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Resumo: Verificar o efeito da TENS no processo de cicatriza¢do cutanea. Estudo transversal, experimental, prospectivo e com
interven¢do em ratos da linhagem Wistar. Mensuragoes de contragdo da ferida e amostras de tegumento foram retiradas e analisadas
histologicamente, adotando-se a analise do niimero de mastécitos e densidade vascular. Analise estatistica revelou que a drea da
ferida reduziu no grupo experimental em comparagdo com o grupo controle. Na contagem de mastdcitos e densidade vascular
foi verificada uma redugdo para as variaveis no grupo experimental em relagdo ao grupo controle. O processo de cicatrizagdo foi
mais acelerado e eficiente no grupo de animais tratados.

Descritores: Trascutaneous Electrical Nerve Stimulation (TENS); técnicas de fechamento de ferimentos; cicatrizagao.

Summary: Check the effect of TENS on the cutaneous healing process. A cross-sectional, experimental, prospective study
with intervention in Wistar rats. Measurements of wound contraction and integument samples were collected and analyzed
histologically, using mast cell number and vascular density analysis. Statistical analysis revealed that the wound area reduced in
the experimental group compared to the control group. In the mast cell count and vascular density, a reduction was observed for
the variables in the experimental group in relation to the control group. The healing process was more accelerated and efficient
in the group of treated animals.
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Introducao

A cicatrizagdo é um processo dinamico que envolve fendmenos bioquimicos e fisioldégicos que se
comportam de forma harmoniosa a fim de garantir a restauracgao tissular, consistindo em uma perfeita
e coordenada cascata de eventos celulares e moleculares, que interagem para que haja a substituicao do
tecido lesado por um novo tecido acompanhado por uma neovascularizagao'.

A contracao da ferida é uma etapa importante do fechamento da lesao cutanea em animais cujo tegumento
estd frouxamente conectado aos tecidos subjacentes, contudo alteragdes nesse processo podem levar a perda
da funcao desses tecidos, onde uma contracdo demasiadamente pequena retarda o fechamento, permitindo
sangramentos einfec¢Oes, ao passo que uma contragao intensa pode levar acontraturas teciduais, com
conseqiientes deformidade e disfun¢ao. Porém, a contracdo de uma ferida nao é um fenémeno isolado que
seja capaz de levar ao definitivo fechamento, faz-se necessario também a formacao do tecido de granulacao
e a re-epitelizagao®.

E importante ressaltar que a reparagao tecidual é um fendmeno de grande interesse para profissionais
da area da satde, pois sua eficiéncia acelera o processo de reabilitagdo, com um retorno mais rapido ao
trabalho, atividades de lazer e convivio social®.

Alintervengao fisioterapéutica neste tipo de lesdao é de extrema importancia no que se refere a reducao no
periodo de cicatrizagao, a diminui¢ao das sequelas deixadas pela lesao, na melhoria da qualidade de vida
e da integracgdo, nao so fisica, mas também psicolégica do individuo na sociedade®. Entre as modalidades
fisioterapéuticas disponiveis tem-se a Transcutaneous Eletrical Nerve Stimulation (TENS) que ja vem sendo
utilizadadurante um longo tempo como um recurso na modulacdo de dores agudas e cronicas e, agora
assume um novo campo de atuagao, que € o tratamento de feridas excisionais - aceleragao da cicatrizagao
e do fechamento de lesdes cutaneas.

A estimulagdo elétrica pode ser usada para melhorar a perfusao vascular periférica através de um ou
dois mecanismos possiveis: de maneira reflexa ou pela contragdo muscular. A vasodilatagdao cutanea ocorre
na area de aplicacdo de alguma estimulacao elétrica de intensidade suficiente, isso provavelmente ocorre
devido a estimulagao de nervos sensoriais, causando vasodilatag¢ao arteriolar, ativando primeiro o reflexo
axoOnico, e subsequentemente a liberagao de substancias semelhantes a histamina®®.

