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RESUMO

A estimulacéo elétrica de alta voltagem (EEAV) tem demonstrado ser uma boa
opcdo no reparo de lesdes cutaneas, porém parametros ideais para a
estimulacdo ndo estdo estabelecidos. O objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos da EEAV com alternancia de polaridade sobre as caracteristicas
morfométricas da regeneracdo tegumentar aguda. Para tanto, foram utilizados
21 ratos Wistar com peso medio de 261,2+36,5 gramas, distribuidos em trés
grupos: controle (GC), animais com lesdo, porém néo tratados; sham (GS),
animais com lesdo e submetidos ao tratamento placebo; e eletroestimulado
(GE), animais com lesao e tratados com EEAV. Os animais foram submetidos a
remocao cirtrgica de 1 cm? de pele da reg’ido dorsal mediana. Apés 24 horas
foram submetidos a EEAV catddica no primeiro dia, anddica no segundo dia,
alternando-se sucessivamente, diariamente, durante 30 minutos (por 7 dias),
frequéncia de 100 Hz, tensdo minima de 100 V. As medidas lineares (em um)
da reepitelizac@o foram obtidas a partir do bordo da leséo até a extremidade do
epitélio em regeneracdo. Para as analises histométricas foram captadas
imagens de trés areas em cada corte, além de ser obtida a densidade de area
de vasos sanguineos. A area da leséo foi avaliada por meio de trés registros
fotograficos e posteriormente avaliada por um programa computacional
(Area®). A andlise estatistica foi realizada através do software STATISTICA —
versdo 10. As variaveis reepitelizacdo, densidade da area dos vasos
sanguineos e contagem de células foram avaliadas por andlises né&o
paramétricas de Kruskal-Wallis e comparac¢des mdultiplas de Dunn. A variavel
area da lesdo foi avaliada por analises paramétricas para modelos de dois
fatores cruzados e interacdo e andlises de variancias para modelos com um
fator. As comparacGes multiplas foram obtidas através do critério paramétrico
de Tukey HSD. Adotou-se o nivel de significancia p<0.05. A reepitelizacao foi
superior (p<0.0001) no grupo eletroestimulado e nao houve diferenca
significativa entre o grupo controle e sham. A densidade de &rea dos vasos
sanguineos ndo foi diferente entre os grupos. Quanto ao numero de
fibroblastos, constatou-se que os grupos controle e sham néo diferiram entre si,
entretanto foram numericamente maiores (p<0.0001) que o grupo
eletroestimulado. Em relacdo aos leucécitos, os resultados apontam que 0s
grupos controle e sham nao diferiram entre si e apresentaram numeros
menores (p<0.0001) que o grupo eletroestimulado. N&o foram constatadas
diferencas significativas entre os grupos para o numero de fibrécitos. Para a
variavel area da lesdo, houve diferenca significativa entre os efeitos de grupos
imediatamente apos a lesédo (p=0.0262) e apds 7 dias (p=0.0002) sendo que o
GS obteve uma éarea significativamente maior, mas ndo houve diferenca apos 4
dias (p=0.1374) e entre os efeitos de datas em todos 0s grupos, sempre com
p<0.0001. Conclui-se que, nas condigcdes experimentais utilizadas, a
intervencdo terapéutica com EEAV alternando-se a polaridade contribuiu
positivamente para cicatrizagéo da ferida.

Palavras-chave: cicatrizacdo, estimulacéo elétrica, fisioterapia



ABSTRACT

The high-voltage stimulation (HVS) has proven to be a good option for repairing
skin lesions. However ideal parameters for the stimulation are not established.
The purpose of this study was to evaluate the effects of HVS with alternating
polarity on the morphometric characteristics of acute cutaneous regeneration.
For this purpose, we used 21 male Wistar rats average weight of 261.2+36.5
grams, divided into three groups: control (CG), animals with lesions, but not
treated, sham group (SG), animals with lesions and subjected to placebo
treatment, and stimulated (EG), animals with lesions and treated with HVS. The
animals underwent surgical removal of 1 cm? of skin of the dorsal median
region. After 24 hours they were subjected to cathodic EEAV the first day,
anode on the second day, alternating successively daily for 30 minutes (for 7
days), frequency of 100 Hz, minimum voltage of 100 V. Linear measurements
(in um) of reepithelialization were obtained considering the edge of the lesion
until the end of the regenerating epithelium. In order to obtain histometric
analysis, images of three areas in each section were obtained. In addition, it
was obtained the density of blood vessels area. The area of injury was
assessed by three photographic records and subsequently evaluated by a
computer program (Area®). Statistical analysis was performed using the
STATISTICA software - version 10. The variables reepithelialization, density of
blood vessels area and cell count analysis was performed nonparametric
Kruskal-Wallis and Dunn multiple comparison. The variable area of the lesion it
was performed parametric analysis for models of two crossed factors,
interaction and analysis of variance for models with one factor. The multiple
comparisons were obtained by parametric Tukey HSD test. It was adopted the
significance level of a=0.05. The reepithelialization was higher (p<0.0001) in the
stimulated group. There was no significant difference between the control and
sham groups. The density of blood vessels area was not different amongst
groups. Regarding the number of fibroblasts, it was found that the control and
sham groups did not differ, but were numerically higher (p<0.0001) than the
stimulated group. Considering the leukocytes, the results indicate that the
control and sham groups did not differ and have a number (p<0.0001) smaller
than the stimulated groups. There were no significant differences amongst
groups for the number of fibrocytes. For the variable area of the lesion there
was significant difference in the effect amongst groups immediately after injury
(p=0.0262) and after 7 days (p=0.0002) being that the SG has had a greater
area significative, but no difference after 4 days (p=0.1374) and amongst the
effects of dates in all groups, always with p<0.0001. We conclude that the
therapeutic intervention used with alternating polarity HVS contributed positively
to the resolution of the wound.

