectivas dietas,
enquanto os animais do grupo DTR passaram a ser alimentados com dieta
normoproteica, durante sete dias, que correspondeu ao periodo de intervencao
com eletroestimulagao.

Foram  empregadas dietas de  composicbes  controladas,
correspondentes as dietas normoproteica (AIN 93M - 14%) e hipoproteica (AIN
93 - 6%) como propostas por Reeves, Nielsen e Fahey (1993) e reproduzidas e
comercializadas por PragSolucbes Servicos e Comércio Ltda - ME - Jau - SP;

CNPJ: 03.420.938/0001-59/IE: 401.091.476.112 (Tabela 1).

Tabela 1 - Composicao das dietas utilizadas pelos grupos experimentais.

Dieta AIN 93M - 14% Dieta AIN — 6%
Ingredientes
proteina (g/1 Kg) proteina (g/1 Kg)

Amido de milho 465,7 508,0
Caseina 140,0 66,0
Amido dextrinizado 155,0 166,5
Sacarose 100,0 121,0
Oleo de soja 40,0 40,0

Fibra (Cel. Microcrist.) 50,0 50,0
L-cistina 1,8 1,0
Cloreto colina 2,5 2,5

Mix mineral G 35,0 35,0

Mix vitaminico 10,0 10,0
TOTAL 1000,0 1000,0
Kcal/Kg 3601 3601

Fonte: PragSolucdes Servigos e Comércio Ltda - ME.

3.4 Determinacao da massa corporal



A massa corporal foi verificada apdés o primeiro dia da chegada dos
animais ao biotério e repetida a cada sete dias, até o fim de todo periodo
experimental, por meio de uma balanga digital calibrada, da marca Gehaka®

(modelo BG1000, 2004 — Sao Paulo-SP).

3.5 Inducao da ferida

O procedimento cirtirgico consistiu da remogéo de 1 cm? de pele incluindo
o tecido adiposo subcutaneo, na regido interescapular (Figura 2). Para isso,
utilizou-se um gabarito vazado milimetrado e bisturi de lamina 11, sob
anestesia intramuscular composta de uma mistura de Dopalen® (Cloridrato de
Cetamina) e Rompun® (Cloridrato de Xilazina) 29/100mL, na proporcao 3:2,
em dose de 0,09 mL/100g e 0,06mL/100g de massa corporal, respectivamente,

apos tricotomia manual da regido.

Figura 2 - Inducdo da ferida na regido
interescapular do animal,
apds tricotomia manual



3.6 Intervencao terapéutica

A intervencdo terapéutica consistiu na utilizacdo do equipamento de
estimulagéo elétrica de alta voltagem, modelo Neurodyn High Volt® — ANVISA
10360310008 (IBRAMED®) (Figura 3), com inicio apdés 24 horas do
procedimento cirurgico, durante 30 minutos, por sete dias consecutivos, nos
seguintes parametros: frequéncia de 100 Hz, com polaridade alternada a cada
dia, iniciando com o polo negativo como eletrodo ativo e intensidade em limiar
motor, reajustada afim de evitar acomodacdo da corrente. A terapia foi
realizada sob anestesia intramuscular afim de manter o animal imével. Para
isso, foi utilizado uma mistura de Dopalen® (Cloridrato de Cetamina) e
Rompun® (Cloridrato de Xilazina) com a metade da dose utilizada para o

procedimento cirdrgico, ja que esse procedimento consistia em menor tempo e

High Volt

a repetitividade de sete dias fragilizaria o animal.

Figura 3 — Equipamento  Neurodyn  High
Volt® utilizado para estimulacao
elétrica de alta voltagem.



Para a disposicado dos eletrodos foi realizada tricotomia da regidao a ser
aplicada, sendo o eletrodo ativo de silicone-carbono, medindo 4 cm?
posicionado sobre a lesdo e outro, dispersivo de silicone-carbono, medindo 16
cm?, sobre a regido abdominal (Figura 4). Como meio de contato entre o
eletrodo ativo e a ferida foi utilizada gaze estéril, umedecida com soro

fisioldgico a 0,9% e gel estéril para o eletrodo dispersivo.

Figura 4 — Disposigao dos
eletrodos durante a
aplicacdo de EEAV
(eletrodo dispersivo =
seta).

3.7 Area da ferida
Registros fotograficos padronizados foram obtidos de todas as feridas, por
meio de camera digital (SONY® Cyber-Shot DCM-W570, 16.1 megapixels), nos

seguintes dias: imediatamente apds a cirurgia, no 4° dia de tratamento e no 8°



dia, com a camera sempre posicionada a 40 cm, por meio de tripé,
perpendicularmente a superficie da ferida, incluindo na imagem a identificagao
do animal e uma régua, para possibilitar a calibragédo do software de anélise de
imagens, posteriormente.

As imagens foram usadas para mensurar a area da ferida em cm? por
meio do software Image Pré-Plus 6.2 (MediaCybernetics® - n° de série:
41N62000-54695; Bethesda-USA). A partir dos dados referentes as areas, foi
calculado o Indice de Cicatrizagdo da Ulcera (ICU), que consiste no valor da
area inicial da ferida subtraido pelo valor da area final, e por sua vez, dividido
pela area inicial (Robson et al., 2000).

Os valores gerados no ICU foram interpretados segundo estudo de
Minatel et al. (2009), que considera ICU=1 (epitelizacdo total), ICU=0 (sem
sinal de epitelizacédo), ICU >0 até 0,99 (reducdo da area da lesao) e ICU<0

(aumento da &rea da leséo).

3.8 Processamento histolégico

Apo6s eutanasia dos animais em céamara de CO;, as lesGes foram
removidas, contendo pele intacta ao redor das mesmas. A fixacao das pecas
foi feita em solucdo tamponada de formol a 10% por 48 horas e,
posteriormente, tratadas para inclusdo em paraplast. Cortes ndo seriados de 6
um de espessura foram obtidos e corados por Hematoxilina-Eosina (HE).

Cortes do mesmo padrao foram corados por uma solugédo de Picrosirius
em uma concentracao de 1% (Sirius red em solucao saturada de &cido picrico)
para o exame da birrefringéncia, possibilitando a analise histométrica do

colageno.



