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HIDROTERAPIA E ELETROTERAPIA EM RATOS COM DENERVACA O DO
NERVO ISQUIATICO

RESUMO - Varias sdo as doencas causadoras de sintomas degenerativos
devido a traumas de nervos peroféricos que podem levar a atrofia muscular.
Doengas parasitarias como a Tripanossomiase, doencas virais altamente
contagiosas como a cinomose, além de traumatismos - como quedas,
atropelamentos, entre outros - que causam disturbios nos nervos por
compressdo, esmagamento ou até mesmo ruptura total acarretam em atrofia,
afetando tanto fibras musculares lentas quanto rapidas, resultando na
diminuicado do diametro destas fibras e da forca muscular. Quando ocorre leséo
dos motoneurdnios espinhais ou dos nervos motores, havera perda rapida de
massa muscular. As principais caracteristicas das alteracbes no sistema
musculoesquelético dizem respeito a diminuicdo da massa muscular e 0ssea,
pois ha grande associacdo entre essas forcas e evidéncias significativas de
gue um ambiente destituido de estimulo mecénico produza efeitos diretos em
suas estruturas e funcbes. As relacdes existentes entre atividade de
modelamento do 0sso e agdo bombeadora dos musculos pode ser calculada a
partir de experimentos com denervacao e desvascularizacdo. Em contrapartida
a atrofia muscular, a eletroterapia e hidroterapia sdo métodos fisioterapicos de
eficiéncia comprovada. Este estudo tem como hipbétese que a denervagdo
causa atrofia muscular, e que a eletroterapia e a hidroterapia podem restaurar
os danos causados por esta denervacao. Assim, € objetivo deste estudo testar
estas hipoteses pela histomorfometria dos musculos extensor digital longo e
flexor digital superficial e biomecanicamente as tibias correspondentes. Foram
utilizados 40 ratos Wistar (Rattus novergicus albinus), dividido em: GC -
controle; GD — submetido a denervacdo; GH - submetido a denervacéo e
hidroterapia; GHE - submetido a denervacdo, hidroterapia seguida de
eletroterapia e GE - submetido a denervacao e eletroterapia. Foram realizadas
20 sessoes de tratamento para cada grupo, sendo 5 sessdes por semana. Os

animais foram sacrificados e tiveram seus membros posteriores retirados e



dissecados para observar a massa, diametro e quantidade de fibras
musculares, e também densidade, conteddo mineral e parametros mecanicos
de tibia. Todos os dados passaram por analise estatistica descritiva — média,
desvio padrdo e coeficiente de variancia — ANOVA e teste de Tukey para
comparacao dois a dois, com nivel de significancia de 5%. Pode-se concluir
diante da metodologia aplicada, que a denervagcé&o provocou diminuigcdo nas
propriedades musculares, causando atrofia muscular, mas ndo acarretou
perdas nas propriedades 0sseas e que 0 uso da eletroterapia foi capaz de

reverter a quantidade das fibras.

Palavras-chave: denervacao, eletroterapia, hidroterapia, musculo extensor
digital longo, musculo flexor digital superficial, tibia



HYDROTHERAPY AND ELECTROTHERAPY IN RATS WITH SCIATI C
NERVE DENERVATION

ABSTRACT - There are several degenerative diseases causing symptoms due
to nerve trauma peripherals that can lead to muscle atrophy. Parasitic diseases
such as trypanosomiasis, highly contagious viral diseases such as distemper,
and trauma - such as falls, motor vehicle collisions, among others - that cause
nerve compression disorders, crushing or even cause total breakdown in
atrophy, affecting both slow muscle fibers as rapid, resulting in decreased
diameter of these fibers and muscle strength. When injury occurs spinal
motoneurons or motor nerves will be rapid loss of muscle mass. The main
features of the changes in the musculoskeletal system relate to decreased
muscle and bone mass, as there are strong association between these forces
and significant evidence that an environment devoid of mechanical stimulus
produces direct effects on their structures and functions. The relationship
between activity modeling of bone and muscle pumping action can be
calculated from experiments with denervation and devascularization. In contrast
to muscle atrophy, electrotherapy and hydrotherapy are proven methods of
physiotherapy. This study is hypothesis that denervation causes muscle
atrophy, and electrotherapy and hydrotherapy can restore the damage caused
by this denervation. Thus, aim of this study is to test these hypotheses by
histomorphometry of the long digital extensor muscles and superficial digital
flexor tibia and biomechanically relevant. Were utilized of 40 Wistar rats (Rattus
norvegicus Albinus), divided into: GC - control; GD - subjected to denervation;
GH - subjected to denervation and hydrotherapy; GHE - subjected to
denervation, electrotherapy and followed by hydrotherapy, GE - subjected to
denervation and electrotherapy. 20 sessions were conducted for each treatment
group and five sessions week. The animals were sacrificed and their hindlimbs
were removed and dissected to observe the mass, diametro and amount of
muscle fibers, and also density mineral content and mechanical parameters of

