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Eletroestimulacéo na cicatrizacao de feridas cutaneas experimentais em coelhos

Electrical stimulation in experimental wound healing in rabbits
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RESUMO

Feridas cutaneas cronicas e complicadas sdo
frequentemente encontradas na rotina da medicina veterinaria
e, muitas vezes, transformam os tratamentos em verdadeiro
desafio. A eletroterapia tem sido indicada como alternativa aos
tratamentos convencionais, devido a sua capacidade de promover
cicatrizacdo. O objetivo deste trabalho é relatar um ensaio
experimental utilizando a eletroestimulacéo (ES) na cicatrizacéo
de feridas cutaneas em coelhos. Para tanto, foram utilizados 10
coelhos Nova Zelandia, machos, higidos, submetidos a anestesia
geral para a indugdo experimental de duas feridas cutaneas de
1cm? localizadas no dorso, caudal a borda das escapulas. As lesdes
foram higienizadas com solugdo salina 0,9%, sendo a do lado
direito tratada por ES e a do lado esquerdo, como controle. Para
ES utilizou-se a frequéncia de 60Hz, por 10 minutos a cada dois
dias, sendo aplicadas quatro agulhas de acupuntura em pontos
equidistantes ao redor da leséo, a0,5cm da borda. Os animais foram
divididos em dois grupos, de oito e de 15 dias, conforme o periodo
de tratamento e avaliacdo macroscopica e histopatoldgica. N&o
houve diferenga significativa no tempo de cicatrizagéo das lesdes
tratadas com ES. Porém, apresentaram qualidade tecidual, tanto
na avaliagdo macro quanto microscopica, superior as do grupo
controle. Com isso, é possivel indicar a ES como tratamento de
feridas cutaneas, por ser uma técnica eficiente, de facil aplicacéo
e de relativo baixo custo.

Palavras-chave: reparo cutaneo, eletroterapia, cicatriz.
ABSTRACT

Chronic skin wounds are frequently found in
veterinary medicine routine and it becomes a challenge for
clinicians. Sometimes the treatment routinely used end up failing.
The electrotherapy has been indicated as an alternative to
conventional treatments because of its ability to promote healing.
The aim of this paper is to report an experimental study using

Emerson Antonio Contesini'"

electrical stimulation (ES) in wound healing in rabbits. It was
evaluated 10 healthy New Zealand rabbits that were submitted
to general anesthesia for resection of two wounds with lcm?
located in both sides of the back behind the scapula edge. It was
determinate that the right wound would be treated by ES and the
left would be used as a control, both cleaned with solution of NaCl
0,9%. The frequency used to ES was 60Hz for 10 minutes every
two days, being applied by acupuncture needles in four equidistant
points around the lesion, to 0.5cm from the edge. The animals were
divided in one group of 15 days and another one of 8 days for
treatment and macroscopic and histopathological evaluation. The
results showed that the lesions treated by ES do not have significant
difference in healing time. However, those treated had higher
scarring macroscopic and microscopic quality than the control
group. Therefore, it is possible to indicate the use of ES as a skin
wounds treatment, whereas it was demonstrated to be an effective
technique, easy to use and has relatively low cost.

Key words: skin repair, electrotherapy, scar.

INTRODUCAO

Ferida ¢ uma lesdo caracterizada pela
ruptura da continuidade normal da estrutura do corpo
(WALDRON & TREVOR, 1998). O reparo tissular
¢ um processo complexo, que envolve a interagdo
entre células estromais e circulatérias que sdo
ativadas por uma pléiade de mediadores de natureza
quimica diversificada, fragmentos de células e matriz
extracelular, microorganismos e por alteragdes fisico-
quimicas no microambiente da lesdo e das areas a ela
circunjacentes (BALBINO et al., 2005; PAVLETIC,
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2010). A possibilidade de acelerar a cicatrizagao e
o fechamento de lesdes cutaneas mediante recursos
quimico-medicamentosos ou fisicos tem sido
objeto de investigacdo de inumeros pesquisadores
(DORNELES, et al., 2003; GARROS et al., 20006;
GURTNER et al., 2008).