3.9 Mensuracao da epiderme e derme na ferida

Para analise da re-epitelizacdo (em um), as medidas lineares do centro
da ferida, sem epitélio, foram obtidas em 10 cortes ndo seriados por animal,
utilizando-se ocular milimetrada Zeiss KF (10x18), em objetiva de 4x.

Procurando novos indicadores de regeneragédo e a fim de quantificar a
qualidade do epitélio regenerado, foram medidas as espessuras do epitélio em
sua porcao mais distal em relacdo ao tecido saudavel, desconsiderando a
camada cérnea desprendida da epiderme e evitando irregularidades no tecido
e papilas dérmicas. Nos animais com epitelizacdo completa, a medida foi feita
no centro do epitélio. Para isso, utilizou-se ocular milimetrada Zeiss KF (10x18),
em objetiva de 10x, em cinco cortes ndo seriados, obtendo duas medidas em
cada um, totalizando 10 medidas.

A espessura da derme no tecido de granulacéo foi analisada em cinco
cortes ndo seriados por animal, e de cada um deles obtidas 10 medidas,
utilizando-se ocular milimetrada Zeiss KF (10x18), em objetiva de 4x.

As analises foram feitas segundo técnicas histomorfométricas e
adequadas segundo o coeficiente macrométrico (Mandarim-de-Lacerda,

Fernandes-Santos e Aguila, 2010).

3.10 Perfil numérico de fibroblastos e leucocitos



A quantificagcdo de células por unidade de area foi realizada em trés
cortes ndo seriados por animal, nos quais foram analisados uma area de 1000
Um?2 por corte, para determinagdo de fibroblastos e leucocitos. Foi utilizado
microscépio de luz com ocular quadriculada Zeiss KF (10X18), em objetiva de
100x, segundo técnica histomorfométrica (Mandarim-de-Lacerda, Fernandes-

Santos e Aguila, 2010).

3.11 Densidade de area de vasos

Para a determinacdo da densidade de area de vasos utilizou-se uma
ocular Nikon (OPl 10X/20) em microscépio de luz. Foram examinados oito
cortes nao seriados e trés areas de 200 um2em cada um deles, sendo duas
laterais (préximo as bordas da ferida) e uma central, totalizando 24 areas por
animal, em objetiva de 40x, segundo técnica histomorfométrica (Mandarim-de-

Lacerda, Fernandes-Santos e Aguila, 2010).

3.12 Birrefringéncia das fibras colagenas

Utilizou-se microscépio de polarizagéo (Leica - DMPLP) em objetiva de
40x, acoplado a uma microcamera digital (Leica DFC/280), responsavel pela
digitalizacao das imagens histolégicas. Foram capturadas trés areas de 10.000
um? cada, em cinco cortes nao seriados, sendo duas areas proximas as bordas
e uma central, totalizando 15 areas por animal. Para a quantificacdo do

colageno foi utilizado o software Image Pré-Plus 6.2.

3.13 Analise Estatistica



Inicialmente, foram analisados a normalidade e homocedasticidade dos
dados, por meio dos testes de Shapiro-Wilk e Levene.

Para analise do comportamento da massa corporal entre os grupos
antes e apds o periodo de implementacdo das dietas, foi utilizado teste de
Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn, assim como para observar a
diferenca entre os grupos apés a intervencao nutricional do grupo DRT.

A area da ferida dos periodos PO, 4° dia e 8° dia foram processados
pela andlise da variancia para medidas repetidas, pelo teste de Friedman. Para
a comparacao do ICU entre grupos, utilizou-se teste de Kruskal-Wallis, seguido
do pos-teste de Dunn.

Os dados referentes a epitelizacdo foram processados por teste T de
Student para amostras independentes, cruzando os resultados de cada grupo.
Para a espessura do epitélio foi utilizado teste de Kruskal-Wallis, seguido do
pds-teste de Dunn, e da mesma forma para a espessura da derme.

Os dados referentes ao numero de leucécitos foram analisados segundo
o teste de Kruskal-Wallis, seguido do pés-teste de Dunn.

As andlises da densidade da &rea de vasos e do numero de fibroblastos
foram processadas por Anova One-Way, seguido do pds-teste de Tukey.

A analise da birrefringéncia das fibras colagenas foi realizada pelo teste
de Kruskal-Wallis, seguido pelo pés-teste de Dunn.

Apbs a realizacdo dos testes citados, buscou-se complementar a
compreensdo dos resultados analisando o tamanho do efeito (effect size), por
meio da medida de Hedges, que expressa a magnitude da diferenca entre as
populacodes.

A medida de Hedges foi calculada da seguinte forma (Durlak, 2009):

Me — Mc X ( N-3 ) X IN-3

SD pooled N-2.25 N



onde, M é igual a média, no qual E e C se referem a experimental e
controle, respectivamente; SD pooled é o desvio padrao ajustado; N se refere
ao tamanho total da amostra.

Para interpretacdo dos resultados, foram utilizados pontos de corte
segundo a proposta de Lipsey e Wilson (1992), que assumem o tamanho do
efeito maior que 0,56 como grande, 0,33 — 0,55 como moderado e tamanhos
de efeito de 0 — 0,32 como pequeno. Um efeito negativo indica a orientacdo do
resultado (efeito) para o grupo controle.

Para todas as analises descritas foi considerado o nivel de significancia
de p<0,05 e utilizado para o desenvolvimento dos dados os softwares SPSS

17.0 e Bioestat 5.0.



4 RESULTADOS

A perda amostral foi de 30%, fato considerado desde o inicio do projeto
experimental, dadas as condi¢gdes impostas aos animais, de desnutricao e
anestesia diaria (durante os 7 dias de intervencao terapéutica).

A massa corporal média de todos os animais antes do inicio da dieta, foi

de 44,98 + 0,97 g. Os valores médios de cada grupo, de forma a configurar a

300 r
250
200

150

i il

Massa corporal (g)

Inicio 45 dias Pos intervencao

sua homogeneidade estao apresentadas na figura 4.

Figura 5 - Média + desvio padrdo da massa corporal dos animais em cada grupo
experimental, nos respectivos tempos de afericdo, sendo “inicio”
correspondente ao periodo antes da indugéo da dieta, “45 dias” se refere
ao periodo apés o fim da primeira etapa da dieta e “pés-intervencao”
referente ao periodo apos eletroestimulagao e da intervengao nutricional.
C - Controle, CT- Controle Tratado, DC - Desnutrido Controle, DT-
Desnutrido Tratado e DTR- Desnutrido Tratado e em Recuperacao
nutricional.