the tibia. All data underwent descriptive statistical analysis - mean, standard



deviation and coefficient of variance - ANOVA and Tukey test for pairwise
comparison, with a significance level of 5%. It can be concluded before the
methodology, the denervation caused a decrease in muscle properties, causing
muscular atrophy, but did not cause bone loss in properties and the use of

electrotherapy was able to reverse the amount of the fibers.

Keywords: denervation, electrotherapy, hidrotherapy, long digital extensor
muscle, superficial digital flexor muscle, tibia



1. Introducgao

Véarias sdo as doencas que podem levar a atrofia muscular onde o
conhecimento deste se torna fundamental para um perfeito diagnodstico e
tratamento, sendo muito comum traumas de nervos periféricos.

A histéria clinica do animal, a evolugdo da doenca, dados
epidemioldgicos e exame clinico correto, e fatores etioldégicos sdo dados
importantes para a localizacdo da lesdo. Com a presenca de sinais nervosos
ou ndo, é possivel diagnosticar enfermidades infecciosas que causam
inflamacéo difusa do sistema nervoso, traumatismos que tem evolucao rapida,
disfuncéo nervosa por meio de aplicacdo medicamentosa, entre outras (RIET-
CORREA et al., 2002).

O conhecimento das diferentes enfermidades que afetam o sistema
nervoso € muito importante e podem ser detectadas por meio de quatro
funcdes basicas: motora; proprioceptiva; sensitiva e, do sistema nervoso
autbnomo. A funcdo motora € realizada por dois tipos de neurdnios,
manifestada clinicamente por paralisia, podendo ser total ou parcial. A paralisia
parcial ou paresia, dependendo da localizacdo da leséo, aparece como uma
debilidade dos musculos dos membros levando a atrofia muscular, podendo ser
flacida se ocorrer nos neurbnios motores inferiores ou espastica caso ocorra
nos neurdnios motores superiores. A funcdo proprioceptiva permite que o
animal tenha a nogdo de espagco e de seus membros, transmite também
informacdes de sensacdes dolorosas, podendo ser detectadas observando se
o animal responde a pingamentos com agulhas, por exemplo, transmitindo
alguma sensacao dolorosa, podendo ser observada pelas expressdes faciais,
pois se 0 animal tem paralisia ele perderd os estimulos motores, sensitivos e
proprioceptivos (RIET-CORREA et al., 2002).

Doencas parasitarias como a Tripanossomiase, segundo Aquino et al.
(1999); Davila e Silva (2000); Herrera (2004); Levine (1973); Marques et al.
(2000); Moraes et al. (2007); Silva et al. (1995); Tochetto et al. (2010) leva a



paralisia dos membros pélvicos, causando atrofia muscular por distlrbios
neuroldgicos.

Doencas virais altamente contagiosas em caes como a cinomose
também afetam o sistema nervoso causando atrofia muscular devido a
paraplegia/tetraplegia e incoordenacdo de membros (BARBOSA; PASSOS,
2008; MANGIA; PAES; 2008; SILVA et al., 2007), além de traumatismos, como
quedas, atropelamentos, entre outros que causam disturbios em nervos pela
compressdo, esmagamento ou até mesmo ruptura total do mesmo, levando a
perda da musculatura, ou seja, uma atrofia muscular.

A atrofia decorrente de qualquer enfermidade que acomete nervos, afeta
tanto fibras musculares lentas quanto rapidas, resultando na diminuicdo do
diametro da fibra muscular e da forca muscular (LIEBER, 2002).