Keywords: wound healing, electric stimulation, physical therapy
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1 INTRODUCAO

Manter a integridade da pele € um processo complexo e a perda dessa
integridade constitui-se de uma ferida de pele, que pode ser causada por
qualquer tipo de trauma fisico, quimico, mecanico ou desencadeada por uma
afeccdo clinica. Sem tratamento adequado, incisdes cirurgicas, ferimentos e
gueimaduras podem ter graves consequéncias (Waldron e Trevor, 1998;
Blanes, 2004; Wysocki, 2007).

Uma lesdo de pele -caracteriza-se entdo pela interrupcdo da
continuidade de protecdo corporal e perda da integridade do tegumento
deixando-o exposto a qualquer tipo de contaminacdo e, quando ocorre, €
instalada uma ferida e se inicia o processo de cicatrizacdo (Hess, 2002; Byl,
2003; Meneghin, Vattimo, 2003).

Tendo em vista a importancia da fase de contracdo da ferida no
fechamento da lesdo tegumentar, se torna viavel a possibilidade de acelerar a
cicatrizacdo e o fechamento destas lesdes através de recursos quimio-
medicamentosos ou fisicos (Aradjo, 1997; Anastacio, 2000; Ferreira, 2005).

A capacidade auto-regenerativa € um fenbmeno universal nos
organismos vivos e danos tissulares de qualquer natureza desencadeiam de
imediato uma série de eventos que caracterizam 0 processo cicatricial.
Diversos fatores estdo envolvidos neste processo, porém existe a possibilidade
de acelera-lo através da estimulacdo elétrica (Cotran, Kumar, Collins, 2001;
Frank et al. 1995; Balbino, Pereira, Curi, 2005).

Uma lesédo que interrompe a camada epitelial instantaneamente gera
campos elétricos enddgenos e estes desempenham um papel primordial na

condugdo da migracdo celular na cicatrizagdo epitelial. Os campos elétricos
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sédo, portanto um sinal fundamental que orienta a migragdo celular na
cicatrizacdo de feridas (Zhao, 2009).

O uso da estimulacdo elétrica na cicatrizacdo de feridas baseia-se no
fato de que a mesma pode incrementar o fluxo sanguineo (Mohr, Akers,
Wessman, 1987) e resisténcia elastica da ferida (Brown et al., 1995), estimular
a sintese de proteinas e DNA em fibroblastos humanos (Bourguignon,
Bourguignon, 1987), ajudar na reducdo de edema (Reed, 1988), inibir o
crescimento bacteriano (Kincaid, Lavoie, 1989) e promover migragao epitelial
(Alvarez et al., 1983; Brown, McDonnell, Menton, 1989).

Sabe-se que potenciais elétricos endégenos desempenham um papel
significativo nos principais processos bioldgicos, como embriogénese,
cicatrizacéo de feridas e regeneracao de tecidos, sendo um dos seus principais
efeitos a galvanotaxia, que é o movimento direcional de células no sentido do
catodo ou do anodo em resposta a correntes elétricas aplicadas no local.
Porém o efeito de correntes exdgenas sobre o ferimento pode aumentar este
efeito de “bateria” da pele, incrementando a cicatrizagdo (Feeder, Kloth,
Gentzkow, 1991; Mycielska, Djamgoz, 2004).

Dentro desse contexto, a estimulacdo elétrica tem demonstrado ser
uma boa opcdo no reparo de lesdes cutaneas, sendo fundamentada por
evidéncias cientificas. A EEAV vem também ganhando aceitacdo tanto na
pesquisa quanto na area clinica (Brown e Gogia, 1987; Peters et al., 2001,
Garcia e Guirro, 2005).

Por possuir baixa amperagem, baixa densidade de corrente e curta
duracédo de pulso, a EEAV é usualmente bem tolerada pelo paciente (Brown e

Gogia, 1987; Byl, 2003; Davini et al., 2005).
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Embora existam muitas formas de onda disponiveis em equipamentos
de eletroterapia, o mais detalhado e constantemente avaliado in vitro, em
estudos animais e em ensaios clinicos controlados é a forma monofasica da
EEAV. Dispositivos de EEAV também permitem a selecdo da polaridade a ser
utilizada e a variacdo nas taxas de pulso, o que parece ser importante na
cicatrizacéo de feridas (Gentzkow, 1993).

Atribui-se a polaridade negativa a estimulacdo do tecido de granulacao,
incremento do fluxo sanguineo, diminuicdo de edema e de tecido necrosado,
proliferacéo de fibroblastos e producao de coldgeno e migracao de leucécitos e
células epidérmicas. Os efeitos apontados como ineretes a estimulacdo com a
polaridade positiva sdo o estimulo a epitelizacdo, inducdo da coagulacdo
sanguinea, desnaturacdo protéica, reducao de mastdcitos na ferida e indugéo
da migracdo de macrofagos para o leito da ferida, além de um efeito bactericida
indireto que € entdo esperado da estimulacdo elétrica (Brown, McDonnell e
Menton, 1988; Gentzkow, 1993; Cukjati, Savrin, 2004).

Merriman et al. (2004) encontraram efeito inibitorio para o crescimento
bacteriano com a utilizagdo da EEAV com polaridade positiva e negativa e este
efeito foi maior do que o encontrado com os demais tipos de corrente utilizadas
no estudo. Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os dois pélos e
seus resultados sugerem que o efeito inibitério bacteriano possa contribuir
reforcando a cicatrizagéo de feridas.

Estudando seis tipos de bactérias patogénicas comuns em feridas
cronicas, Daeschlein et al. (2007) concluiram que a polaridade positiva da
corrente de baixa voltagem teve um maior efeito bactericida quando comparada

a negativa. Kincaid e Lavoie (1989) verificaram a inibicdo do crescimento
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bacteriano in vitro utilizando EEAV e constataram inibicdo do crescimento,
tanto com a polaridade positiva quanto com a negativa.