* Difere dos grupos controle com 45 dias de dieta (C e CT); * difere dos
grupos controle (C e CT) pés-intervencao.



A andlise descritiva associada a analise estatistica dos dados de massa
corporal, mostram que nao houve diferenca entre os grupos controle (C e CT)
apds 45 dias de dieta, confirmando que os animais estavam na mesma
situacao nutricional. Da mesma forma, os 3 grupos experimentais alimentados
com dieta hipoproteica ndo apresentaram diferenca estatistica (DC e DT; DC e
DTR; DT e DTR). No entanto, a massa corporal média dos animais submetidos
a dieta hipoproteica foi menor em 54,6%, em relagdo a média dos animais com
dieta normoproteica nesse periodo (p<0,05).

Ao final da intervencéao nutricional, o grupo DTR apresentou maior ganho
ponderal quando comparado aos grupos DC e DT, em 21,2% e 12,7%
respectivamente, porém os valores nao foram significativos e se manteve
diferente estatisticamente em relacéo aos grupos controle (C e CT).

Os resultados do ICU nao revelaram diferenca significativa entre os
grupos estudados. Na analise do tempo por medidas repetidas, ha diferenca
em todos os grupos nos valores de area da ferida ao final do periodo de
intervencao (8° dia) quando comparados aos valores iniciais, pré-intervencao
(PO). Apenas o grupo C apresentou diferenca nos valores de area da ferida

entre os dias 4 e 8 (Tabela 2).



Tabela 2 - Média + desvio padrao da area da ferida (cm?), nos periodos pés-operatério
(PO), 4°dia apods a cirurgia e 8° dia apds a cirurgia, correspondente ao final
da intervengéo elétrica. A medida de Hedges mostra o tamanho do efeito
nas analises intergrupo para o ICU, sendo C - Controle, CT- Controle
Tratado, DC - Desnutrido Controle, DT- Desnutrido Tratado e DTR -
Desnutrido Tratado e em Recuperacao nutricional.

Grupos PO 4° dia 8° dia ICU . Andlise Hedges'g
intergrupo
CxCT -1,16"
C 0,93+0,11 0,81+0,28 0,11+0,03*° 0,88+0,04 CxDC  -0,82%
CxDT -1,05"
CxDTR  -0,84%
cT 0,95+0,21 0,65+0,15 0,22+0,27* 0,78+0,24
CTxDC 0,221
CTxDT  0,06'
DC  0,98+0,15 0,62+0,16 0,16+0,13* 0,84+0,13 CTxDTR 0,55
DCxDT  -0,217
DT  0,88+0,16 0,56+0,14 0,19+0,19* 0,80+0,18 DCxDTR -0,05'
DTR  1,08+0,10 0,64+0,12 0,18+0,07* 0,83+0,06 DTxDTR  0,41%

* Difere do PO; S difere do 4° dia.

* efeito grande; * efeito moderado; T efeito pequeno.

A medida de Hedges aplicada para o ICU mostrou efeito grande quando

comparados os valores dos grupos CT, DC, DT e DTR em relagdo ao grupo

controle, indicando que o grupo C apresentou maior cicatrizacdo, apontada

pelos valores negativos de g. Efeito moderado foi encontrado no grupo DTR em

relacdo ao CT e ao DT. O efeito entre DC e CT, DT e CT, assim como entre DT

e DC, DTR e DT foi classificado como pequeno.

A analise da re-epitelizacdo, de acordo com a medida do centro da

ferida sem epitélio, mostrou que o grupo controle tratado com eletroestimulacao

(CT) apresentou maior epitelizacdo em relacdo ao grupo controle que nao

recebeu qualquer tratamento (C) (p<0,05). Da mesma forma, os grupos

desnutridos eletroestimulados (DT e DTR) em relagdo ao grupo C (p<0,05). Os



demais grupos nao apresentaram diferenca estatistica significante nessa
analise, mas nota-se a tendéncia dos grupos desnutridos apresentarem maior
epitelizagcao, seja na situacao de intervencao terapéutica (DT/DTR comparados

ao CT) ou nao (DC comparado ao C), como mostra a tabela 3.

Tabela 3 - Média * desvio padrao (DP) da distancia central entre as bordas da ferida
(um), referente aos grupos experimentais C - Controle, CT- Controle
Tratado, DC - Desnutrido Controle, DT- Desnutrido Tratado e DTR-
Desnutrido Tratado e em Recuperacao nutricional, e o tamanho do efeito
das variaveis na andlise intergrupo (Hedges’'g).

Andlise

Grupos Média DP . Hedges'g
intergrupo
CxCT -1,63"
C 2244,97 526,23 CxDC -0,66"
Cx DT -1,33"
CxDTR -1,46"
cT 1081,68* 648,66
CT x DC 0,25"
CT x DT -0,20"
DC 1386,01 1386,93 CT x DTR -0,10"
DC x DT -0,33¢%
DT 881,58* 1049,34 DC x DTR -0,29"
DTR 996,77* 824,14 DT x DTR 0,03"

* Difere estatisticamente do grupo C.
* efeito grande; * efeito moderado; ' efeito pequeno.

A medida de Hedges aponta exatamente o observado. Nos grupos nao
estimulados, a desnutricdo (grupo DC) teve efeito grande em relagdo a
situacao controle (C) no que diz respeito a epitelizacdo, assim como os demais
grupos em relagédo ao grupo C. Efeito médio teve a intervencao terapéutica na
desnutricdo (DT em relagdo ao DC). Por fim, foram encontrados efeitos
pequenos para a comparagao entre os grupos desnutridos em relagao ao grupo

CT, assim como na comparag¢ao do DTR com os grupos DT e DC.



A andlise da espessura do epitélio regenerado permitiu observar que
quando comparados 0s grupos controle em relacdo aos desnutridos, 0s
desnutridos apresentam a espessura do epitélio 83,5% (DC), 58,8% (DT) e
36,5% (DTR) menor em relagdo ao grupo C, e 82,1% (DC), 55,1% (DT) e
30,8% (DTR) menor em relacédo ao grupo CT, porém apenas DC e DT diferem
estatisticamente de C e CT. Complementando, quando comparados 0s grupos
desnutridos, a espessura do epitélio foi 150% maior quando aplicado a
eletroestimulacao e 285,7% quando associado eletroestimulagcao e intervencao
nutricional (p<0,05), comparados, portanto, com o grupo DC. O grupo DTR
apresentou espessura 54,3% maior que o grupo DT, porém nao diferem
estatisticamente.