Nervos periféricos se conectam a medula espinhal com estruturas nas
extremidades e tronco, tais como musculos e pele. Os principais componentes
dos nervos periféricos, como o0 mediano e o isquiatico, sdo as fibras nervosas
(axoénio). Fibras nervosas sdo simplesmente projecdes longas, finas, dos
corpos celulares do nervo que se encontram proximas da medula espinhal ou
do encéfalo (ROBINSON, 2001).

Quando ocorre lesdao dos motoneurdnios espinhais ou dos nervos
motores levando a atrofia muscular neurogénica, havera perda rapida de
massa muscular (PEDRO; OLIVEIRA, 2009), pois existem alguns tecidos no
corpo que impedem a capacidade de formar novas células a partir de
percursoras existentes durante a vida do animal, e o sistema nervoso € limitado
neste aspecto, pois, depois que o desenvolvimento se completa, ha pouca
geracdo de novas células nervosas. Essa é a principal razdo pela qual o
sistema nervoso tem efeitos devastadores (BEHAN, 2006).

As  principais caracteristicas das alteragbes no  sistema
musculoesquelético dizem respeito a diminuicdo da massa muscular e 0ssea,
pois hd uma grande associacdo entre essas forcas e evidéncias significativas
de que um ambiente destituido de estimulo mecéanico produza efeitos diretos

na estrutura e funcdes Osseas, principalmente naqueles que servem de apoio



para o peso corporal como, por exemplo, o fémur e a tibia (APOLINARIO et al.,
2011, RISO et al., 2010). As relagbes existentes entre atividade de
modelamento do 0sso e acdo bombeadora dos musculos sobre a circulacéo e
a velocidade do fluxo sanglineo através das extremidades pode ser calculada
a partir de experimentos com denervacéo e desvascularizagdo (GUERRINO et
al., 1996).

Em contrapartida a atrofia muscular, a eletroterapia e hidroterapia sao
meétodos fisioterapicos de eficiéncia comprovada. De acordo com Velho et al.
(2006); a fisioterapia € uma alternativa médica que possui técnicas préprias
ndo-invasivas indispensaveis para reabilitacdo de pacientes acometidos por
diversos tipos de enfermidades.

A fisioterapia veterinaria vem se tornando uma especialidade terapéutica
prospera dentro da area da saude, utilizando recursos que abrangem a visédo
biomédica dentro do processo saude-doenca-cura, tanto pelo numero de
profissionais habilitados na area e também pelos trabalhos e estudos que vem
em andamento crescente (MIKAIL; PEDRO, 2005; TELES, 2010).

Para se iniciar o tratamento, uma série de passos se inter-relacionam
para dar a possibilidades ao profissional de planejar o tratamento compativel as
necessidades do paciente (O'SULLIVAN, 2004). A avaliacdo dos dados e a
avaliacdo musculoesquelética contribui para estabelecer o melhor diagnostico e
progndstico, objetivos do tratamento e planos de assisténcia (WHITE, 2004).

A hidroterapia € um tratamento fisioterpico efetivo para disfuncbes
musculo esquelético como a atrofia muscular, mostrando influéncia severa em
varios sistemas do corpo, proporcionando excelentes beneficios no sistema
musculo esquelético, neurologico e cardiovascular principalmente (MEDEIROS
et al., 2004).

Segundo Evangelista et al. (2003), para se restabelecer as funcdes
normais de um mauasculo quando sua forca apresenta diminuida se usa
programas de fortalecimento muscular, como a eletroestimulacéo.

A eletroestimulacdo continua € um tratamento fisioterapico efetivo para

as disfuncdes musculo esquelético como a atrofia muscular, tendo como



objetivo em musculos denervados exercita-los eletricamente para que estes se
mantenham o0 mais saudavel possivel enquanto os axoénios lesados se
regenerem e voltem a inerva-los (PEDRO; OLIVEIRA, 2009; POLONIO et al.,
2010).