Brown, McDonnell e Menton (1989) sugerem que ha uma maior taxa de
epitelizacdo em coelhos tratados com EEAV quando comparados a animais
controle. Griffin et al. (1991) observaram reducao significativa no tamanho de
Ulceras de pressao tratadas com EEAV quando comparadas as que tiveram
tratamento placebo. Brown et al. (1995) verificaram os efeitos da mesma
corrente a longo prazo em feridas de pele em cobaias e sugerem uma
tendéncia maior a resisténcia elastica na pele das feridas tratadas.

Na maioria dos estudos, a polaridade do eletrodo usado no ferimento é
trocada periodicamente. Embora ndo haja concordancia sobre os efeitos
inerentes as polaridades, muitos autores sugerem que estimulacdo elétrica
alternada produz fechamento mais rapido e com maior resisténcia do tecido a
tracdo (Brown, McDonnell, Menton, 1989; Feeder, Kloth, Gentzkow, 1991;
Karnes et al., 1995; Santos, Nascimento, Andrade, 2009).

Kloth e McCulloch (1996) apontaram que a mudanca de polaridade é
especialmente importante na cicatrizacdo de feridas quando esta esta
diminuida ou ocorrendo de forma lenta. Geralmente o tratamento é iniciado
com a polaridade negativa e esta € mantida por sete dias e em seguida &
usada a polaridade positiva por pelo menos trés dias ou alterna-se a polaridade
(Feeder, Kloth, Gentzkow, 1991; Sussman, Byl, 1998).

Embora a estimulacao elétrica seja utilizada com sucesso em lesbes de
diferentes etiologias, parametros ideais de estimulacdo para a EEAV nao tém
sido estabelecidos, portanto ndo existe consenso sobre os parametros fisicos

mais eficientes, visto que estudos indicam que a cicatrizacdo de feridas pode
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ou nao ser melhorada dependendo da polaridade do eletrodo ativo (Brown,
McDonnell, Menton, 1989). Justifica-se entdo a importancia da investigacao
dos efeitos de procedimentos com parametros fisicos diferentes no tratamento
de lesdes cutaneas agudas.

Diante do exposto, a hipétese do estudo configura-se na possibilidade
da EEAV com pdlos alternados abreviar o processo de regeneracao tecidual

nas caracteristicas morfométricas da lesdo aguda em ratos.
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2 OBJETIVO

Avaliar os efeitos da EEAV com alternancia de polaridade sobre as

caracteristicas morfométricas da regeneracao tegumentar aguda em ratos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRA

3.1.1 Animais

Foram utilizados 21 ratos Wistar com idade entre 3 e 4 meses e peso
médio de 261,2+36,5 gramas. Os animais foram confinados em gaiolas
individuais, alimentados com racdo e agua ad libitum, periodo claro/escuro de
12/12 horas e temperatura ambiente de 23+2°C.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal

da Universidade Federal de S&o Carlos sob o protocolo n® 002/2010 (ANEXO).

3.1.2 Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos: controle
(GC), animais com lesdo, porém nao tratados (n=7); sham (GS), animais com
lesdo e submetidos ao tratamento placebo (n=7) e eletroestimulado (GE),

animais com leséo e tratados com EEAV (n=7).

3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.2.1 Procedimento cirurgico

Os animais foram anestesiados com uma mistura de Dopalen®
(Cloridrato de Cetamina) 1,16g/10mL e Rompun® (Cloridrato de Xilazina)
29/100mL, na proporcédo 3:2, em dose de 0,09mL/100g e 0,06mL/100g de

massa corporal, respectivamente, via intramuscular e tiveram o dorso (GC, GS

e GE) e o0 abdome (GS e GE) tricotomizados para serem submetidos a inciséo
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cirtrgica. Foi removido 1 cm? de pele (regido dorsal mediana, préximo ao plexo
cervical) incluindo a hipoderme, utilizando um gabarito vazado milimetrado de

plastico e bisturi de lamina 11 (Figura 1).

Figura 1 — Lesdo cirargica medindo 1 cm?, incluindo hipoderme, efetuada na
regido dorsal dos animais dos grupos controle (GC), sham (GS) e
eletroestimulado (GE) medida com paquimetro Mitutoyo®.

3.2.2 Estimulacédo Elétrica de Alta Voltagem (EEAV)

Os animais foram estimulados de forma consecutiva e ininterrupta,
iniciando-se 24 horas apOs a cirurgia, no mesmo periodo do dia, com o
equipamento Neurodyn High Volt — ANVISA 10360310008 - IBRAMED® (Figura
2) devidamente calibrado. O tratamento foi feito mediante anestesia
intramuscular com metade da dose utilizada para o procedimento cirdrgico e
teve inicio com estimulagéo catodica no primeiro dia, anddica no segundo dia e

assim sucessivamente, atingindo sempre o limiar motor, sendo realizado
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diariamente, durante 30 minutos (por 7 dias), frequéncia de 100 Hz, tenséo
minima de 100 V. O eletrodo ativo de silicone-carbono, medindo 2x2 cm, foi
posicionado sobre a leséo cirdrgica e outro, dispersivo, medindo 4x4 cm, foi
posicionado no abdome. Utilizou-se gaze estéril embebida em soro fisiolégico
sob o eletrodo ativo e gel estéril como meio de acoplamento sob o eletrodo

dispersivo.

Figura 2 — Equipamento de EEAV utilizado para estimulacdo do grupo
eletroestimulado (GE).

O GS também foi anestesiado e devidamente preparado para receber a
estimulacao elétrica, porém o equipamento nao foi ligado (tratamento placebo)

e 0s animais do GC foram mantidos em biotério.
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3.3 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

3.3.1 Andlise histoldgica

Apés a eutandsia dos animais, que ocorreu no 8° dia de experimento,
as lesbes foram removidas com uma fragdo de pele intacta ao redor das
mesmas e preparadas para andlise histoldgica.