A espessura da derme foi menor no grupo DC em relagao aos grupos C
e CT (p<0,05), o qual apresentou reducao de 45,3% e 51,5%, respectivamente
a estes. Entretanto, as intervengcdes empregadas no grupo desnutrido, por meio
de eletroestimulacdo somado ou ndo a intervengao nutricional, mostraram ser
capazes de recuperar a espessura da derme no tempo estabelecido,
equivalendo-se estatisticamente aos grupos C e CT. Apesar dos grupos DT e
DTR nao diferirem estatisticamente do DC, o aumento médio encontrado
nesses grupos foi de 53,5% e 51,5%, respectivamente.

As diferencas estdo representadas pelas figuras 5 e 6. Observa-se na
figura 6, sob uma analise qualitativa, que os adipécitos dos grupos desnutridos
apresentam-se muito menores, comparados aos grupos controle, embora nao

mensurados, pois ndo era o objetivo deste trabalho.
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Figura 6 -

Média + desvio padrdao da espessura do epitélio e da derme na
area da ferida (um) de cada grupo experimental: C - Controle,
CT- Controle Tratado, DC - Desnutrido Controle, DT- Desnutrido
Tratado e DTR - Desnutrido Tratado e em Recuperacao
nutricional.

* Difere do C e do CT; 1 difere do DC.



Figura7-  Micrografia da espessura do epitélio na area da ferida, HE, 4x (barra = 500

um) a esquerda e sua respectiva area em 20x (barra = 100 um) a direita. O T
simbolo () indica a espessura da derme nos respectivos grupos: C -
Controle, CT- Controle Tratado, DC - Desnutrido Controle, DT- Desnutrido
Tratado e DTR - Desnutrido Tratado e em Recuperacéo nutricional.
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apresentadas na tabela 4.

Tabela 4 -

Medida de Hedges na analise
intergrupo da espessura do epitélio
e da derme para os grupos C -
Controle, CT- Controle Tratado, DC
- Desnutrido  Controle, DT-
Desnutrido  Tratado e DTR-
Desnutrido Tratado e em
Recuperacao nutricional.

Analise
intergrupo

Hedges'g Hedges'g
Epitélio Derme

CxCT

-0,28" 0,92*




CxDC -7,68" -7,71*

CxDT -4,25" -1,19*
Cx DTR -2,66" -2,74*
CT x DC -7,80" -4,30"
CT xDT -4,13% -0,97"

CT x DTR -2,47% -2,20"
DC x DT 2,45" 2,23"
DC x DTR 5,20" 6,51"
DT x DTR 1,90" -0,08"

* efeito grande; T efeito pequeno.

As espessuras do epitélio e da derme apontam efeitos grandes para os
grupos controle (C e CT) em relagcao aos grupos desnutridos (DC, DT e DTR),
assim como dos desnutridos tratados (DT e DTR) em relacdo ao respectivo
controle (DC). O grupo DTR apresenta efeito grande somente na epiderme em
relacdo ao DT.

O grupo CT apesar de nao ter sido melhor significativamente,
apresentou efeito grande sobre o C, na derme. Entretanto, para o epitélio o
efeito entre esses grupos foi pequeno.

A analise da densidade de vasos mostrou diferenca quando comparados
0s grupos experimentais. Os grupos DT e DTR apresentaram maior densidade
de vasos em relagdao ao grupo C (p<0,05), enquanto os demais grupos nao
diferiram entre si.

De acordo com a medida de Hedges, os grupos CT, DC, DT e DTR
apresentaram efeito grande na densidade de area de vasos em relagdo ao
grupo C. Além disso, os grupos DC, DT e DTR apresentam efeito grande sobre
o CT. As relagdes entre os grupos desnutridos apresentaram efeito pequeno

(Tabela 5).



Tabela 5 - Média * desvio padrdao da densidade de area de vasos
para os grupos C - Controle, CT - Controle Tratado, DC
- Desnutrido Controle, DT- Desnutrido Tratado e DTR -
Desnutrido Tratado e em Recuperagao nutricional, e a
medida de Hedges (Hedges'g) para as relagdes

intergrupo.
Analise
. H )
Grupos Média DP intergrupo edges’g
CxCT 1,08"
C 6 2,1 CxDC 1,76"
CxDT 2,12*
Cx DTR 1,98"
CT 8,4 1,6
CTx DC 1,06"
CTx DT 1,36"
DC 11,4 3,1 CT x DTR 1,34"
DCx DT 0,197
DT 12,4* 5,9 DC x DTR 0,307
DTR 12,5% 3,3 DT x DTR 0,01"

* Difere estatisticamente do grupo C.
* efeito grande; T efeito pequeno.

A figura 8 representa as caracteristicas histologicas referentes ao

nuamero de leucocitos, fibroblastos e da densidade de vasos apresentadas em

cada grupo.




Figura8-  Fotomicrografia da derme para anélise de leucécitos (L), fibroblastos
(F) e vasos sanguineos (*) dos grupos C - Controle, CT - Controle
Tratado, DC - Desnutrido Controle, DT - Desnutrido Tratado e DTR -
Desnutrido Tratado e em Recuperagao nutricional. Nota-se densidade
de vasos aparentemente maior nos grupos desnutridos em relacéao
aos demais, assim como numeros de fibroblastos aparentemente
maior nos grupos controle (C e CT) e no grupo DRT, HE, 40x (barra =
50 pm).

A determinacdo do numero de células por unidade de area do tecido de
granulacao resultou em numeros de leucdcitos estaticamente iguais nos grupos
estudados, como pode ser observado na figura 9. Porém, a analise do tamanho
do efeito direciona a anélise e mostra que o grupo DC apresenta efeito grande
em relacdo ao grupo controle C e moderado ao CT. O grupo DTR mostrou
efeito grande em relagéo ao CT, apresentando maiores numeros de leucécitos,
e moderado em relagcdo ao DT e ao C. Efeitos pequenos foram observados na
relacao entre DT e C, DT e CT, DT e DC, DTR e DC, C e CT. Os valores estao

descritos na tabela 6.
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Figura 9 - Média e desvio padrdao do numero de leucécitos no
tecido de granulacdo de cada grupo experimental:
C - Controle, CT- Controle Tratado, DC - Desnutrido
Controle, DT- Desnutrido Tratado e DTR-
Desnutrido Tratado e em Recuperagao nutricional.