Viarios estudos t€ém demonstrado efeitos
benéficos da eletroestimulagdo (ES) sobre processo
cicatricial, indicada no tratamento tanto de condi¢des
agudas, quanto cronicas (ABOLAFIA et al., 1985;
REICH & TARJAN, 1990; CASAUBON & LOPEZ,
1991; SCOGNAMILLO-SZABO & BECHARA,
2001; SUMANO et al., 2002; FREITAS et al., 2006;
BEHEREGARAY et al., 2009).

A ES age incrementando o processo
inflamatdrio agudo inicial, provavelmente acelerando
o processo de eliminacdo dos detritos celulares e
bacterianos, por meio da ativagdo de mediadores
quimicos responsaveis pela quimiotaxia de
neutrdfilos, que junto com os macréfagos fazem a
fagocitose (ABOLAFIA et al., 1985; CASAUBON &
LOPEZ, 1991; SUMANO et al., 2002). Além disso,
estudos demonstram que a ES pode aumentar o fluxo
sanguineo e incrementar os fatores de crescimento e
alinhamento das fibras de colageno (JANSEN et al.,
1989; SUMANO etal., 2002). Dessa forma, o objetivo
deste trabalho ¢é avaliar o efeito da eletroestimulagao
na cicatrizagao de feridas experimentais em coelhos.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 10 coelhos machos,
higidos, da raca Nova Zelandia, de origem controlada,
peso de 3,5 a4,5kg e idade variando de 120 a 160 dias.
Os animais foram submetidos a anestesia geral para a
realizacao das feridas. Para tanto, foi utilizada como
medicacdo pré-anestésica cloridrato de quetamina
8mg kg!, IM, midazolam 0,8mg kg™, IM e citrato de
fentanila 0,015mg kg', IM, indugdo e manutengdo
anestésica com isoflurano vaporizado em O, 100%.
Apds antissepsia, foirealizada aremoc¢ao deumretalho
de pele e tecido subcutaneo de 1cm? do lado direito e
outro do esquerdo, caudal a borda da escapula, a 1cm
da coluna vertebral. No poés-operatério imediato, as
feridas foram medidas com paquimetro, cobertas por
gaze estéril e mantidas com atadura elastica (Figura
1A). Administrou-se cloridrato de tramadol 3mg kg,
IM, no pos-operatoério, BID, por trés dias.

Transcorridas 24 horas da indugdo de cada
lesdo, realizava-se a mensuracdo do comprimento
e da largura, com auxilio de paquimetro, seguida
pela limpeza de ambas as lesdes, com solugdo de
NaCl 0,9%, e entdo iniciava-se o tratamento com

ES nas lesdes localizadas do lado direito. As lesdes
do lado esquerdo representavam o controle, isto
¢, desempenhavam apenas o papel de elemento de
comparagdo e, para tanto, o Unico tratamento que
recebiam diariamente era a limpeza com solugdo de
NaCl 0,9%.

As agulhas de acupuntura de 0,25x15mm
foram aplicadas em quatro pontos equidistantes ao
redor da lesdo tratada, a uma distancia de 0,5cm de
sua margem. Logo em seguida, o aparelho de ES
(Sikuro, DSC 100) foi conectado as agulhas, a uma
frequéncia de 60Hz, pulso alternado assimétrico
intermitente e corrente alternada, variando de 8
a 20mA (dependendo da resisténcia do animal),
durante 10 minutos, a cada dois dias, por um periodo
de 15 dias no grupo A e oito no B. Os animais, apds
o inicio do tratamento, permaneceram sem curativos
e as lesdes foram higienizadas duas vezes ao dia com
solu¢do salina isotonica.

