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RESUMAO: Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficicia da aplicacio da corrente
elétrica ndo-invasiva na osteogénese da tibia de ratos em diferentes periodos posfratura.
Foram utilizados 30 Rattus navergicus albinus, variedade Wistar, machos, inicialmente
distribuidos em dois grupos de 15 animais e cada grupo foi subdividido em trés subgrupos
contendo cinco animais. Foi induzida uma fratura em nivel da didfise da tibia esquerda de
todos animais. Os animais do grupo-experimental, apos trés dias, foram submetidos a
eletroestimulacio (corrente galvanica). A aplicagio da corrente elétrica teve duracio de
20 min, estendendo-se por duas, quatro e seis semanas. Os animais foram radiografa-dos
apos a lesdo dssea e no final do experimento. Ao término do experimento, os ani-mais
foram sacrificados e procedeuse ao tratamento histologico. Os resultados da anaise
histolégica mostraram que todos animais do grupo-experimental, sacrificados na 22 e 42
semanas (fase colagena e osteogénica, respectivamente), apresentavam um estagio mais
avancado no processo de reparo dsseo, quando comparados aos animais do gru-po-
controle. J4 nos animais sacrificados na 6* semana em relacao ao grupo-tratado, o local
da lesio ndo revelou diferenca estrutural no osso neoformado (fase de remodelacio
ossea). E possivel concluir que a corrente elétrica direta nao-invasiva influencia na
neoformacio dssea, desde a fase fibroblastica, passando pela fase de coldgeno até a fase
osteogénica, acelerando o preenchimento dsseo em ratos submetidos a lesao de tibia.

PALAVRAS-CHAVE: Eletroestimulacio; Fratura; Osteogénese.

NON INVASIVE ELECTROTHERAPY IN
THE PROCESS OF BONE REPAIR IN
DIFFERENT PERIODS AFTER FRACTURE:
EXPERIMENTAL STUDY IN WISTAR RATS

ABSTRACT:This research had as objective evaluate the effectiveness of the application of
anon-nvasive electric currentin rats * tibia osteogenesis, at different periods after broken.
Were used 30 Rattus navergicus albinus, Wistar variety, males, distributed, initially, into 2
groups of 15 animals and each group was subdivided into 3 subgroups with 5 animals. A
broken on the level of diafisis on the left tibia of every animal was induced on them. The
animals of the experimental group, after 3 days, were submitted to the electricstimulation
(galvanic current). The application of the electric current took 20 minutes, extending for
2,4 and 6 weeks. All the animals were radiographed after the bone injuryand at the end
of the experiment. At the final of the treatment, the animals were sacrificed and then, the
histological treatment had start. The results of the histological and radiological analysis
showed that all the animals of the experimental group, no matter the after-breaking
period, had showed acceleration in the process of bone consolidation. After 4 weeks since
broken, the animals submitted to the electrostimulation had no signals of injury. Through
the histological analysis, at the second week after broken, in the electrostimulated animals,
was possible to identify the spongy bone with bone trabecullas well developed. In the non-
treated group, this trabecullas, although found occupying partially the bone fissure,
showed an ample intertrabecullar space, filled with fibrocartilaginous tissue. The final
results of this research reinforce what is found in the literature, indicating that the use of
a nonrinvasive electric current is efficient on the enhance of the speed on the bone
reconstitution.

KEYWORDS: Electro-stimulation; Fracture; Osteogenesis.
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INTRODUCAO

O osso demonstra propriedades elétricas fascinantes que vém
sendo estudadas desde 1950 (YUSUDA, 1953). Tratamentos para
auséncia de unio e atraso na formacio dssea sio muito estudados
e aeletroestimulacio tem sido usada como recurso terapéutico pelos
seus efeitos positivos na reparagio 6ssea (ZORLU etal., 1998).

Em 1960, alguns pesquisadores demonstraram que a aplicacio
de uma corrente direta de baixa frequéncia, semi-invasiva,
estimulava a osteogénese de acordo com o posicionamento correto
da polaridade no individuo (BASSET et al., 1974). Ja em 1963,
Udupa e Prasad realizaram experimentos quimicos e histoquimicos
na recuperacio de fraturas em ratos.

A eletroterapia com campos elétricos e eletromagnéticos
potencializa a reparacio de tecidos conjuntivos, representando
uma alternativa para auxiliar a reparacio de fraturas, uma vez que
ocasiona a aceleracio do processo de cicatrizacio (SOUZA, 2001).