Quanto ao numero de fibroblastos, nota-se aumento do numero de
fibroblastos nos grupos que receberam eletroestimulacdo e diminuicdo nos
grupos desnutridos. No entanto, o grupo DTR recupera os valores do grupo CT,
0s quais apresentam diferenca significante em relacdo ao grupo DC (p>0,05)
(Figura 9). O Hedges’g confirma e complementa essa analise, mostrando que
os grupos DTR e CT apresentam efeito grande sobre os grupos C, DC e DT.
Além disso, quando analisado os dois grupos, o DTR representou efeito
pequeno sobre o CT. O grupo DT apesar de nao ter sido diferente
estatisticamente do DC, apresentou efeito moderado em relacao a esse. Na
comparacao entre os grupos DC e DT com o grupo C, foi encontrado efeito
grande, porém inverso, mostrando a superioridade do grupo controle ao

desnutrido.
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Figura 10 - Média e desvio padrédo do numero de
leucocitos e fibroblastos no tecido de
granulagdo de cada grupo experimental: C -
Controle, CT- Controle Tratado, DC -
Desnutrido Controle, DT- Desnutrido Tratado e
DTR- Desnutrido Tratado e em Recuperacao
nutricional.
* Difere do CT,; # difere do DC.

Tabela 6 - Analise intergrupo do numero de leucdcitos e fibroblastos
dado pela medida de Hedges na comparagdo entre os
grupos C - Controle, CT- Controle Tratado, DC - Desnutrido
Controle, DT- Desnutrido Tratado e DTR- Desnutrido
Tratado e em Recuperacao nutricional.

e Hedges’g Hedges'g
Andlise intergrupo Leucécitos Fibroblastos
CxCT 0,20" 1,01"
CxDC 0,59" -1,38"
Cx DT -0,01" -1,12%

C x DTR 0,52% 0,60"




CT x DC 0,52% -2,08"

CT x DT -0,15% -2,01*
CT x DTR 0,88" 0,17t
DC x DT 0,291 0,49*
DC x DTR -0,13" 1,32%
DT x DTR 0,41% 1,10"

# efeito grande; * efeito moderado; T efeito pequeno.

Analisando quantitativamente as fibras colagenas foi possivel detectar
uma diminuicéo da birrefringéncia no grupo desnutrido controle e um aumento
da mesma nos grupos tratados por eletroestimulacdo, com e sem intervencao
nutricional. Assim, o grupo DC apresentou diferenca significativa em relacao
aos grupos CT e DTR (p<0,05), que pode ser observado na figura 9. A tabela 7
complementa essa andlise, apresentando a medida de Hedges para esses

dados.

fring 6990 ¢

ente sowoo L
/o2 T




Figura 11 - Imagens da birrefringéncia do colageno evidenciada pela coloragao por
Picrosirius, em microscépio de polarizagao, 40x (barra = 50 um) e as respectivas
areas (um?), nos grupos C - Controle, CT- Controle Tratado, DC - Desnutrido
Controle, DT- Desnutrido Tratado e DTR- Desnutrido Tratado e em Recuperacao
nutricional.

*Difere do DC.

Tabela 7 - Birrefringéncia das fibras
colagenas pela analise da medida
de Hedges para os grupos C -
Controle, CT- Controle Tratado,
DC - Desnutrido Controle, DT-
Desnutrido Tratado e DTR -
Desnutrido  Tratado e em
Recuperagéo nutricional.

Analise . Hgdg?s g
Birrefringéncia do
Intergrupo ,
colageno
CxCT 1,66"
CxDC -0,57
CxDT 1,60"

C x DTR 2,34"



CT x DC -1,05%

CTx DT 0,097
CT x DTR 0,26
DC x DT 2,34"
DC x DTR 1,30"
DT x DTR 0,137

* efeito grande; T efeito pequeno.

Foi encontrado efeito grande para os grupos que receberam tratamento
(eletroestimulacao e intervencao nutricional) em relagéao ao grupo controle (C),
assim como para os desnutridos tratados (DT e DTR) em relagdo ao seu grupo
controle (DC). Os grupos CT e C apresentaram efeito grande e moderado,
respectivamente, quando comparados ao DC. Os grupos DT e DTR

apresentaram efeito pequeno em relacao ao grupo CT, assim como do DTR em

relacdo ao grupo DT.

5 DISCUSSAO

No presente estudo, optou-se pela pesquisa em fémeas, tendo em vista
a falta de dados com este género na literatura atual, que diversas vezes
padroniza a utilizacdo de animais machos.

Apesar da suposicdo habitual de que ratas podem influenciar os
resultados dada a fisiologia hormonal especifica das fémeas, nao encontramos

na literatura estudos mostrando sua influéncia na regeneracdo de feridas



cutaneas. Além disso, o presente estudo comparou resultados entre grupos de
animais com as mesmas condi¢des de linhagem, idade e género.

Utilizando uma dieta considerada por Reeves, Nielsen e Fahey (1993)
como ideal para o estudo da desnutricdo em roedores, composta por nutrientes
essenciais e de composicoes especificas, as analises de massa corporal nos
periodos estudados apontaram menor ganho ponderal nos grupos desnutridos
guando comparados aos grupos controle.

A restricdo proteica mostrou os efeitos deletérios da desnutrigdo no
aspecto fisico do rato, caracterizando a perda de 54,6% de massa corporal, se
comparados aos ratos de mesma idade e de nutricdo proteica adequada.

Varios trabalhos mostram que a dieta hipoproteica nao oferece
suprimento apropriado para a manutencao de um metabolismo eficiente,
especificamente para a formacdo de horménios e enzimas responsaveis pelo
ganho ponderal e crescimento, assim como para a integridade da pele, devido
a reducao de sintese proteica nesse tecido dada pela desnutricao (Wykes et
al., 1996; Neiva, Gueruino e Mello, 1999). Dessa forma, Pezolato et al. (2013)
apresentaram reducdes significativas na massa corporal de ratos desnutridos
com a dieta AIN 93 (6% proteina) quando comparados aos animais
alimentados com dieta AIN 93M (14% proteina) no periodo de 45 dias, como
utilizado no presente estudo.