As avaliagdes macroscopicas das feridas
foram feitas segundo BEHEREGARAY et al. (2010),
sendo que, em cada avaliagdo, as feridas foram
mensuradas em duas dire¢des, 0 maior comprimento
pela menor largura, com auxilio de paquimetro
digital. A area de contracao da ferida (C) foi calculada
subtraindo-se a area inicial (al), determinada no dia
da inducdo da lesdo, da area da lesdo (a) nos dias 2,
4,6, 8,10, 12, 14, 15 para o grupo A, e nos dias 2,
4, 6, 8 para o grupo B. Assim, C = al - a. A taxa de
cicatriza¢do (Tc) também foi avaliada a partir desses
resultados (Tc= ¢ x 100/ al). Ainda foram feitos
registros fotograficos durante as mensuragdes e 0s
aspectos macroscopicos, como presenga de tecido
necrotico, granulagdo, sinais de infec¢do, presenca
de exsudato, hiperemia, edema, cianose e crosta, os
quais, quando observados, foram anotados em fichas
controle. Para a avaliacdo histologica da qualidade
da cicatrizagdo, por meio de exame de microscopia
oOptica, foram coletadas biopsias das feridas, através
do uso de punch de 6mm, das lesdes da direita e
esquerda, no décimo quinto dia no grupo A, e no
oitavo dia no grupo B.

As amostras coletadas permaneceram
conservadas por 48 horas em formol tamponado 10%.
A seguir, foram inclusas em parafina, sendo entdo
submetidas, com micrétomo, a cortes transversais
de 4pm. Foram coradas com hematoxilina—eosina
(HE), para avaliagdo global dos cortes de tecido,
e com Tricomico de Masson (TM), para avaliar a
presenca de fibras coldgenas existentes nos locais
de fibrose do intersticio. As variaveis histologicas
avaliadas, conforme descrito por BEHEREGARAY
et al. (2010), foram: proliferacdo vascular, células

Ciéncia Rural, v.44, n.5, mai, 2014.



Eletroestimulagdo na cicatrizagao de feridas cutaneas experimentais em coelhos.

880

Figura 1 - (A) Imagem obtida no pés-operatério imediato da indugdo cirtrgica de lesdes
cutaneas em coelhos, demonstra a mensuragdo das feridas por meio do uso
de paquimetro. (B) Aspecto vermelho brilhante da lesdo da direita tratada por
eletroestimulagdo (ES) em comparacdo com a lesdo controle. (C) Imagem
obtida durante o tratamento com ES, demonstrando o posicionamento das
agulhas de acupuntura ao redor da lesdo conectadas aos cabos do aparelho de
ES. Além disso, também ¢ possivel visualizar um rapido crescimento piloso
ao redor da ferida tratada por ES, quando comparada com a controle. (D) Por
meio dessa imagem, ¢ possivel visualizar que a lesdo controle apresentava-
se rodeada por um halo de pele dura ao tato, presenca de crosta espessa
recobrindo a ferida na quarta avaliagao.

mononucleares e polimorfonucleares, proliferagao
fibroblastica, colagenizagdo, reepitelizagdo, presenca
de foliculos pilosos e queratina. Foram atribuidos
indices histologicos para os achados: ausente, igual
a zero; discreto, igual a um; moderado, igual a dois;
intenso, igual a trés (Tabela 1).

Aavaliagdo estatistica dos dados foi feita pelo

programa Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS). As variaveis histologicas foram analisadas
mediante testes ndo-paramétricos de Mann-Whitney
e de Wilcoxon. O nivel de significancia utilizado para
rejeitar a hipotese de nulidade foi de 5% (P<0,05).

Tabela 1 - O indice histologico utilizado como critério para avaliagdo da cicatrizagao de feridas cutaneas induzidas em coelhos, com valores
variando entre 0 e 3, baseou-se em valores de proliferagdo vascular, células mononucleares, células polimorfonucleares,
proliferacgéo fibroblastica, colagenizagio, re-epitelizagdo, foliculos pilosos, queratina.

indice histologico

0 1 2 3
Proliferagdo vascular 0 1-5 5-15 >15
Células mononucleares 0 <50 50-100 >100
Células polimorfonucleares 0 <50 50-100 >100
Proliferagdo Fibroblastica 0 <50 50-100 >100
Colagenizagao® 0 <10 10-30 >30
Re-epitelizagio® 0 <1 1-2 >2
Foliculos pilosos® 0 <30% 30-60% >60%
Queratina® 0 1x 2-3x >3x

“avaliagio feita na regido sublesional; “relagdo feita através da visualizagio de um campo de 400x; °porcentagem estabelecida em relagdo ao
tamanho do bulbo do foliculo piloso; propor¢io feita em relagdo ao tamanho da lamina basal do epitélio.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O procedimento cirurgico para a indugdo
das lesdes transcorreu sem complicagdes em todos os
animais. A recuperac¢ao anestésica e a analgesia pos-
operatoria mostraram-se satisfatorias. A metodologia
aplicada na indugdo das lesdes foi baseada em
experimento prévio (BEHEREGARAY et al., 2010).