No presente estudo, propds-se avaliar os efeitos da aplicagdo da TENS de baixa frequéncia sobre a cicatrizagdo
cutanea, em um modelo experimental de lesdo cutanea em ratos, por meio de analises macroscépicas (drea
da lesdo) e microscopicas (histoldgicas), e assim, verificar se a estimulagdo elétrica nervosa transcutanea de
baixa intensidade é eficaz no processo de cicatrizagdo cutdnea em ratos.

Método

O estudo foi aprovado pela Comissio de Etica em Pesquisa com Animais de Experimentagio da
Universidade Federal do Para (CEPAE — UFPA, protocolo n® 115-13).

Os procedimentos cirtrgicos, de tratamento e a analise histolégica do tegumento foi realizada no
Laboratério Central de Patologia do Departamento de Anatomia Patolégica da UEPA.

Foram utilizados 08 ratos machos adultos da linhagem Wistar, com peso corpéreo de 200g (+ 50g),
procedentes do Biotério do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Para. Os animais
permaneceram acondicionados em condigdes sanitarias adequadas nas gaiolas individuais, com controle de
temperatura e umidade ambientais, com livre acesso a d4gua potavel e ragdo industrial prépria para ratos.

Os animais foram divididos aleatoriamente, por sorteio, em dois grupos, o grupo tratamento contou com
cinco animais e o grupo controle com trés (1 e 2), sendo o grupo 1 de aplicagdo da TENS de baixa frequéncia
efetiva e o grupo 2 de estimulagao simulada (controle, com o equipamento desligado). A confecgao da
ferida ocorreu no POI (pés-operatério imediato) e do 1° PO (pds-operatério) ao 7° PO houve a aplicacdo e
a simulacdo da estimulagao elétrica.

Procedimento operatorio

Inicialmente, os animais foram anestesiados mediante anestesia por via intraperitoneal com uma associagao
de Cloridrato de Ketamina 10% e Cloridrato de Xilazinha 2%, onde a dose consistia numa ralagao direta
com o peso de cada animal. Em seguida, os animais foram posicionados em dectbito ventral, imobilizados
e submetidos a tricotomia, por tragdo manual, na regidao dorsal em area de 6 cm? sobre a linha média,
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seguida de antissepsia com alcool etilico 70%, a confecgao da ferida cirtirgica foi realizada a uma distancia
de 3cm abaixo do angulo inferior das escapulas, com utilizacao de um punch com 6 mm de didmetro, até a
exposicao da fascia muscular dorsal.

Aplicagao da TENS

Aaplicagao iniciouno 1° PO e continuou diariamente até o dia da eutandsia, sempre no mesmo horario e
periodo (1 hora), tendo sido utilizado o equipamento NEURODYN III TENS da Ibramed. A distancia entre
os eletrodos e a borda da ferida foi de 1,5 cm. No grupo TENS, os parametros utilizados foram: largura de
pulso (T) de 200 microssegundos (ps), frequéncia (R) de 2 Hertz (Hz) e intensidade abaixo do limiar motor,
ou seja, aumento progressivo até o limite maximo sensitivo, sendo que, no grupo controle, o equipamento
era mantido desligado.

Analise macroscopica

Foram registrados os perimetros das dreas das lesdes desde o POl até o dia da eutanasia, utilizando papel
celofane e caneta piloto de ponta fina. O desenho foi realizado duas vezes, cada um por uma pesquisadora,
e para a andlise estatistica foi calculada a média das duas mensuragdes. As imagens, em seguida, foram
transferidas para um computador por meio de um scanner digital e analisadas por meio do software Image]®,
onde foi feito um aumento de 1200%, em cada circunferéncia, para ser quantificado o nimero de pixels e,
desse modo, ser calculada a drea da ferida cutdnea no transcorrer da pesquisa.