O incremento nutricional recebido pelo grupo DTR, mostrou ganho
ponderal superior do que o obtido nos grupos que se mantiveram em
desnutricdo proteica, porém o curto periodo de tempo dessa intervengdo nao
possibilitou a proximidade dos valores encontrados nos grupos controle, que

receberam dieta normoproteica durante todo o experimento. Esse resultado



concorda com os de Nunes et al. (2002), que encontraram ganho ascendente
de massa corporal em 15 dias, mas sem significancia estatistica. O estudo de
Komesu et al. (2003) aponta que a recuperacao do desenvolvimento da massa
corporal em animais desnutridos é dada apés 90 dias de normalizacdo da
dieta.

A cicatrizacao de feridas € um processo complexo, que envolve
multiplos componentes celulares, que se organizam e se ativam de forma
dependente, sendo o desempenho e 0 sucesso da reparacdo diretamente
relacionados a fatores intrinsecos e extrinsecos (Arnold e Barbul, 2006; Wild et
al., 2010). Portanto, a eliminacao de fatores que podem afetar negativamente o
desenvolvimento de todas as fases necessarias para a finalizacdo de um
quadro de lesdo cutdnea, é de extrema importancia, a fim de evitar a
cronicidade do problema.

Como visto por Komesu et al. (2003), a recuperagcdo fisica apés
desnutricdo ndo indica que as demais alteracbes em tecidos e sistemas
estejam em sua normalidade fisiolégica. Dessa forma, € relevante a
investigacdo do desempenho de tratamentos ja estabelecidos como efetivos no
tratamento de feridas cutdneas agudas e crbnicas, em quadros metabdlicos
desfavoraveis e seu resultado numa proposta de adequacao proteica.

Pouco é explorado sobre o efeito da desnutricdo proteica na pele e
principalmente sobre a recuperacado nutricional, porém Wykes et al. (1996)
apontaram que a pele é um dos principais tecidos acometido pela reducao da
sintese proteica. Esses autores encontraram 66% de reducdo da sintese
proteica na pele em porcos submetidos a desnutricdo por oito semanas,

enquanto na mucosa jejunal, muasculo masseter e figado houve,



respectivamente, 50%, 40% e 25% de reducdo. Os autores ainda reforcam que
esses resultados demostram o quanto a sintese proteica na pele é sensivel a
diminuicdo na ingestdo proteica e que possivelmente a pele em condigdes
normais, ou seja, sem necessidade de reparo, num organismo em desnutricao
proteica pode ser poupada desse nutriente, a fim de garantir a disponibilidade
de aminoacidos necessarios para 6rgaos vitais.

Entretanto, a maioria dos estudos mostram os efeitos da desnutricdo na
pele sadia, sem necessidade de reparag¢do ou ainda da alteracédo do status de
micronutrientes em pacientes com lesGes cutédneas, mas sem mensurar a
evolucao da cicatrizacdo e a implementacao de tratamentos para esse fim.
Portanto, ndo esta claro a forma como o organismo desnutrido se comporta
quando ha uma lesdo desse tecido, e quais sdo os resultados frente a um
tratamento (Wykes et al.,, 1996; Oishi et al., 2002; Raffoul et al., 2006;
Sugiyama, Fujita e Kobayashi, 2011).

Por meio do indice de Cicatrizacdo da Ulcera pdde-se observar a
equidade no processo de cicatrizacdo entre o0s grupos, com resultados
positivos na area final da ferida quando relacionado a éarea inicial de cada um
deles. Por outro lado, a medida de Hedges aponta melhor cicatrizacdo no
grupo C em relagdo aos demais. Entretanto, este tipo de mensuragao da area
da ferida para o acompanhamento do processo de cicatrizacao ao longo de um
tratamento estabelecido, apesar de ser um norteador dos resultados
alcancados e determinar a porcentagem de reducdo ou aumento da ferida,
pode ser influenciada por fatores que dificultam a identificacdo exata da
margem da ferida, como o delineamento das bordas feita de forma subjetiva

pelo analisador.



No presente estudo, o software marcava de forma automatica a area da
ferida, sem interferéncia do pesquisador. Porém, como no modelo experimental
de feridas em ratos ndo é realizado a higienizacdo e debridamento da ferida,
comum no tratamento em humanos, a identificacdo precisa de suas margens
pode estar prejudicada pela crosta formada, pelo excesso de exsudato e
presenca de infecgbes, diminuindo a confiabilidade dos resultados
encontrados. Todavia, essa € uma analise valida para a avaliacdo do
tratamento de feridas cutdneas em humanos, nos quais esses fatores sao
minimizados, com potencial para determinar precisamente a porcentagem de
alteracoes sucedidas (Shaw e Bell, 2011).

Confirmando isso, o grupo C foi 0 que apresentou pior resultado na
analise histoldgica da epitelizacao da ferida.

A andlise da epitelizacao permite observar detalhadamente a reparacéo,
avaliando histometricamente o avanco do epitélio. Por meio desta, foi possivel
observar a tendéncia dos desnutridos apresentarem maior epitelizacdo quando
comparados aos controle de dieta normoproteica, confirmado pela medida de
Hedges que aponta efeito grande de todos os grupos em relagdo ao grupo C,
mostrando que a desnutricdo e a terapia de eletroestimulacao tiveram efeitos
positivos na re-epitelizagdo da lesdo. Entretanto, a literatura aponta o oposto,
sobre um possivel atraso no processo cicatricial de feridas em quadros de
desnutricdo proteica, dada a importancia desse nutriente para o0 seu
desenvolvimento (Qishi et al., 2002; Legendre et al., 2008; Wild et al., 2010).

Esse fato pode ser explicado e sustentado pelos resultados encontrados
de aumento da densidade de area de vasos sanguineos e do numero de

leucécitos nos grupos desnutridos quando comparados aos grupos que



receberam dieta normoproteica, que indicam inflamacao acentuada no sitio da
ferida dada nédo s6 pela lesdo mas também pela desnutricdo. Os leucocitos em
suas diversas formas celulares, tem um importante papel na cascata de
cicatrizacdo tecidual, ja que liberam fatores de crescimento, favorecendo a
ativacdo celular e a re-epitelizacdo, direcionando o fechamento da ferida
(Martin e Leibovich, 2005). Segundo Lucas et al. (2010), especificamente os
macréfagos exercem papel fundamental na reparacdo tecidual e estao
presentes durante todo o processo. Esses resultados concordam ainda com o
exposto por Wild et al. (2010) que apontam prolongada fase inflamatéria em
animais desnutridos.