A medicagdo utilizada, pertencente a classe
dos opioides, parece ter sido eficiente em promover
analgesia, sem, contudo, apresentar caracteristicas
como agdo anti-inflamatoéria, o que poderia alterar
os resultados do experimento, visto que a inflamagao
constitui parte do processo de cicatrizagdo
(CASAUBON & LOPEZ, 1991; SUMANO et al.,
2002; BALBINO et al., 2005; PAVLETIC, 2010).
No entanto, nessa espécie, ¢ particularmente dificil
determinar o grau de dor; por ser um desafio, a
literatura nessa area ¢ restrita. WEVER et al. (2010),
em um estudo de avalia¢@o de dor pds-operatoria em
coelhos, comprovaram esse fato, pois encontraram
resultados semelhantes em animais tratados e
controles, ndo sendo possivel determinar o melhor
tratamento a ser empregado.

Os animais apresentaram-se doceis na
manipulacdo, aceitando o tratamento por ES sem
necessidade de qualquer medicacdo para contengdo
e aplicacdo da técnica. Esses permaneciam relaxados
no periodo de tratamento, podendo-se, por isso, supor
que a sensagdo proporcionada pela ES ¢ agradavel.
O mesmo comportamento foi constatado por
BEHEREGARAY et al. (2009), utilizando a ES na
cicatrizacdo de lesdo cutanea de um felino.

As agulhas de acupuntura foram escolhidas
para transmitir a corrente elétrica, porque podem ser
colocadas e removidas suavemente da pele saudavel
que rodeia a ferida, causando lesdo tecidual minima
(SCHOEN, 2006). Seu comprimento permite a
formagdo de um circuito fechado ao redor da lesdo,
o qual foi recomendado no estudo de SUMANO et
al. (2002). Com a utilizagdo de agulhas, os fluidos
internos agem como um condutor natural, espalhando
o estimulo elétrico em toda lesdo, evitando o que
ocorre quando se usa eletrodos adesivos, que
cobririam toda a regido da ferida. Ainda, esses
adesivos ndo sdo aplicaveis em superficies irregulares
(SUMANO et al., 2002; LOWDEN & REED, 2003).

A frequéncia de 60Hz utilizada para
ES foi determinada com base em outros trabalhos
citados na literatura (ABOLAFIA et al., 1985;
CAUSABON & LOPEZ, 1991; SUMANO et al.,
2002), diferenciando-se pela forma intermitente de
estimulacdo e pelo pulso ser alternado simétrico, o
que dificulta a acomodacdo do estimulo. Existem

diferentes modos de aplicar a ES; correntes entre 20
e 100Hz, alternadas ou diretas, tém sido indicadas
para estimular a cicatrizagdo de feridas, devido
ao incremento dos fatores de crescimento e pelo
alinhamento das fibras de colageno (SUMANO et
al., 2002). E importante ressaltar que a intensidade
da corrente aplicada sobre a lesdo deve ser menor do
que a que causa contragdo muscular (LOWDEN &
REED, 2003).

Desde a primeira aplicagdo da ES até o final
do tratamento, pode-se observar hiperemia ao redor
da ferida durante o estimulo elétrico, provavelmente,
devido ao aumento do aporte sanguineo no local
(Figura 1B). Outros autores observaram hiperemia
durante o tratamento com ES e verificaram que isso
ocorreria devido ao aumento da irrigagdo sanguinea
(ABOLAFIA et al., 1985; CAUSABON & LOPEZ,
1991; SUMANO et al., 2002; BEHEREGARAY et al.,
2009). Ainda, JANSEN et al. (1989) sugeriram duas
possiveis vias para ES aumentar o fluxo sanguineo: uma
inibicao de fibras nervosas vasoconstrictoras simpaticas
ou a libera¢do de neurotransmissores nas terminagdes
nervosas periféricas de neurdnios sensitivos primarios
de pequeno didmetro (fibras C e AJ).