E por meio dessa cicatrizacio que a sintese de DNA das células
osteoprogenitoras sofre aumento, juntamente com o fibroblasto,
e acelera a calcificacio da matriz cartilaginosa (ZORLU et al., 1998).
Ainda, ¢é reforcado por Zorlu et al. (1998) que a corrente elétrica
aumenta o namero de fons Hidroxila e pH, diminuindo a
oxigenacdo do tecido no local do citodo, e comprova que a
oxigenacio em baixa pressdo promove formacio dssea e aumento
da calcificacdo do tecido lesado.

Reuter e colaboradores (1987) e Reuter e colaboradores
(1984) reportam o aumento da velocidade da regeneracio de
20% a 30% por meio da eletroestimulacio, enquanto que Haupt
(1984) e Spadaro e colaboradores (1972) acreditam que esse efeito
ocorraem 80% dos casos.

Para Browner e colaboradores (2000), fratura de um osso é de-
finida como a perda da integridade e continuidade mecinicas e a
consolidacio de um processo bioldgico muito interessante, princi-
palmente se considerar que um osso fraturado, ao contrario de
qualquer outro tecido que tenha sido rompido ou seccionado, é ca-
paz de reparar-se sem cicatriz, isto ¢, de reparar-se mais por 0sso que
por tecido fibrético, regenerando o osso normal (SALTER, 2001).

Ainda, no que se refere a consolidacio, Prentice e Voight (2003)
consideram a reparacio de fraturas um processo fisioldgico muito
complexo e altamente organizado. Diferentemente de outros tecidos
que cicatrizam pela formacio de cicatriz fibrovascular, na
consolidacio de fraturas, o tecido 6sseo original é regenerado e as
propriedades preexistentes do osso sdo restauradas.

Herrera (1987), ao desenvolver um estudo experimental com
ratas, constata que dentre diferentes tipos de estimulacio elétrica
utilizadas, em fraturas recentes, o melhor resultado foi obtido com
a corrente continua a 4,5V por meio da técnica ndo-invasiva.

Guirro e Guirro (2002) definem a corrente galvanica ou direta
como aquela em que as cargas de mesmo sinal se movem no mesmo
sentido, com uma intensidade fixa. O termo continua refere-se ao
valor da intensidade e o sentido serem constantes. Os tecidos biologicos
apresentam grandes quantidades de fons positivos e negativos
dissolvidos nos liquidos corporais, e um campo elétrico polarizado
aplicado a superficie da pele movimenta esses fons e geram
consequéncias fisicas e quimicas.

Nogami e colaboradores (1982) pesquisaram in vitro os efeitos
da corrente elétrica continua no processo de condrogénese, porém
verificaram a nao-diferenciacio de células mesenquimais em

condrdcitos, mas alguns autores observaram, na regiao do citodo,
a proliferacio de condrdcitos pré-existentes.

O estimulo elétrico pode ainda desencadear maior vascularizacio
no local lesado, explicando o aumento da osteogénese por meio
desse método terapéutico (AARON; CIOMBOR, 1993).

Segundo Andrews e colaboradores (2000), os efeitos da imobili-
zacao sobre 0 0sso sio semelhantes aos observados em outros tecidos
conjuntivos. A perda dssea ¢ um achado consistente em resposta a
menor sustentacio de peso e contracio muscular. A resisténcia dssea
diminui uniformemente com a duracio da imobilizacio.

Carvalho e colaboradores (2002) constatam que, em alguns
casos clinicos, a regeneracio dssea ou aumento da massa dssea nao
ocorre da forma esperada, o que torna necessario o implemento de
métodos coadjuvantes para a obtenciao dos resultados satisfatorios.

Baseados nestes achados, o conhecimento de métodos que
estimulem a osteogénese adquire consideravel importincia.

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a eficicia da
aplicacio da corrente elétrica ndo-invasiva na osteogénese da tibia
de ratos da linhagem Wistar em diferentes periodos pdsfratura.

2 MATERIAL E METODOS

Para a realizacio desta pesquisa, foram utilizados 30 Rattus
navergicus albinus, variedade Wistar e machos, que foram divididos
em dois grupos de 15 animais (grupo-controle - C e grupo-
experimental - E) e cada grupo foi ainda subdividido em trés subgrupos
com cinco animais. Os mesmos permaneceram no biotério do
Centro Universitdrio de Maringa - CESUMAR, onde ficaram em
caixas de polipropileno com 39 cm de comprimento, 32 cm de
largura e 16 cm de altura, forradas com jornal, em ambiente
climatizado e controle de periodo claro/escuro com 12 h de cada. A
4gua e racio ficaram disponiveis diuturnamente.