Os resultados de aumento do numero de leucécitos e da densidade de
area de vasos encontrados neste estudo concordam com o apresentado por
Lucas et al. (2010), que afirmam que a vascularizagdo da ferida € controlada
pelo influxo de macréfagos durante a fase inflamatéria da reparacéo tecidual.
Além disso, os autores relatam que os macrofagos recrutados durante essa
fase, influenciam néo sé na fase inicial, mas também nas fases seguintes do
processo de cicatrizacdo, no que diz respeito a formacdo do tecido de
granulagao e epitelizacdo, mediados pela proliferacdo celular resultante, assim
como na contracdo da ferida, ja que os autores relacionam a atuacado do
macréfago com a diferenciagdo do miofibroblasto pela presenca do TGF-B1 e
VEGF-A.

No presente estudo pdde-se ressaltar também a importancia da
eletroestimulacao na aceleracao de mecanismos que envolvem a epitelizagao,
com resultados significativos dos grupos eletroestimulados em relacdo ao

respectivo controle, mesmo quando a desnutricdo se fazia um fator negativo



para isso. Esses resultados sustentam os encontrados por estudos que
observam o aumento da migracdo de células epiteliais para o sitio da ferida
quando tratadas por EEAV, especificamente com campo elétrico positivo, ja
que essas células apresentam polaridade oposta (Chu et al., 1990; Mertz,
Davis e Cazzaniga, 1993). No entanto, Mertz, Davis e Cazzaniga (1993)
demostraram que a utilizagdo dos dois polos em um periodo de sete dias
promoveu epitelizacdo 20% maior comparado a feridas tratadas com um polo
especifico.

No presente trabalho foi observado também que a EEAV aumenta a
densidade de éarea de vasos, como ja reportada por outros autores, que
indicam aumento da microcirculagdo local e sugerem um estimulo a
angiogénese (Sebastian et al., 2011; Ud-Din et al., 2012). Neste estudo nao foi
analisado a formagdo de novos vasos, mas a area ocupada por eles num
espaco pré-determinado, indicando de forma geral 0 aumento de area ocupada
pela microcirculagéo local.

A espessura da epiderme foi avaliada com vistas a analisar a qualidade
da re-epitelizagdo. Com isso, pOde-se observar que apesar da maior
epitelizagdo nos grupos desnutridos, a espessura desse epitélio € inferior. O
grupo DC obteve o menor valor, apresentando um epitélio delgado e fragil que,
como o grupo DT, diferiu estatisticamente dos controle (C e CT).

O grupo DTR mostrou aumento expressivo na espessura do epitélio,
inclusive em relagdo ao DT, destacando e confirmando a importancia da
nutricdo adequada somada a eletroestimulagdo, para que essa possa
desempenhar seu melhor papel e apresentar uma cicatrizacdo ideal. No

entanto, a medida de Hedges aponta efeito grande tanto do grupo DT como do



DTR em relacado ao DC, mostrando que mesmo sem a interveng¢ao nutricional,
a corrente elétrica apresenta um efeito importante na qualidade do epitélio.

O estudo de Sugiyama, Fujita e Kobayashi (2011) demonstrou que a
desnutricdo proteica causa diminuicdo da atividade proliferativa de células
epidermais, inferindo que essa condicdo afeta negativamente a estrutura da
epiderme. Assim, pode-se concluir que mesmo o organismo restaurando o
tecido dadas as condi¢des inflamatérias e de crescimento locais, a presenca da
desnutricdo afetou a migracao adequada dessas células, resultando em um
tecido pouco estruturado. A EEAV foi capaz de minimizar essa situagdo, mas
somente a associacdo com a dieta normoproteica mostrou um resultado
significativamente melhor, alcangcando os valores encontrados nos grupos
controle.

Os grupos que receberam dieta hipoproteica por todo o periodo
experimental e, em especial, o grupo DC, apresentaram diminuicdo no numero
de fibroblastos, porém apenas o DC teve reducéo significativa em relagdo ao
CT, mostrando que a terapia de eletroestimulacao tanto no CT quanto no DT,
causou um impacto positivo na atracdo dessa célula. Estudos ja demostraram
que a aplicacao de polaridade negativa promove a atragdo de fibroblastos para
o sitio da ferida, concordando com os achados deste estudo (Bourguignon et
al., 1986).

Houghton et al. (2010) demonstraram que a estimulagéao elétrica induz
acles celulares em quase todas as fases da cascata de cicatrizacdo de feridas,
incluindo a estimulagdo de varias atividades de fibroblastos, tais como a
sintese de colageno e de DNA, de adenosina trifosfato (ATP), influxo de célcio,

e um aumento no numero de receptores para fator de crescimento. Resultados



semelhantes foram observados por Recio et al. (2012) que reportaram a
eficacia da EEAV na cicatrizacdo de feridas que nao respondiam a tratamento
padrao, como ulceras de pressao.

O presente trabalho confirma estes dados da literatura. Porém, apesar do
efeito estimulante da EEAV sobre o nimero de fibroblastos, o protocolo de
eletroestimulacao utilizado nao foi suficiente para compensar os efeitos da
desnutricdo. Quando os niveis de proteina foram adequados com dieta 14%,
este recurso promoveu aumento do numero de fibroblastos, alcangando os
valores encontrados no grupo CT.

Esses resultados estdo diretamente relacionados aos encontrados para
a birrefringéncia do colageno, considerando que estas células séao
responsaveis pela sintese de matriz extracelular, do qual o colageno € um
importante elemento. Assim, os resultados mostram diminuicdo no grupo DC e
aumento gradativo com a aplicacdo de EEAV e de EEAV somado a dieta
normoproteica, os quais alcangaram os valores apresentados pelo CT.