Os procedimentos realizados para preparacdo das amostras
envolveram a fixagao, desidratacéo, diafanizacdo, embebicdo e a inclusao ou
emblocagem. Na fixacdo, os segmentos de pele foram fixados em solucao
tamponada de formol a 10% por 48 horas. A desidratacdo consistiu-se na
passagem da peca em concentracdes crescentes de alcool etilico (50%, 70%,
90% e 100%) com o objetivo de eliminar toda a &gua contida no material. O
processo de diafanizagcdo consistiu-se em 3 trocas de xilol para retirada do
alcool da etapa anterior e preparo da peca para a imersao em parafina liquida.
Na embebicdo colocou-se a peca em um recipiente com parafina liquida a
temperatura de 56°C e realizou-se 3 trocas para que a parafina se infiltrasse
em todo o interior da peca e na inclusdo ou emblocagem, que foi realizada
apos a embebicdo, o material foi incluido em parafina liquida. Em seguida, a
peca foi encaminhada para microtomia e cortes transversais nao seriados com
6 um de espessura foram corados por Hematoxilina-Eosina.

As medidas lineares (em pm) da reepitelizacdo foram obtidas a partir
do bordo da leséo até a extremidade do epitélio em regeneracdo em ambos os
bordos. Os valores das duas bordas foram somados em 15 cortes néo
seriados por animal com auxilio de uma ocular milimetrada Zeiss utilizando

objetiva de 4X. Com o objetivo de corrigir a distorcdo do aumento, ao final da
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andlise foi realizada a calibracdo da objetiva por meio do coeficiente
micrométrico, segundo Mandarim de Lacerda (1994).

Para as andlises histométricas foram captadas imagens de trés areas
em cada corte (em cinco cortes ndo seriados por animal) com dimensdes
sempre iguais e conhecidas (10.772,96 pm?): duas areas préximas aos bordos
laterais e uma central, totalizando 15 &reas por animal, onde foram computados
0s numeros de fibroblastos, leucdcitos e fibrocitos obtidas pelo sistema de
andlise de imagens Software Image- ProPlus® Media Cybernetis versdo 6.2
(Figura 3).

Nas mesmas éareas foram obtidas a densidade de area de vasos
sanguineos (Figura 4) por planimetria por contagem de pontos, segundo

Mathieu et al. (1981) e Mandarin de Lacerda (1994).
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Figura 3 — Contagem de células realizada por meio do Software Image-

ProPlus® Media Cybernetics versao 6.2.
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Figura 4 — Mensuracdo da densidade de area de vasos sanguineos por
planimetria por contagem de pontos.

3.3.2 Registro fotografico

Visando a documentagdo mais detalhada dos resultados, foram
realizados trés registros fotograficos padronizados da ferida com uma camera
digital Sony® Cybershot 8.1, que posteriormente foram avaliados por um
programa computacional desenvolvido especificamente para esse fim (Area®).
O primeiro registro fotografico foi realizado apdés o procedimento cirlrgico,
sendo o0s seguintes realizados no quarto e sétimo dia apdés o referido
procedimento.

A area da lesdo foi mensurada por meio de registros fotograficos
padronizados mantendo-se a camera posicionada a 40 cm perpendicularmente
a superficie da lesao, incluindo na imagem um dispositivo graduado.

O software Area® calcula automaticamente a distancia em pixels

(DPixels), referente a distancia de 1cm na régua fotografada junto a lesao. Para
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a mensuracdo da area da lesdo, o registro fotogréfico referente ao leito da
ferida ainda nao cicatrizado foi marcado na cor preta, para célculo automatico
do numero pixels pretos na imagem (NPixels). Para o célculo, a area de 1 pixel
(APixel) é dada pela formula (1/(DPixels)) X (1/(DPixels)), onde 1 corresponde
a lcm da régua na fotografia. Para o calculo da &rea da lesdo, o programa

aplica a seguinte formula: NPixels X APixel (Figura 5).

Célculo de area - Matheus Polli - Versao 2.0

| (= Caregar H [ Limpar |

Resultado &

(01 Area em cm® 0,811914672216441

e —C———t—

Distancia entre as linhas (cm]: |1 I [ Area I Resultado [cmé): |0

Figura 5 — Medida da area da lesdo (em cm?) feita pelo softwere Area®.
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3.4 ANALISE DOS DADOS

A analise estatistica foi realizada através do software STATISTICA —
Data Analysis Software System — versao 10 (2011) e todos os procedimentos
inferenciais, isto €, os testes de hipoteses e as estimativas por intervalo foram
precedidos por testes de homogeneidade de variancias (Cocrhan) e de
normalidade (Kolmogorov-Smirnov).

De acordo com estudos preliminares, com excec¢do da variavel area da
leséo, todas as demais apresentaram violagbes as pressuposi¢coes do modelo
paramétrico quanto a homogeneidade de variancias, quanto a normalidade ou
a ambas.

Nesse contexto optou-se por adotar, para a analise da area da lesao,
métodos da estatistica paramétrica e para as demais, métodos da estatistica
nao paramétrica.

Assim, para as variaveis reepitelizacdo, densidade da area dos vasos
sanguineos e contagem de células (fibroblastos, leucécitos e fibrécitos) foram
realizadas andlises de variancias ndo paramétricas de Kruskal-Wallis e testes
ndo paramétricos de comparagfes mdultiplas de Dunn. Para a variavel area da
lesdo foram realizadas, num primeiro momento, andlises de variancias
paramétricas para modelos de dois fatores cruzados e interagcédo (dito modelo
completo) e, a seguir analises de variancias para modelos com um fator. As
comparacdes multiplas foram obtidas através do critério paramétrico de Tukey
HSD (Honestly Significant Difference).

Adotou-se neste estudo o nivel de significancia p<0,05. Assim, foram
considerados significativos os parametros e/ou funcdes lineares de seus niveis,

tais que p<0.05.
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4 RESULTADOS

4.1 REEPITELIZA(;AO
4.1.1 Aspectos descritivos
As respostas da variavel reepitelizacdo, obtidas segundo os

procedimentos descritos em 3.4, estdo expostas na tabela 1.

Tabela 1 — Aspectos descritivos da variavel reepitelizacdo (um), segundo o grupo.