2. Revisao de literatura

2.1  Denervagéo

O nervo isquiatico esté situado entre as vértebras lombar 6 e sacral 1, e
vai para os membros pélvicos, tendo como funcdo a inervacdo motora dos
musculos flexores da perna e flexores e extensores dos pés e dos dedos.
Quando o mesmo ¢é lesionado ocorre perda da sensibilidade distal ao joelho e
monoparesia grave, onde o animal pode suportar seu peso, porém nao €
possivel que ele flexione o joelho, e também néo flexione e nem estenda o
tarso e os digitos, acarretando em uma rapida atrofia do membro pélvico
(FERNANDEZ; BERNARDINI, 2010).

A disfuncé@o dos nervos periféricos decorre da lesdo do neurdnio, das
células de Schwann ou da bainha de mielina, ndo podendo transmitir os
impulsos nervosos normalmente. Existem muitos mecanismos de lesdo dos
nervos periféricos, e um deles € o esmagamento e a lesdo por percussao,
acarretando em trauma direto no musculo (ADAM'S; DUCHEN, 1992 apud
ROSA FILHO, 2004; BERKOW et al.,, 1997 apud ROSA FILHO, 2004;
BONNARD et al., 1999).

Em um muasculo denervado pode ser obervado alteragbes como o
aumento de tecido adiposo e de tecido conjuntivo e, diminuicdo do trofismo
(KERN et al.; 2002).

2.2  Sistema musculoesquelético



O sistema musculoesquelético inclui 0ssos, musculos com seus tenddes
e bainhas sinoviais, bolsas e estruturas articulares como cartilagens, meniscos,
capsulas e ligamentos. As lesdes agudas ou condicdes cronicas que
comprometem a estrutura e/ou as funcdes dos tecidos musculoesqueléticos
podem afetar amplamente o desempenho fisico de um paciente, por causar
comprometimentos como dor, inflamacao, deformidade estrutural, restricdo dos
movimentos articulares, instabilidade articular e fraqueza muscular. Alguns
exemplos de diagnosticos que resultam nesse comprometimento séo: fraturas,
artrites, osteoartrites, luxagédo articular, tendinites, distengdo ou ruptura
muscular, distencao/ruptura ligamentar, além das doencas que afetam os
nervos (WHITE, 2004).

Determinar a presenca ou auséncia de comprometimento muscular,
0sseo, estruturas articulares e nervosas, permite determinar o estado basal do
paciente, pois as doengas musculoesqueléticas e neuromusculares sao as de
prognoéstico reservado, fazendo com que o paciente conviva com a perda
progressiva de suas funcdes (PARREIRA, 2007; WHITE, 2004).

2.3  Fisiologia da contracdo muscular

O musculo esquelético € envolto por uma camada de tecido conjuntivo,
onde nas extremidades musculares este tecido se torna mais intenso formando
entdo os tenddes que se ligam aos 0ssos. Os musculos sédo formados pela
unido de varias fibras ou feixes musculares que sdo envoltos por um reticulo
sarcoplasmatico onde se encontra o ion calcio, e também por tubulos T. A
unido de varias miofibrilas da origem as fibras musculares. A miofibrila consiste
em muitos sarcémeros, e cada sarcOmero possui moléculas de actina, que sédo
os filamentos finos, e moléculas de miosina, que sao os filamentos grossos,
possui também linhas Z, banda A e bandas I. Envoltos as moléculas de actina
possui um filamento chamado, filamento troponina — tropomiosina
(COSTANZO, 2008; CURI; PROCOPIO, 2009; FERREIRA, 2005).



Para que ocorra a contragdo, € necessario um estimulo externo, pois 0s
musculos estdo ligados aos nervos formando a jun¢do neuromuscular. Quando
o estimulo ocorre, ele percorre por todo o nervo chegando a juncdo. Neste
momento ocorre a ativacdo das mitocondrias e das enzimas pré-sinapticas
presentes no interior das ramificagbes nervosas. As mitocondrias fazem a
producéo da acetilcolina que depois se desloca para as enzimas pré-sinapticas,
fazendo que a enzima se movimente até a extremidade nervosa se eclodindo
para o espaco sinaptico. A acetilcolina realiza a abertura dos canais de sodio e
potassio para a passagem do estimulo para o musculo e 0 seu excesso é entdo
guebrado pelos receptores de acetilcolina, fazendo sua quebra
(acetilcolinesterase) e transferindo-o novamente para a mitocondria para a
formacdo de nova acetilcolina. No momento em que o estimulo passa através
dos canais, se dissipa pelo masculo todo pelos tabulos T e faz a ativagdo do
ion calcio, essencial para a contracdo muscular. Os ions se deslocam e se
ligam ao complexo troponina — tropomiosina fazendo o seu deslocamento
possibilitando, a ligagdo da cabeca da miosina com o filamento de actina
(COSTANZO, 2008; CURI; PROCOPIO, 2009; FERREIRA, 2005).