Analise histologica

Na andlise histolégica foram realizados métodos de coloragao por Hematoxilina e Eosina, Azul de Toluidina
e Tricomio de Masson. A andlise da coloracao por Hematoxilina e Eosina foi utilizada para mensurar a
densidade vascular, onde a contagem morfométrica de vasos, expresso em porcentagem estereoldgica de
densidade vascular tecidual, seguiu o principio de Delesse. A coloragao de Azul de Toluidina foi usada para
quantificagdo de mastdcitos e dos seus granulos. Ja os cortes histolégicos corados com Tricomio de Masson
foram analisados microscopicamente para verificar o padrao morfolégico da cicatriz.

Processamentos estatistico

Os resultados foram avaliados quanto ao tipo de tratamento (controle ou irradiado), e submetidos a
analise estatistica, por meio do programa GraphPad Prism, através da aplicacdo de testes estatisticos por
analise de variancia (ANOVA) e de comparagdes bindrias pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon, com o
nivel de significancia p valor < 5%.

Resultados

O grupo controle e o grupo estimulado apresentaram um diminui¢do na area da ferida ao longo
dos 7 dias de estudo que se sucederam apos a lesdo cutanea. A drea média inicial da lesdao, imediatamente
depois de produzida no grupo 1 (estimulado) foi de 588.4 pixels, diminuindo para 139.5 pixels no 7° PO
e no grupo 2 (simulado), a drea média da lesao foi de 594 pixels de imediato e de 325, 67 pixels no 7° PO,
o que demostra que a utilizagdo da TENS foi eficaz na aceleracdo do processo cicatricial, e que pode ser
visualizado na Figura 1.

Na Figura 2 esté a representacdo das diferencas de drea da lesdao encontradas nos grupos experimental
e controle, na forma de boxplot, onde as bordas inferior e superior correspondem, respectivamente, aos
primeiro e terceiro quartis; a linha interna, a mediana; os colchetes horizontais externos, ao menor e maior
valores da amostra; e as linhas horizontais isoladas abaixo e acima, aos valores correspondentes ao primeiro
e o terceiro quartis.

A analise estatistica evidenciou que houve diferenca significante entre as dreas médias das lesdes entre
os grupos estudados com um p = 0,0313.

Com respeito, a contagem de mastdcitos foi encontrado uma redugdo no nidmero de unidades do grupo
experimental, com uma média de 3 mastdcitos por campo, em relagao ao grupo controle que tinha uma média
de 6 unidades por campo estudado, onde acredita-se que isto ocorreu devido o grupo TENS encontrar-se
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em uma fase do processo de cicatrizagdo mais avangada, em que ndo haja mais necessidade de mastdcitos
degranulando histamina (Figura 3). Essa diferenca foi estaticamente significante com p = 0,0002.

Na andlise da densidade vascular observou-se que nas feridas dos animais do grupo tratado com
eletroestimulacdo, o nimero de vasos sanguineos era visivelmente menor em rela¢do as feridas dos animais
do grupo controle (Figura 4). De modo que o grupo A tinha uma média de aproximadamente 14% de
densidade vascular, enquanto que o grupo B apresentou uma média préxima a 30%, e essa diferenca foi
estatisticamente significante com p = 0,0002.
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Figura 1. Comparacao entre as médias das areas (pixels) das feridas cutaneas nos ratos do grupo experimental. Belém-Par4, 2015.
Fonte: Do autor, 2015.
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Figura 2. Diferencas de area da lesdo nos grupos no 7° PO. Belém-Para, 2015.
Fonte: Do autor, 2015.
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Figura 3. Contagem do niimero de mastécitos em ambos os grupos. Belém-Para, 2015.
Fonte: Do autor, 2015.
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Figura 4. Comparacao da densidade vascular entre os grupos. Belém-Para, 2015.
Fonte: Do autor, 2015.