R GRUPO TODOS

PARAMETROS (O]

Controle Sham Eletroestimulado GRUPOS

N 90 105 105 300
Minimo 289.30 710.10 499.70 289.30
Mediana 2064.55 1446.50 2893.00 2011.95
Maximo 6049.00 7101.00 6180.50 7101.00
Média 2115.54 2017.33 3068.76 2414.80
Desvio Padréo 1250.37 1672.82 1585.08 1595.37

4.1.2 — Avaliacao dos efeitos de grupos
Observa-se na tabela 2 que o teste de Kruskal-Wallis detectou efeito

diferencial significativo de grupo (p<0.0001).

Tabela 2 — Reepitelizacdo — Resultados da analise de variancia de Kruskal- Wallis e
do teste de comparacdes multiplas de Dunn.

Teste de KRUSKAL-WALLIS

H=239.91 GL=2 P <0.0001

Teste de DUNN (o = 0.05)

Grupos Controle Sham Eletroestimulado

Postos Médios 142.352 116.722 191.27°

(*) Letras iguais mostram que ndo houve diferenga entre os grupos comparados. Letras
diferentes representam diferenca estatistica entre os grupos comparados. Teste de Dunn (&
=0.05)
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Como pode ser constatado através do teste de Dunn, a reepitelizacédo
foi superior (p<0.05) no grupo eletroestimulado (3068.76+1585.08 um) e nao
houve diferenca significativa entre o grupo controle (2115.54+1250.37 um) e o

grupo sham (2017.33+1672.82 um).
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4.2 DENSIDADE DE AREA DOS VASOS SANGUINEOS
4.2.1 Aspectos descritivos
Os resultados referentes a densidade de area dos vasos sanguineos

estdo expostos na tabela 3.

Tabela 3 — Descricdo da densidade de area dos vasos sanguineos, segundo o grupo —
dados em porcentagem.

Grupo Todos
Paréametros 0s
Controle Sham Eletroestimulado Grupos
N 90 105 105 300
Minimo 0 0 0 0
Mediana 6.00 7.00 6.00 6.00
Méaximo 33 39 53 53
Média 7.47 8.96 7.83 8.12
Desvio Padréo 7.80 7.61 7.70 7.70

4.2.2 — Avaliacao dos efeitos de grupos
A tabela 4 aponta que a analise de variancia de Kruskal-Wallis n&do
detectou diferenca significativa entre os grupos (p=0.1710). Esse resultado foi

confirmado pelo teste de comparac6es multiplas de Dunn (p>0.05).

Tabela 4 — Densidade de area dos vasos sanguineos — resultados da andlise de
variancia de Kruskal-Wallis e do teste de comparac¢des multiplas de Dunn.

Teste de KRUSKAL-WALLIS

H=3.53 GL=2 P=0.1710

Teste de DUNN («a =0.05)

Grupos Controle Sham Eletroestimulado

Postos Médios 139.29°2 162.332 148.28 2

(*) Letras iguais mostram que ndo houve diferenca entre os grupos comparados. Teste de
Dunn (& =0.05)
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N&ao ha evidencias que a densidade de &rea dos vasos sanguineos foi
diferente, segundo os grupos: controle (7.47+7.80%), sham (8.96+7.61%) e

eletroestimulado (7,83+7.70%).
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4.3 CONTAGEM DE CELULAS

4.3.1 FIBROBLASTOS
4.3.1.1 Aspectos descritivos
Os resultados da contagem do namero de fibroblastos estdo descritos

na tabela 5

Tabela 5 - Descricdo do numero de fibroblastos, segundo o grupo.

Parédmetros Controle Sham Eletroestimulado Tg?l?p?ozs
N 90 105 105 300
Minimo 45 38 36 36
Mediana 96.50 89.00 78.00 86.50
Méaximo 163 135 117 163
Média 96.23 89.50 78.06 87.52
Desvio Padréo 23.46 23.14 17.12 22.53

4.3.1.2 — Avaliacao dos efeitos de grupos
Observa-se na tabela 6, que a andlise de variancia de Kruskal-Wallis

detectou diferenca significativa entre os grupos (p<0.0001).

Tabela 6 — Fibroblastos — Resultados da analise de variancia de Kruskal-Wallis e do
teste de comparac6es mdltiplas de Dunn.

Teste de KRUSKAL-WALLIS

H=30.25 GL=2 P < 0.0001

Teste de DUNN (o = 0.05)

Grupos Controle Sham Eletroestimulado

Postos Médios 182.07° 158.73° 115212

(*) Letras iguais mostram que n&o houve diferenga entre os grupos comparados. Letras
diferentes representam diferenca estatistica entre os grupos comparados. Teste de Dunn (&
=0.05)
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Por meio do teste de comparagcbes multiplas de Dunn, constatou-se
que 0s grupos controle (96.23+23.46) e sham (89.50+23.14) nao diferiram
significativamente entre si (p>0.05) e apresentaram numeros médios de
fibroblastos significativamente (p<0.05) maiores que o0 do grupo

eletroestimulado (78.06+17.12).
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4.3.2 - LEUCOCITOS
4.3.2.1 — Aspectos descritivos

Os resultados da contagem do namero de leucécitos estdo expostos na

tabela 7.

Tabela 7 - Descricdo do numero de leucécitos, segundo o grupo.

Parametros Controle Sham Eletroestimulado TS?SSOZS
N 90 105 105 300
Minimo 2 1 1 1
Mediana 9.50 10.00 13.00 11.00
Méaximo 40 35 32 40
Média 10.46 11.39 14.12 12.07
Desvio Padréo 6.52 7.00 6.41 6.81

4.3.2.2 — Avaliacao dos efeitos de grupos

Observa-se na tabela 8, que a andlise de variancia de Kruskal-Wallis

detectou diferenca significativa entre os grupos (p<0.0001).

Tabela 8 — Leuc6citos — Resultados da andlise de variancia de Kruskal-Wallis e do
teste de comparacg6es multiplas de Dunn.