Apos a obtencio dos animais, os mesmos foram anestesiados
com 45 mg/kg de peso de solucio de Tiopental Sédico (1 g) diluido
em dgua destilada (22 ml). E, quando completamente sedados, foram
submetidos a tricotomia do membro inferior esquerdo, seguida da
lesao dssea do membro em questio. A eletroestimulacio, nos animais
do grupo-experimental, teve inicio no terceiro dia posfratura. Os
animais do grupo-controle foram submetidos aos mesmos
procedimentos que os animais experimentais, exceto a
eletroestimulacio. Para a realizacio da estimulacio elétrica, o grupo-
experimental foi anestesiado com uma associacio de Cloridrato de
xilazina 10 mg/kg e Cetamina 50 mg/kg.

Para a emissdo da corrente, utilizouse um aparelho constituido
de um circuito gerador de corrente direta (galvinica), em
microampéres, controlados por dois multimeros, um determinando
aamperagem e outro, a voltagem aplicada. Este possui duas saidas:
um polo negativo e outro polo positivo. A técnica realizada é um
procedimento nao-invasivo e possibilita a utilizacio de eletrodos de
superficie de silicone-carbono (CARREIRA; BERTOLINI, 2003).

O procedimento foi realizado uma vez ao dia, com duracao de
20 m de eletroestimulacio a uma intensidade de 20 microampéres.
Antes de cada sessdo, o aparelho era testado, colocando-se os dois
polos (catodo e 4nodo) em um copo com agua, sendo o catodo o
eletrodo correspondente a producio do maior ntimero de bolhas
pela reacio de reducio que ocorre, liberando gas hidrogénio

(ROBNSON; SNYDER-MACKELER, 2001).
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Os animais foram radiografados no Centro Universitirio de
Maring, nas incidéncias antero-posterior e perfil, semanalmente, para
verificacio e acompanhamento da evolugio das fraturas, utilizando a
mesma técnica kV e mA (miliamperagem), com peliculas periapicais
Kodak. A revelacio foi feita a temperatura de 22°C, passando por 1
min e 20 segundos de lavagem interna, 10 min no fixador, 20 min de
lavagem final, permanecendo ainda 10 min para secagem.

Para possibilitar a avaliacio do efeito da eletroterapia em diferen-
tes fases do processo de reparacio, cinco animais de cada grupo
foram sacrificados apds as 22, 4* e 6* semanas pésratura (Tabela
1), sendo, respectivamente, as fases coldgena, osteogénica e de
remodelacio, de acordo com o protocolo de Udupa e Prasad (1963).

Ao término da aplicacio da corrente elétrica, os animais foram
sacrificados e, apos, procedeu-se a desarticulacio do joelho e
tornozelo para a coleta do segmento da tibia com a lesdo dssea.
Foram dissecadas as estruturas musculares, tendineas e capsulares
de cada segmento de tibia, restando somente o tecido 6sseo com o
respectivo peridsteo para tratamento histologico.

Os segmentos obtidos foram armazenados em formol a 10%
por um periodo de 10 dias. Em seguida, o material foi lavado em
solucio de salina 0,9% e fixado em Boin, durante 48 h, até o inicio
do tratamento histolégico de rotina. Os seguimentos foram
descalcificados e submetidos a desidratacio em série crescente de
4lcoois, diafanizados com xileno e incluidos em parafina. Nos blocos
de parafina, foram feitos cortes seriados de 5um de espessura,
orientados longitudinalmente em relacio ao maior eixo do osso,
sendo corados alternadamente e em sequéncia pelo método de
Hematoxilina-Eosina e fixados com resina Permont.

As pecas assim preparadas foram analisadas em microscopio
optico Olympus BX40 e fotografadas em fotomicroscopio BX50
com equipamento fotografico PM10AK.

Tabela 1 - Constituicio dos grupos de animais em relacio sacrificio
pos-fratura

Grupos Sacrificio dos animais pds-fratura
CleEl 22 semana
C2eE2 42 semana
C3eE3 6 semana
3 RESULTADOS

Foi possivel estabelecer comparacio entre o reparo ¢sseo dos
grupos controle e experimental por meio da anlise histologica.