Discussao

Os efeitos benéficos do tratamento com TENS para controle da dor aguda e cronica ja sao bem conhecidos
e ensaios recentes, com foco na aceleracao da cicatrizacao de feridas e na melhora consideravel da resisténcia
e qualidade da formagao de cicatrizes, vém ampliando o leque de indica¢des para a mesma, visto que é uma
fonte terapéutica de baixo custo e facil manipulac¢do, contudo ainda pouco se sabe sobre os seus efeitos na
cicatrizacdo da pele. Portanto, o objetivo principal do presente estudo foi avaliar a hiptese de que a TENS
efetivamente acelera o fechamento das lesdes da pele, utilizando anélises macroscépicas e microscépicas
para avaliagao da lesdo no decorrer de sete dias.

Evidéncias apontam que a TENS melhora a cicatrizagdo tecidual e causa relaxamento muscular, pela
diminui¢do de sua atividade e melhora da vascularizacao. Ja que a cicatrizagdo de feridas pode ser beneficiada
quando os principais eventos que a possibilitam sao estimulados, ou seja, nutrigao, proliferagao celular e
controle da inflamacao e infec¢ao, por exemplo’.

O rato foi adotado, neste estudo, como modelo de experimentacdao devido a facilidade na obtencao,
manuseio e acomodacdo, bem como pelo fato de ser um modelo experimental aceito internacionalmente.
Além do mais, o mesmo é um animal resistente a manipulacgdo, a agressoes cirdrgicas e a processos
infecciosos. Nao foram observados processos de irritagdo local e/ou alergias e/ou infecgoes que fossem
provocadas pelo eletroestimulador.

As lesdes foram realizadas no dorso do rato, por ser uma regido relativamente protegida de contaminagao,
pelo menor contato com fezes e com a saliva do animal. Foi produzida uma lesao cutanea total, com o
objetivo de retirar toda e qualquer camada proliferativa central que pudesse propiciar uma cicatrizagao
espontanea rapida’.

O periodo estabelecido para avaliacdo foi o sétimo dia de pds-operatério para andlise histologica da
cicatriz, pois, nessa ocasido, o processo de angiogénese e formacao de neovascularizagdo a partir do leito e
da area perimetral ja devem estar instalados, j& que o processo inflamatério, no final de sete dias, € menos
intenso e aparentemente mais evoluido em feridas tratadas®’.

O tempo e a freqiiéncia de estimulagao da TENS no processo de cicatrizagdo apresenta grande variagao
na literatura consultado. Contudo, utilizou-se como parametros F:2Hz, I:limiar sensitivo, T:200Ms°.

Aaplicagao da TENS é eficaz no processo de reparo tecidual, visto que na fase proliferativa o nimero de
células inflamatdrias diminui, enquanto o ndmero de células endoteliais e fibroblastos aumentam, sendo
estes ultimos de grande importancia no reparo de pele ndo s6 porque sao os principais produtores da
matriz extracelular, mas também porque se contraem, reduzindo o tamanho da lesdo, assim a estimulagao
causa o aumento do processo de quimiotaxia o que justifica a redugao da area da ferida no grupo tratado®’.
Aratjo et al. (2007)"° em seu estudo mostrou que no 23° dia pés-lesao houve o pico de fibroblastos, e que esses
encontraram-se em maior quantidade no grupo eletroestimulagdo em comparacdo com o laser, ultrassom e
o grupo controle. Burssens et al. (2003)" mostrou em sua pesquisa que a TENS em sua modalidade BURST
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teve um aumento estatisticamente significante na contagem de fibroblastos em comparag¢ao com o grupo
controle, no processo de cicatriza¢do da sutura do tenddo calcaneo.

Em estudo similar verificou-se como resultados uma reducao estatistica significante da drea da necrose no
grupo tratamento com parametros (F: 2hz, T: 200ps, I: 15mA) em comparac¢ao com o grupo controle, todavia,
nesse mesmo estudo houveram outros grupos de tratamento, onde apenas foi variada a intensidade, e que,
nestes, a diferenga na drea da necrose com relacao ao grupo controle nao foram significantes estatisticamente’.