Os achados corroboram com o exposto por Wild et al. (2010), que
afirmam a diminuicao de fibroblastos encontrada na falta de proteina e, por sua
vez, Tsai, Lin e Chao (2013), relatam que a aplicacdo de campos elétricos
aumenta e direciona a migracao fibroblastica e a producéo de colageno e que a
polaridade especifica é essencial para esse resultado. Especificamente, ha na
literatura consideraveis evidéncias de que os fibroblastos se direcionam para o
campo elétrico carregado negativamente (Erickson e Nuccitelli, 1984;
Bourguignon et al., 1986; Tsai, Lin e Chao, 2013).

Ao observar os resultados de epiderme e derme, entretanto, é notério a

diferenca de comportamento dessas camadas quando submetidas a



desnutricdo e re-nutricdo proteica. A epiderme tem um impacto maior no déficit
proteico, com diminuicdo mais acentuada do que a derme. Assim, quando
observamos a recuperacao da derme com as intervencdes, nao ha diferenca
estatistica, jA que a variacdo de espessura inicial, foi menor, diferente da
epiderme. Isso pode estar relacionado ao fato que na derme houve maior
densidade de area ocupada por vasos sanguineos e leucécitos, influenciando
na espessura do grupo desnutrido controle, que ndo apresentou reducao tao
acentuada quanto a epiderme nesse grupo. Além disso, a epiderme tem uma
taxa de renovagdo mais rapida do que as proteinas da derme, principalmente
do colageno. Isso explica porque a recuperacdo da epiderme foi mais
significativa do que da derme.

Os dados de areas birrefringentes encontradas em cada grupo podem ser
comparados com a analise da espessura da derme. Os grupos desnutridos
apresentaram em consequéncia a diminuicdo de fibras colagenas, menor
espessura da derme quando comparados aos grupos controle, porém o0s
grupos DT e DTR mostraram aumento da espessura, com efeito grande sobre
o grupo DC, em provavel decorréncia ao aumento do colageno encontrado
nesses grupos. A recuperacao nutricional, no entanto, ndo mostrou qualquer
superioridade nesse aspecto, talvez devido ao pouco tempo de dieta
normoproteica (7 dias).

Oishi et al. (2002) investigaram as consequéncias diretas no colageno,
dada pela privacao de proteina por oito dias e concluiram que essa condicao
afeta a sintese de tropocolageno tipo | e Ill, mais acentuadamente do tipo I,
assim como sua degradacdo pela colagenase. A colagenase tem sua

importdncia no processo cicatricial por promover o processo de lise do



colageno tipo lll, menos estruturado, mediando a sintese do colageno tipo I,
sendo um importante aspecto da qualidade da cicatrizacdo (Kirsner e
Bogensberger, 2002).

No presente estudo ndo foi avaliada a proteina sintetizada pelos
fibroblastos, tropocolageno, como no trabalho de Oishi et al. (2002) e sim o
colageno ja estruturado, por meio da sua birrefringéncia. Neste caso, a
birrefringéncia esta relacionada ao aumento de ligagdes cruzadas entre as
fibrilas de colageno, aumentando a cristalinidade e a agregacéao ordenada do
colageno tipo | (Vidal, 2010). Todo este processo demanda um tempo maior,
motivo pelo qual pode-se pensar que resultados mais significativos poderiam
ser alcancados com tempo maior de recuperagao nutricional.

O trabalho de Costa et al. (2003) reforca este argumento, pois
demonstrou melhora da resisténcia a ruptura da ferida e aumento nos niveis de
coldgeno maduro, por meio da suplementagdo oral de glutamina em ratos
adultos durante 10 dias e, mais acentuadamente, por 15 dias, mas que nao
foram submetidos a desnutricdo prévia.

Dos resultados aqui obtidos, pode-se concluir que a desnutricdo proteica
afeta significativamente a capacidade de regeneracao tecidual da pele,
promovendo uma cicatrizacdo inadequada em relacdo a qualidade do tecido
regenerado. Além disso, a desnutricdo influencia o desenvolvimento das fases
da cicatrizagdo, imprescindiveis para a finalizacdo adequada do quadro.

A terapia de eletroestimulacdo de alta voltagem firma seu importante
papel na aceleracédo do processo de cicatrizacao ao proporcionar um ambiente
celular adequado, mesmo num quadro proteico-energético insuficiente,

promovendo a formacdo de um tecido mais estruturado e, portanto, de



qualidade. Porém, alguns aspectos, como a estruturacdo do epitélio
regenerado, mostra a importancia do quadro nutricional, especificamente
proteico, no sentido de favorecer a terapia aplicada. Portanto, a EEAV e a
intervencao nutricional ndo sé minimizaram os efeitos na pele e no processo
cicatricial dados pela desnutricdo, mas também alcancaram os resultados
obtidos no grupo controle tratado.

Esse estudo foi realizado em feridas cutaneas, sem quadros de doencas
circulatérias adjacentes, comuns nos pacientes encontrados em clinicas e
hospitais. Isso € devido a inviabilidade de inducdo de outras afeccdes
concomitantemente a desnutricao, que ja € um quadro bastante debilitante para
o estudo em roedores, assim como da extensao dessa condi¢cdo por mais de 7
dias. Além disso, o recurso utilizado, EEAV, para ser aplicado em animais,
necessita de anestesia diaria, o0 que provocaria uma perda amostral
consideravel, considerando este modelo experimental de organismo
desnutrido. Com isso, o tratamento, bem como a intervencdo nutricional foi
realizada num curto periodo de tempo seguindo as condi¢des de sobrevida do
animal e, dessa forma, aproximando-se mais da aplicabilidade clinica com a
recuperacao nutricional concomitante a fisioterapéutica.

Os resultados obtidos com este recurso fisioterapéutico em feridas neste
estudo sugerem sua aplicacdo em pesquisas futuras em humanos, no que diz
respeito ao conhecimento do estado nutricional dos pacientes, o qual pode
alterar os resultados de terapias intervencionais e, que se adequado, pode
otimizar ainda mais os resultados esperados e minimizar as complicacdes

decorrentes.



CONCLUSAO

Os resultados aqui obtidos permitem confirmar a hipétese de que a
desnutricdo influencia negativamente o processo de cicatrizacdo, resultando
em atrofia da epiderme e derme em regeneracao. Além disso, a EEAV favorece
esse processo, mas a intervencgao nutricional proteica associada a este recurso
mostrou-se ainda mais importante para a adequacéao do tecido neoformado, do
ponto de vista histoldégico, apontando a importancia de um tratamento

interdisciplinar que propicie tais intervencdes.
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