Apés a ligacdo, o ATP que estava ligado a cabeca de miosina se
hidrolisa em ADP e fosfato inorganico e entdo ocorre o deslocamento do
musculo, ou seja, ele se contrai. Para uma nova contracdo, uma nova molécula
de ATP se liga a cabeca de miosina fazendo com que se ligue novamente ao
filamento de actina repetindo todo o ciclo. No musculo relaxado o complexo
troponina — tropomiosina interpde-se entre as duas moléculas, impedindo a
interacdo entre a actina e a miosina (COSTANZO, 2008; CURI; PROCOPIO,
2009; FERREIRA, 2005).

2.4  Tratamento fisioterapico

2.4.1 Eletroterapia



O primeiro relato da utilizagdo da eletroterapia como forma de
tratamento foi descrito utilizando o contato com um peixe elétrico, onde se
acreditava que poderia aliviar os sintomas causados por artrite ou enxaqueca.
No século XVII, a corrente elétrica passou a ser pesquisada com finalidade
analgésica, o que s6 veio a ser explicado posteriormente pela teria das
comportas de Melzac e Wall, de 1965 (AGNE, 2011; MIKAIL; PEDRO, 2005;
RIGONATTI, 2004).

O termo eletroterapia € oriundo do tratamento com corrente elétrica
(AGNE, 2011). A corrente elétrica € constituida pelo movimento de atomos
livres através da matéria quando os corpos possuem uma diferenca de
potencial, ou seja, tensdo elétrica e seu movimento transfere energia de um
corpo para outro (AIUB e FILONI, 2006; BISSCHOP et al., 2001; HAAR, 2003;
ROBINSON e SNYDER-MACKLER, 1995). Pode também ser definida como a
qguantidade de cargas elétricas que passa por um condutor num determinado
intervalo de tempo em segundos. Portanto, a tensdo é a forca que faz surgir
uma corrente elétrica e quanto maior for essa forca, maior sera 0 movimento de
cargas pelo condutor (AIUB e FILONI, 2006).

A estimulagdo elétrica neuromuscular por meio do sistema nervoso
periférico tem como objetivo produzir contracdo muscular para restaurar,
manter ou melhorar a capacidade funcional do mesmo (FRAGA et al., 2007)

O conceito FES (Funcional electrical stimulation), foi descrito por
Vodonick em 1971 como: “estimulacdo elétrica do musculo desprovido de
controle nervoso com objetivo de provocar contracdo muscular e produzir um
movimento funcional atil.”

Os nervos e 0s musculos sdo tecidos excitaveis e, portanto, possuem
permeabilidade da membrana da célula sensivel a voltagem. Sendo assim,
uma vez estimulada eletricamente, a membrana do neurdnio pode atingir o seu
limiar de despolarizacdo e produzir um impulso nervoso que se propagara até
atingir a placa motora promovendo a contracdo muscular (CAMERON, 2003;
NELSON et al., 2003; ROBINSON; SNYNER-MACKLER, 2001).



O mecanismo de agdo consiste na estimulacdo dos processos bioldgicos
causados pela corrente elétrica. Esta, por sua vez, age despolarizando as
células nervosas (ou musculares), e iniciando um potencial de acédo. A
frequéncia é de 1.000 a 2.000 Hz para musculos inervados e de 10 a 40 Hz
para musculos denervados (HENEINE, 1987).

Pacientes acometidos por lesdo de nervos, a estimulacdo elétrica é
bastante indicada, pois ela é capaz de produzir efeito fisiologico especifico
(FRAGA et al., 2007).