Teste de KRUSKAL-WALLIS

H=24.01 GL=2 P <0.0001

Teste de DUNN («a =0.05)

Grupos Controle Sham Eletroestimulado

Postos Médios 125.58 2 139.32° 183.03"

(*) Letras iguais mostram que ndo houve diferenca entre os grupos comparados. Letras

diferentes representam diferenca estatistica entre os grupos comparados. Teste de Dunn (&
=0.05)



33

Por meio do teste de comparagcbes multiplas de Dunn, constatou-se
que o0s grupos controle (10.46+6.52) e sham (11.39+7.00) nao diferiram
significativamente entre si (p>0.05) e apresentaram numeros médios de
leucdcitos significativamente (p<0.05) menores que o grupo eletroestimulado

(14.12+6.41).
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4.3.3 - FIBROCITOS
4.3.3.1 — Aspectos descritivos
Os resultados da contagem do numero de fibrocitos estdo descritos na

tabela 9.

Tabela 9 - Descri¢cdo do numero de fibrécitos, segundo o grupo.

Parédmetros Controle Sham Eletroestimulado TS?SSOZS
N 90 105 105 300
Minimo 0 0 0 0
Mediana 0.00 0.00 0.00 0.00
Maximo 3 2 2 3
Média 0.27 0.13 0.10 0.16
Desvio Padréo 0.61 0.39 0.36 0.47

4.3.3.2 — Avaliacao dos efeitos de grupos
Observa-se na tabela 10, que a andlise de variancia de Kruskal-Wallis

nao detectou diferenga significativa entre os grupos (p=0.4229).

Tabela 10 — Fibrécitos — Resultados da analise de variancia de Kruskal-Wallis e do
teste de comparac6es multiplas de Dunn.

Teste de KRUSKAL-WALLIS

H=1.74 GL=2 P =0.4229

Teste de DUNN (& = 0.05)

Grupos Controle Sham Eletroestimulado

Postos Médios 163.03° 139.32° 125.58°

(*) Letras iguais mostram que ndo houve diferenga entre os grupos comparados. Teste de
Dunn (& =0.05)

Analogamente, através do teste de comparacdes multiplas de Dunn,

ndo foram constatadas diferengas significativas (p>0.05) entre os grupos
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controle (0.27+0.61), sham (0.13+0.39) e eletroestimulado (0.10+0.36). Tais

resultados estdo descritos na tabela 9.
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4.4 AREA DA LESAO

4.4.1 Aspectos descritivos
As respostas da variavel area da lesdo, obtidas segundo os

procedimentos listados em 3.4, estdo descritas na tabela 11.

Tabela 11 — Aspectos descritivos da variavel area da lesdo, segundo 0 momento e o

grupo.
Momento Grupo n Minimo Mediana Maximo  Média F?aej:g\g
Controle 21 0.99 1.19 1.47 1.21 0.14
Imediatamente Sham 21 1.06 1.35 1.67 1.35 0.20
apos alesdo  Eletroestimulado 21 0.83 1.29 1.46 1.22 0.20
Geral 63 0.83 1.28 1.67 1.26 0.19
Controle 21 0.56 0.85 1.02 0.81 0.14
4 dias ap6s a Sham 21 0.43 0.71 1.13 0.75 0.20
leséo Eletroestimulado 21 0.57 0.71 0.89 0.71 0.11
Geral 63 0.43 0.76 1.13 0.76 0.15
Controle 21 0.16 0.42 0.58 0.39 0.15
7 dias ap6s a Sham 21 0.35 0.44 0.74 0.49 0.14
leséo Eletroestimulado 21 0.15 0.27 0.47 0.30 0.10
Geral 63 0.15 0.38 0.74 0.39 0.15
Controle 63 0.16 0.85 1.47 0.80 0.37
T%dsos Sham 63 0.35 0.74 1.67 0.86 0.40
Momentos Eletroestimulado 63 0.15 0.71 1.46 0.75 0.40
Total 189 0.15 0.76 1.67 0.80 0.39

4.4.2 Efeitos de grupos versus momentos
O estudo dos efeitos de momentos e de grupos sobre a area
lesada, conforme comentado anteriormente, foi realizado através da analise de
variancia do modelo de dois fatores completos e interacao.
Os resultados estdo descritos na tabela 11. Observa-se que a interacao
foi significativa (p=0.0298) e, sendo assim, nada se pode concluir sobre os

efeitos dos fatores principais: momento e grupo.
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Nesse contexto, foram realizadas as particbes do modelo de modo a
viabilizar a comparagédo entre efeitos de grupos em cada momento e entre

efeitos de momentos em cada grupo.

Tabela 12 — Analise de variancia da variavel area da lesao.

Considradas ' Guadrados  Medos  Foumes P valor
Entre Momentos 2 23.8869 11.9434 484.50 < 0.0001
Entre Grupos 2 0.4442 0.2221 9.01 0.0002
MomeG”tOS versus 4 0.2710 0.0677 275 0.0298

rupos
Residuo 180 4.4372 0.0247 - -
Total 188 29.0393 - - -

4.4.3 Avaliacao dos efeitos por momento e por grupo
Foram efetuados os estudos dos efeitos dos grupos em cada
momento e dos momentos em cada grupo. Um resumo dos resultados pode

ser observado na tabela 13 e visualizado nas figuras 6 a e b.

Tabela 13 — Resumos das andlises de variancias e respectivas comparages multiplas
de Tukey HSD.

ANOVA GRUPOS
MOMENTOS Entre Entre Eletro
Grupos por Momentos Controle Sham :
estimulado
Momento por Grupo
Imediatamente ;> <0.0001 1.21%°¢ 1.35°°C 1.22%°¢
apos a leséo
4 dias apos a 0.1374 <0.0001 0.81%°8 0.75%8 0.71%8
lesdo
/ d'?essggos a 0.0002 <0.0001 0.39%4 0.49% A 0.30%"

(*) Letras mindsculas diferentes em cada linha representam areas médias diferentes de grupos,
em cada momento correspondente. Letras mailsculas diferentes em cada coluna representam
areas médias diferentes de momentos, em cada grupo correspondente — Teste de Tukey HSD (
o =0.05)
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Efeitos de Grupos em cada Momento

Como pode ser constatado, houve diferenca significativa entre os
efeitos de grupos imediatamente apdés a lesdo (p=0.0262) e apds 7 dias
(p=0.0002), mas nao houve apos 4 dias (p=0.1374).