As lesdes experimentais, de uma maneira
geral, ndo apresentavam exsudacdo. Apenas um dos
animais apresentou contaminagdo das feridas, com
presenca de exsudato purulento apds quatro dias
da indugdo da lesdo. Somente nesse caso optou-se
pela instituicdo da antibioticoterapia com o uso de
enrofloxacina 10mg kg' SID por cinco dias. Tendo
sido observado, nesse caso, que a ferida tratada por
ES apresentou remissdo dos sinais de contaminago
mais rapidamente que a controle, logo apds a segunda
aplicacdo da ES. A antibioticoterapia s6 foi mantida
devido a resposta lenta da ferida controle. A diferenca
da resposta da ferida tratada com ES em relagdo a
controle pode ser atribuida ao incremento do processo
inflamatorio agudo inicial, proporcionado pela ES. Esse
processo acelera a eliminagdo dos detritos celulares
¢ bacterianos, por meio da ativagdo de mediadores
quimicos responsaveis pela quimiotaxia de neutrdfilos
que, junto com os macrofagos, fazem a fagocitose
(ABOLAFIA et al., 1985; CASAUBON & LOPEZ,
1991; SUMANO et al., 2002). Os dados desse animal
foram retirados do experimento, pois o tempo cicatricial
foi alterado e isso aumentaria ainda mais a variabilidade
dos resultados no ponto de vista estatistico.

Em dois dos coelhos, pode-se observar
um crescimento piloso mais rapido ao redor da
ferida tratada por ES, sendo necessario frequentes
tricotomias para facilitar a higienizacdo da ferida.
Isso ocorreu, provavelmente, porque a cicatrizagdo
acelerada também produz estimulos para a formagao
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de novos foliculos pilosos, proporcionando o
crescimento de pelos (Figura 1C). Essa hipdtese
pode ser confirmada pelo exame microscopico, que
evidenciou grande quantidade de foliculos pilosos
e glandulas na derme das lesdes tratadas por ES.
Porém, quando comparadas as médias do grupo A nos
tratados (2,40) e controles (1,40), ndo houve diferenca
estatistica significativa (P=0,197) para a presenca de
foliculos pilosos. No grupo B, ndo houve presenca de
foliculos pilosos, como descritos na tabela 2, devido
a imaturidade da cicatriz de oito dias.

Na avaliacdo da area de cicatrizagdo das
lesdes, ndo foi possivel observar diferenca na taxa de
cicatrizagdo dia-a-dia do grupo A (15 dias), quando
comparados aos tratados pela ES com os controles. A
taxa de cicatrizagdo dia-a-dia do grupo B (oito dias)
demonstra comportamento semelhante ao grupo A,
nao havendo diferengas entre tratados e controles.

A regido em torno das feridas tratadas
por ES apresentava textura da pele adjacente a lesdo
semelhante a pele normal. J& nas imediagdes da
ferida controle, a pele apresentava-se rodeada por um
halo de pele firme ao tato e aspecto aspero (Figura
1D). Podemos atribuir essa diferenca entre tratados
e controles ao fato de a ES promover o depodsito e
o alinhamento das fibras de coldgeno. Isso pode ser
confirmado com o exame histopatolégico, que mostra
a deposicdo de colageno estatisticamente superior
(P=0,046) na tratada em comparagdo com o controle
no grupo A. No grupo B, ndo houve diferenca
significativa entre tratado e controle (Tabela 2). A
deposi¢ao de colageno ¢ feita, a principio, de maneira
aleatdria, tendo como orientacdo a organizacao da

fibronectina e dependente da natureza e direcdo das
tensdes aplicadas ao tecido. Repeti¢des sucessivas
da lise, sintese, redirecionamento e ligacdo formam
fibras maiores de colageno e resultam numa
configuracdo mais regular da cicatriz. Isso aumenta
a sua resisténcia, devido a organiza¢do das fibras
acompanharem as for¢cas mecanicas a que o tecido
estd sujeito durante a atividade normal (BALBINO
et al., 2005). Provavelmente, a ES age de maneira
benéfica, acelerando esse processo de um modo
que resulta na diferenca da textura da pele entre as
tratadas e controles.