Quando se aplica correntes continua, a contracdo muscular ou a
formacéao do pulso nervoso somente ocorre no fechamento ou na abertura se a
intensidade da corrente atinge um determinado limiar préprio de cada tecido.
Isso ocorre deviso ao fato de que no fechamento e na abertura do circuito, ha
uma variacdo de intensidade de corrente relativamente brusca. A
movimentagdo dos elétrons variando suas velocidades de vp a v,, velocidade
constante do regime da corrente estabelecida, representa uma variacdo de
intensidade de corrente (CARNEIRO LEAO, 1982).

A estimulacdo elétrica funcional (FES) é uma técnica que produz
contragcdo muscular, realizando a despolarizacdo do nervo motor e produzindo
uma resposta sincrénica em todas as unidades motoras do musculo
promovendo eficiente contracdo. N&o € possivel obter um movimento funcional
de um membro paralisado por um simples pulso elétrico; faz-se necessaria
uma série de estimulos, com certa duragdo, seguida por uma frequéncia
apropriada de repeticdo, realizando o ajuste da intensidade para que né&o
ocorra o fendbmeno denominado acomodacéo, que acorre apés certo tempo de
aplicacdo da corrente elétrica, ou seja, 0 mesmo estimulo passa a nao
despolarizar mais essas fibras, sendo necessario aumentar a intensidade do
estimulo para que isso ocorra (AGNE, 2011; DOUCET; GRIFFIN, 2009;
DURFEE, 1999; MIKAIL; PEDRO, 2005; MOUNT; DACKO, 2006).

Segundo Doucet e Griffin (2009) e Durfee (1999), quando o objetivo do
tratamento é o fortalecimento muscular, a contracdo estimulada continua do

musculo esquelético leva a fadiga muscular muito rapida, resultando na queda



da forca gerada, sendo necessario manter uma taxa de repeticdo de pulso, por
meio dos controles time on (com estimulo) e time off (sem estimulo) e os
diferentes tipos de fibras musculares também respondem as diferentes
frequéncias. Por exemplo, musculos brancos tendem a responder a
frequéncias mais altas (60 a 80 Hz) e musculos vermelhos, a frequéncias mais
baixas (20 a 30 Hz) (MIKAIL; PEDRO, 2005).

Para que o fortalecimento muscular se realize € necessario que ocorra
recrutamento das fibras musculares, podendo ser por estimulos voluntarios ou
estimulos elétricos, produzindo a excitacdo do sarcolema que inerva o musculo
(AGNE, 2011).

Nas proximidades de cada fibra muscular, o ramo do motoneurénio que
a inerva, encapsula progressivamente, perdendo sua bainha de mielina,
constituindo a placa terminal motora. Assim, as diferentes fibras musculares
estdo inervadas por diferentes motoneurdnios. As fibras do tipo | sdo inervados
por pequenos motoneurbnios que apresentam uma baixa velocidade de
conducéo, pequena amplitude de impulso e uma frequéncia de descarga baixa.
As fibras do tipo Il estdo inervadas por grandes motoneurdnios, com elevada
velocidade de conducdo, grandes amplitudes de impulsos e frequéncia de
descarga elevada. Numa contracéo voluntaria pouca intensa, sao recrutadas
primeiramente as fibras do tipo I, lentas e resistentes a fadiga. Conforme a
contragdo muscular se torna mais intensa ou mais réapida, sdo recrutadas
primeiramente as fibras do tipo Il, rapidas e menos resistentes, que obtém sua
energia a partir da glicose anaerdébica, ao contrario das fibras do tipo I, que tem
seu aporte energético do metabolismo oxidativo mitocondrial. Para se obter a
contragdo muscular eletroestimulada de um musculo é necessario que se
produza a despolarizacdo de uma ou mais unidades motoras. O musculo
inervado responde com uma contracdo ao estimulo elétrico que chega a sua
placa motora através do nervo correspondente. Esta resposta segue a lei do
“tudo ou nada”, quer dizer, quando a intensidade e a duracdo do estimulo forem
adequadas se produz o efeito contrétil. A repeticdo do estimulo precisa de um
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tempo de recuperacdo da fibra muscular, de forma que seja compativel com
seu estado fisiologico (AGNE, 2011).