Observa-se, ademais, através das letras minasculas do teste de
Tukey HSD, que:

- Imediatamente ap0s a lesdo, a area média correspondente ao grupo
sham (1.35+0.20) foi superior (p<0.05) as &reas inerentes ao grupo controle
(1.21+0.14) e ao grupo eletroestimulado (1.22+0.20) e que estes nao
apresentaram diferenca significativa entre si;

- 4 dias apos a lesdo ndo houve diferenca significativa entre efeitos de
grupos: controle (0.81+0.14), sham (0.75+0.20) e eletroestimulado (0.71+0.11);

- 7 dias apos a lesdo, o comportamento das areas foi semelhante ao
encontrado imediatamente apds a lesdo: a area média correspondente ao
grupo sham (0.49+0.14) foi superior (p<0.05) as areas inerentes ao grupo
controle (0.3940.15) e ao grupo eletroestimulado (0.30+0.10) e estes né&o
apresentaram diferenca significativa entre si.

Efeitos de Momentos em cada Grupo

Como pode ser observado na tabela 13, houve diferenca
significativa entre os efeitos de momentos em todos 0s grupos, sempre com
p<0.0001.

Conforme esperado, o teste de Tukey — letras maildsculas por
coluna — constatou que os valores médios das areas, em cada grupo, foram

sempre superiores (p<0.05) aos observados nos momentos subsequentes.
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5 DISCUSSAO

A aceitacéo clinica da EEAV tem excedido em muito a documentacao
objetiva da sua eficacia e par@metros ideais de estimulacdo para a EEAV ainda
nao foram estabelecidos. Os efeitos independentes de cada polaridade estao
praticamente estabelecidos (Brown e Gogia, 1987; Brown, McDonnell, Menton,
1988; Szuminsky et al., 1994; Kloth, 2005), entretanto o efeito da alternancia de
polaridade na cicatrizacdo de feridas ainda € pouco estudado. Pesquisas que
utilizam ratos como modelo experimental para cicatrizagéo ainda sao raras.

Com o objetivo de determinar se a EEAV melhora a cicatrizagdo de
feridas, Brown e Gogia (1987) realizaram um estudo utilizando 40 coelhas
divididas em grupos controle e experimental e acompanhadas durante quatro
ou sete dias. Os animais do grupo experimental foram anestesiados e tiveram
3,5 centimetros de pele retirada por um bisturi estéril e receberam EEAV com a
polaridade negativa durante duas horas, duas vezes ao dia, por quatro ou sete
dias. A tenséo variou de 30 a 60 V. Os resultados indicaram um percentual de
fechamento maior da ferida, porém néao significativo para os animais do grupo
controle sete dias. O presente estudo ndo concorda com tais dados, no qual a
reepitelizagcdo obtida pelo grupo eletroestimulado foi significativamente maior
que a obtida pelo grupo controle e sham, sugerindo assim que a EEAV
promove a proliferacdo do estrato basal e preenche parcialmente a lesao,
reduzindo a area da ferida.

Utilizando o mesmo modelo experimental, Brown, McDonnell e Menton
(1988) avaliaram os efeitos da EEAV com polaridade positiva na cicatrizacao
de feridas. Os autores verificaram que o fechamento da ferida foi

significativamente menor no grupo experimental quatro dias (50%) quando
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comparado ao grupo controle quatro dias (78%). No entanto, apds sete dias, 0s
valores de fechamento da ferida eram semelhantes entre os grupos (80% e
82% respectivamente). Os dados do presente estudo ndo corroboram com
esses achados, uma vez que se encontrou diferenga significativa na
comparacao da reepitelizacdo entre os grupos estudados.

Alvarez et al. (1983) analisaram os efeitos da corrente direta (50-300
HA) anddica na cicatrizacdo de feridas em 11 porcos divididos em grupos
controle, placebo e estimulado. Tais autores encontraram uma taxa de
reepitelizacao significativamente acelerada, o que sugere que a proliferacdo ou
capacidade migratéria das células epiteliais na reparacao e regeneragcdo pode
ser afetada por campos elétricos. O presente estudo, mesmo tendo utilizado
outro modelo experimental, concorda com tais dados, jA que também foi
encontrada diferenca significativa na taxa de reepitelizagdo nos grupos
estudados.

Brown, McDonnell e Menton (1989) realizaram um estudo com o
objetivo de examinar os efeitos da EEAV sobre o fechamento de feridas e para
isso utilizaram 36 coelhos divididos em grupo experimental e controle. O grupo
experimental foi estimulado 24 horas apés a lesdo durante duas horas, duas
vezes ao dia por sete dias consecutivos. A polaridade negativa foi usada nos
trés primeiros dias e a positiva nos dias restantes. Todos os coelhos do grupo
experimental tiveram suas feridas completamente fechadas e os valores de
fechamento para o grupo controle foram significativamente menores do que
para o grupo tratado.

Os dados de reepitelizacdo do presente estudo corroboram com o

estudo apontado acima, ja que a taxa de reepitelizacao foi significativamente



42

superior no grupo eletroestimulado, ndo havendo diferenca entre os grupos
controle e sham. Tais dados sugerem que a EEAV acelera o fechamento da
ferida.

No presente estudo, a densidade de area de vasos sanguineos
também foi analisada e ndo apresentou diferenca significativa na comparacao
entre os grupos. Tal fato pode ter ocorrido devido ao pouco tempo de
tratamento (7 dias) ou as diferencas na estrutura da pele do modelo estudado,
ja que estudos que obtiveram significancia em tal parametro foram feitos com
outros modelos e em um maior periodo de tempo.