Estudo realizado em seres humanos aponta a eficicia da TENS no processo de cicatrizagao de tlceras
varicosas, onde a partir da mensuragao da ferida, foi observada diminui¢ao da drea em todos os individuos,
o que esta de acordo com os beneficios obtidos nesse estudo'.

Com respeito, a contagem de mastocitos, nada foi descrito nas pesquisas com relagdo a aplicagao da
TENS na redugdo da quantidade de mastdcitos no processo de cicatrizagao, entretanto, acredita-se que isto
ocorreu devido o grupo TENS encontrar-se em uma fase do processo de cicatrizagdo mais avangada, em
que nao haja mais necessidade de mastdcitos degranulando histamina.

A densidade vascular diminuida no grupo experimental em comparacdo com o grupo controle deve-se
principalmente pela maior presenca de mastécitos que ainda estdo em processo de degranulagao no grupo
controle, visto que, em fases anteriores da cicatrizagdo, precisava estar elevada para facilitar a migragao de
mediadores quimicos para o local da lesdo, ou seja, a angiogénese é um processo dinamico com sucessiva
formacao e regressao dos vasos sanguineos, tendo como maior fungao o reestabelecimento da circulagao e
da atividade normal do tecido envolvido.

Resultado similar foi encontrado em estudo com a aplicacao de correntes elétricas em feridas de animais, e
notou-se que o nimero de vasos sanguineos era visivelmente menor no grupo tratado com eletroestimulagao
em relacdo as feridas dos animais do grupo controle®. Na pesquisa de Aratjo et al. (2007)!° houve uma
comparacao dos efeitos do laser, ultrassom e da eletroestimulagao e foi verificado que no 14° dia pds-lesao
foi observado o maior quantitativo de vasos capilares no grupo da eletroestimulagao, o que se opde ao
achado nesta pesquisa.

Wikstrom et al. (1999)'* em estudo que tinha por objetivo avaliar o fluxo sanguineo na pele integra com
a aplicagdo de TENS de baixa e alta frequéncia notou que no grupo de baixa frequéncia foi observado um
aumento do fluxo de 40% em comparagao com o de alta frequéncia (12%), o que mostra a vantagem da
corrente de baixa frequéncia em relacdo a de alta frequéncia.

Ratificando esse achado, em pesquisas onde se avaliou a influéncia da estimulacdo elétrica transcutanea
na cicatrizagdo do tendao do ventre lateral do musculo gastrocnémico em coelhos, verificou-se que a rede
vascular recém formada durante os primeiros sete dias no tecido lesado regrediu™*.

Tendo em vista os resultados obtidos no 7° PO, é importante ressaltar que os estudos experimentais
que analisam a eficdcia e os beneficios da TENS (corrente de facil aplicacdo e baixo custo) no processo de
cicatrizacdo de feridas sdo importantissimos, pois servem de fundamento para futuros ensaios clinicos,
entretanto, algumas questoes ainda devam ser melhor investigadas para melhor detalhar e caracterizar o
efeito e a acdo cicatrizante da TENS, tais como: o tempo necessario para a aplicacao didria e a frequéncia
semanal. Assim, novos estudos com estes objetivos podem e devem ser estimulados para que, ao final, se
possa dar credibilidade cientifica ao que este e outros trabalhos ja sinalizam.

Consideragoes finais

As fases de granulacao e fibroblasticas tém sido consideradas por muitos autores como indicativo de
aceleragao do processo cicatricial’?, os resultados presentes neste estudo sugerem que os animais-controle
apresentaram caracteristicas fisiopatoldgicas coerentes com a normalidade, que resultaria em uma cicatrizagao
convencional por segunda intencdo e que, na verdade, a cicatrizagao acelerada do grupo experimental é
decorrente das a¢oes da TENS.

Portanto, os resultados obtidos permitem afirmar que a TENS, podera se tornar modalidade de uso
continuo para profissionais da drea da satide, que sdo responsdveis pelo tratamento de feridas, servindo
de coadjuvante no tratamento de pacientes que apresentam escalpelamento, queimaduras e/ou ulceras
de pressao.
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