Os  resultados  encontrados  neste
experimento foram semelhantes aos descritos por
CASAUBON & LOPEZ (1991), cabendo, entretanto,
notar que estes consideraram que a cicatrizagdo por
ES ocorreu por regeneragdo e nio por reparagdo,
devido a semelhanca histopatoldgica que havia com
a pele normal. Com isso, CASAUBON & LOPEZ
(1991) concluiram que pode existir um mecanismo
celular ativado pela eletricidade para promover a
sintese de colageno, e outro que permita orientar as
fibras, de maneira estratégica, para aumentar a forca
de contragdo das bordas da ferida.

No grupo B (oito dias), o exame
microscopico evidenciou diferengas na espessura
do epitélio, bem como na organiza¢do do tecido
conjuntivo das lesdes tratadas por ES e as controles.
No grupo A, a diferenga entre a ferida tratada e a
controle foram minimas. Provavelmente, isso ocorreu
devido a ES ter seu efeito mais evidente na re-
epitelizacdo numa fase mais precoce da cicatrizagao.
Contudo, essas diferencas nao foram estaticamente

Tabela 2 - Valores médios dos achados histopatologicos dos animais tratados com eletroestimula¢éo ou controle durante 15 dias (grupo A ) e
dos animais tratados com eletroestimulagdo ou controle durante 08 dias (grupo B). O indice histologico utilizado como critério
para avaliagdo da cicatrizagdo de feridas com valores variando entre 0 e 3 baseou-se em: proliferacdo vascular, células
mononucleares, células polimorfonucleares, proliferacdo fibroblastica, colagenizagdo, re-epitelizagdo, foliculos pilosos e

queratina.
Grupo A Tratada Grupo A Controle ~ Valor P Grupo B Tratada Grupo B Controle Valor P

Proliferagdo vascular 2.8 3,0 0,13 2,0 1,75 0,313
Células mononucleares 1,8 1,6 0,705 1,5 1,5 1
Células Polimorfonucleares 1,0 2,00 0,059 1,5 1,5 1
Proliferagdo Fibroblastica 2,6 22 0,317 2,0 1,25 0,083
Colagenizagdo® 2.8 2,0 0,046* 1,25 1,0 0,317
Re-epiteliza(;éob 2,8 22 0,257 0,25 0 0,317
Foliculos pilosos® 2,4 1,4 0,197 0 0

Queratina’ 2,6 1,8 0,257 0 0

“avaliagdo feita na regido sublesional; ‘relacdo feita através da visualizagdo de um campo de 400x; °porcentagem estabelecida em relagdo ao
tamanho do bulbo do foliculo piloso; *proporgio feita em relagdo ao tamanho da ldmina basal do epitélio.
" Diferenga estatistica significativa (P<0,05) usando o teste Mann-Whitney.
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significativas para nenhum dos itens avaliados.
Uma hipdtese para tal resultado seria uma possivel
interferéncia da ferida tratada sobre a controle,
ja& que ambas eram realizadas no mesmo animal.
Desse modo, a metodologia proposta neste trabalho
objetivou minimizar a interferéncia que ocorre na
cicatrizacdo entre individuos e desconsiderou a
possibilidade de haver interferéncia do tratamento
local poder interferir de maneira sistémica na ferida
controle. Para tanto, ¢ necessario que sejam realizados
novos estudos, utilizando individuos diferentes para
tratamento e controle.

Os indicios encontrados nesse experimento
indicam efeito benéfico desse protocolo (frequéncia
da corrente, tempo de estimulo e periodicidade) de ES
sobre a cicatrizagdo; bem como a forma de aplicagao ¢
facil, relativamente econdmica e aparentemente eficaz.

CONCLUSAO

Com a realizagdo deste estudo foi possivel
concluir que as lesdes tratadas com ES apresentavam
qualidade cicatricial, a partir da avaliacdo
macroscopica, superiores as controles. Pode-se
atribuir o efeito cosmético favoravel dessa técnica,
provavelmente, a quantidade superior de colageno
presente na lesdo tratada, ja que esse elemento ¢
um dos principais responsaveis pela qualidade e
resisténcia de uma cicatriz.

COMITE DE ETICA

Este projeto foi avaliado e aceito pelo Comité de ética
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, sob o registro: Protocolo
n® 10-0111.
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