Sabe-se que um dos efeitos inerentes a EEAV catddica é o aumento
circulatorio. Visando analisar a capacidade da EEAV em aumentar a
microcirculagcdo em Ulceras cutédneas crbnicas isquémicas, Goldman et al.
(2004) investigaram a pressao transcutanea de oxigénio em lesdes cutaneas
ndo tratadas cirurgicamente. Para isso utilizaram estimulacdo catddica,
frequencia de 100 pulsos por segundo, limiar sensitivo ou até atingir o maximo
de 360 V, uma hora por dia durante 14 semanas. Os resultados sugeriram que
a EEAV pode melhorar a microcirculacdo ao redor da Ulcera, pois a pressdo
transcutanea de oxigénio apresentou um aumento significativo. Esses achados
sugerem que a EEAV pode promover vasodilatacdo arteriolar e
neovascularizacao.

Karnes et al. (1995) investigaram os efeitos da aplicacdo catodica e
anodica de EEAV sobre o diametro de arteriolas em hamster e verificaram que
nao houve diferenca entre o diametro das arteriolas entre os grupos tratados e
nao tratados com EEAV catodica. No entanto, o didmetro das arteriolas

tratadas com EEAV anddica diminuiu significativamente ao longo dos 30
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minutos de tratamento. Outros estudos do mesmo laboratério indicam que a
EEAV catddica reduziu a formacdo de edema pos-traumético em diversos
modelos animais. Porém, a EEAV anddica ndo reduziu a formacao de edema.
Supbe-se assim que EEAV (nas duas polaridades) possa promover uma
diminuicdo do fluxo sanguineo local por vasoconstricdo das arteriolas (Taylor et
al. 1997).

Mohr, Akers e Wessman (1987) estudaram o efeito da EEAV na
velocidade do fluxo sanguineo no membro posterior de ratos. Os animais foram
estimulados com diferentes voltagens e mudancas de polaridade e a
velocidade do fluxo sanguineo foi avaliada por meio de Doppler. Foi observado
que a velocidade do fluxo sanguineo foi incrementada com o aumento da
voltagem nos dois polos, entretanto, com efeito maior com o pélo negativo. A
mudanca na velocidade do fluxo sanguineo comecou ja no primeiro minuto de
aplicacdo e permaneceu por cerca de 14 minutos cessado o estimulo. Os
resultados desse estudo indicaram que a EEAV pode incrementar o fluxo
sanguineo e apresentar efeito residual. Este efeito também pode estar
relacionado a contracdo muscular.

Sendo o aumento da microcirculagéo regional e a formacéo de novos
vasos uma das hipoteses provaveis para a melhora da cicatrizacdo com 0 uso
da EEAV, o presente estudo ndo concorda com os resultados do estudo acima,
uma vez que a densidade de area de vasos sanguineos nao mostrou diferenca
significativa entre os grupos, ndo havendo evidéncias de neovascularizagao.
Entretanto, o procedimento de avaliacdo utilizado ndo detecta mudancas na
velocidade do fluxo nem determina alteragcfes circulatorias. Sugere-se entao,

para novos estudos, aprofundar a questao e avaliar outros parametros, ja que
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os estudos encontrados avaliaram o fluxo sanguineo utilizando outros métodos
de afericao (Dooley, Kasprak, 1976; Mohr, Akers e Wessman, 1987).

Leffmann et al. (1994) examinaram a cicatrizacdo de feridas cutaneas
apos estimulacdo com microamperagem em doze ratas, que foram divididas
em grupo controle e tratado. O grupo tratado recebeu corrente com uma
frequencia de 0.3 Hz, ciclo de trabalho de 50% durante duas horas diarias por
quatorze dias. Para avaliacdo dos resultados foi feita uma andlise histoldgica,
incluindo a medida da espessura epitelial, densidade de vasos sanguineos e de
fibroblastos e medicdo da area da ferida. Os resultados indicaram que n&o
houve diferenca significativa entre os grupos em nenhuma das variaveis
estudadas e esta diferenca ocorreu somente quando se comparou o tamanho
da lesdo no mesmo grupo com o passar dos dias.

Mehmandoust et al. (2007) investigaram os efeitos da estimulagéo
elétrica catddica e anddica na cicatrizacao de feridas utilizarando 42 cobaias
divididos em grupos controle (C1 e C2) e eletroestimulado (E1 a E4). Os
animais foram submetidos a incisdo de 3 cm na regido dorsal .Os grupos foram
estimulados uma hora por dia com um pulso unidirecional de 0.3 ms,
frequencia de 80 Hz e intensidade entre 300 e 600 pA. Nos grupos E1 e E3 a
polaridade positiva foi aplicada nos trés primeiros dias e a polaridade negativa
nos dias restantes (até completar 14 ou 21 dias de tratamento,
respectivamente). Nos outros grupos experimentais a polaridade negativa foi
aplicada nos trés primeiros dias e a anddica nos dias restantes. Os grupos E1,
E2 e C1 foram eutanasiados no 14° dia e os demais no 21° dia.

Foram mensurados o percentual de reducéo da area da ferida e a forga

a tracdo. Os resultados indicaram que ambos os estimulos aumentaram
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significativamente a taxa de fechamento da ferida. Com isso, 0s autores
concluiram que a estimulagéo elétrica, independente do regime de polaridade,
pode levar a uma diminuicdo significativa da superficie da ferida. Ja no
presente estudo, a area da ferida foi significativamente menor tanto no grupo

controle quanto no grupo eletroestimulado quando comparados ao grupo sham.
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6 CONCLUSAO

No presente estudo a alternéncia de polaridade da EEAV acelerou o
fechamento da ferida e ndo causou diferenca na densidade de area de vasos
sanguineos nos grupos estudados. As caracteristicas morfométricas estudadas
na regeneracdo tegumentar aguda também mostraram alteracdes e a area da

leséo foi afetada apenas pelo fator tempo.
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