- 14 dias: ambos os grupos apresentaram no local da lesio
trabéculas dsseas, mais delgadas nos animais do grupo-controle.
Neste grupo, o espaco intertrabecular estava preenchido por
tecido fibrocartilaginoso. (Figuras 1a e 1b). No grupo-
experimental, a neoformacio dssea foi maior em todos animais
em relacio ao grupo-controle.
- 28 dias: em ambos os grupos, o tecido neoformado mostrou
caracteristicas da fase osteogénica. As trabéculas dsseas
apresentavam-se mais espessas. No grupo-controle, notou-se
ainda 4reas de tecido fibrocartilaginoso sem diferenciacio dssea
(Figuras 1c, 1d, 2 e 3), enquanto que no grupo-experimental, o
osso neoformado apresentava aspecto semelhante aos dos
animais sacrificados apds 42 dias pésfratura.
- 42 dias: tanto no grupo-controle como no experimental a
fenda dssea estava totalmente preenchida por tecido dsseo
neoformado (Figura le e 1f).
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Figura 1 - Fotomicrografia de uma seccio longitudinal de 5 pm da lesdo ¢ssea da tibia. a: Grupo C1 - 14 dias; b: Grupo E1 - 14 dias; c¢: Grupo
C2 - 28 dias; d: Grupo E2 - 28 dias; e: Grupo C3 - 42 dias; f: Grupo E3 - 42 dias. Observar: Neoformagio éssea (). H.E. 50X

Figura 2 - Fotomicrografia de uma seccio longitudinal de 5 pm da
lesdo dssea da tibia observar: Tecido dsseo neoformado (TO) e

Tecido fibrocartilaginoso (TF ). H.E. 125X.

4 DISCUSSAO

Os resultados da andlise histologica mostraram que todos animais
do grupo-experimental, sacrificados na 22 e 42 semanas (fase coligena
€ osteogénica, respectivamente) apresentavam estagio mais avancado
no processo de reparo dsseo, quando comparados aos animais do
grupo-controle (Figura 1a, 1b, 1ce 1d). Ja nos animais sacrificados
na 6* semana em relacio ao grupo-tratado, o local da lesio nio
revelou diferenca estrutural no osso neoformado, possivelmente,
por se tratar da fase de remodelacio dssea (Figura le e 1).

Levando em consideracio os periodos pos-ratura, diferencas
mais evidente entre os grupos (controle e experimental) foram notadas
na 22 semana posfratura (Figura la e 1b). Estes resultados provavel-
mente se devam a maior vascularizacio no local da lesdo encontrada
na fase um de consolidacio dssea, 12 semana apos a lesdo, provocada
pelo estimulo elétrico (AARON; CIOMBOR, 1993).

Os aspectos histologicos do calo dsseo formado em estimulo
elétrico (42 semana pos-fratura), observados na fase osteogénica,
diferenciaram do formado espontaneamente (Figura 1c e 1d).
Estes resultados sugerem que no grupo-controle mesmo tendo
sido constituido por animais adultos jovens e sem pseudoartroses

Figura 3 - Fotomicrografia de uma seccio longitudinal de 5 pm
dalesio dssea da tibia. Observar: Tecido ¢sseo neoformado (TO).
H.E. 125X.

adquiridas ou congénitas, a corrente elétrica acelerou, embora
nio-quantificada, a cura da fratura, o que também ¢ reportado
na literatura por Herrera (1987). O referido autor constatou que
a corrente elétrica continua de 4,5 V reduziu em 50% o tempo de
consolidacio dssea em fraturas recentes. Aumento significativo na
velocidade de regeneracio, em torno de 20 a 30%, por meio de
estimulos elétricos, também foi descrito por Reuter e colaboradores,
(1987) e Reuter e colaboradores, (1984). Na literatura percentual
mais elevado, em torno de 80%, ¢ relatado por Haupt (1984) e
Spadaro e colaboradores, (1972).

Por outro lado, resultados diferentes sio encontrados nos estudos
de Bose e colaboradores (1988) e Klezzynski (1988). Para estes
autores, a estimulacio elétrica nio acelera a cura das fraturas recentes
uma vez que os aspectos histologicos, biomecanicos e radiolégicos do
calo constituido em estimulo elétrico ndo diferencia do constituido
de forma espontinea.

Os resultados obtidos no presente estudo reforcam, no entanto,
os achados da literatura mais recente (ZORLU et al., 1998), que
indicam a eficicia do uso da corrente elétrica no-invasiva no aumento
davelocidade da reconstituicio dssea tanto pdslesio dssea recente,
assim como nos casos de pseudo-artroses.
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5 CONCLUSAO

Com os resultados desta pesquisa é possivel concluir que a
corrente elétrica direta ndoinvasiva influencia na neoformacio dssea,
desde a fase fibrobléstica, passando pela fase de colageno até a fase
osteogénica, acelerando o preenchimento ¢sseo em ratos submetidos
alesdo de tibia. Assim, seu uso apresenta-se como coadjuvante na
induco do reparo tecidual.
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