Eletrodos sdo materiais condutores utilizados na eletroterapia. Existem
varios tipos (de silicone, auto-adesivos e metalicos), porém os de maior uso na
fisioterapia veterinaria séo os de silicone devido ao seu custo e praticidade, seu
tamanho varia com o tamanho de area a ser tratada e seu posicionamento
depende do tipo de corrente elétrica e do objetivo de tratamento. A pele produz
resisténcia a passagem da corrente elétrica, que pode ser diminuida através da
tricotomia e a limpeza (20 a 30 Hz) (MIKAIL; PEDRO, 2005).

As principais indica¢cbes da eletroterapia séo analgesia, fortalecimento
muscular, reducédo de edemas, relaxamento de espasmos musculares, acelerar
cicatrizacdo de fraturas, melhorar a mobilidade articular, aumentar a circulacéo
e agir como bactericida (FRAGA et al., 2007; MIKAIL; PEDRO, 2005).

2.4.2 Hidroterapia

A utilizagdo da agua como forma de terapia € bastante antiga, e vem até
hoje mostrando resultados positivos. Hipdcrates utilizou a agua a diferentes
temperaturas para o tratamento de algumas enfermidades, passando a ser
utilizada como tratamento somente no inicio do século XX para a reabilitacdo
de disfun¢des musculoesqueléticas (DEGANI, 1998).

A reabilitagdo aquatica € um termo do final do século XX, que descreve
procedimentos clinicos que fazem uso da imersdo em agua para a restauracao
da mobilidade fisica e da atividade fisioldgica, tendo como principal diferenca
dos exercicios em solo, o impacto mecéanico (DE VIERVILLE, 2000; MIKAIL;
PEDRO, 2005).

Para a utilizacdo adequada da hidroterapia, o profissional deve ter
conhecimento de suas propriedades e caracteristicas que incluem massa,
peso, densidade, gravidade especifica, flutuabilidade, presséo hidrostatica,
superficie de tensédo, refragcdo e viscosidade (BECKER, 2000; CAMPION,
2000).
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Pacientes com desordens neurolégicas e musculoesqueléticas possuem
lesbes complexas, as quais podem evoluir para desordens em marchas. A
reabilitacdo aquatica oferece abordagem unica para o tratamento dessas
lesGes e das deficiéncias que elas criam (MORRIS, 2000).

Segundo Paeslack (1978), a natacdo pode proporcionar um trabalho
muscular sem a acao da gravidade, oferecendo a possibilidade de um exercicio
continuo, diminuindo a espasticidade. Tal propriedade ocorre devido ao fato de
na agua haver maior facilidade de produzir uma estimulacdo sensitiva de
temperatura, tato e pressao. (BATES e HANSON, 1996), além de que a
natagdo tem mostrado beneficios no desenvolvimento de movimentos que
promovem um novo controle postural (CAMPION, 1990; CAMPION, 2000). A
natacdo pode proporcionar algumas vantagens como o alivio do peso corporal,
favorecendo o treino de marcha em individuos com dificuldade de locomoc¢éao; o
reforco muscular em funcdo da maior densidade da agua e o relaxamento
muscular e a ativacdo da circulagdo sanguinea, em decorréncia do efeito
turbuléncia (SKINNER e THOMSON, 1985).

A hidroterapia pode proporcionar beneficios ao  sistema
musculoesquelético, nervoso e cardiovascular para paraplégicos e
tetraplégicos devido a suas propriedades unicas como empuxo, viscosidade,
capacidade de conducdo térmica, densidade relativa, pressdo hidrostatica,
diminuicdo da acéo da gravidade (alivio de peso) e turbuléncia, promovendo a
prevencado de deformidades e atrofias, auxiliando na propriocepc¢ao e na nogao
espacial, melhorando a flexibilidade e o trabalho de coordenacao, reeducando
0s musculos paralisados levando-os ao fortalecimento mais precoce e mais
eficaz, equilibrio estatico e dinamico, motivacdo (BIASOLI; MACHADO, 2013;
MORRIS, 2000; PARREIRA, 2007; PESTANA et al. 2011), além de diminuir a
dor, causar relaxamento muscular, aumentar a frequéncia respiratéria, diminuir
a pressao sanguinea, aumentar o suprimento de sangue para os musculos,
aumentar o metabolismo muscular, aumentar a circulagdo periférica, aumentar
a frequéncia cardiaca, melhorar o retorno venoso e aumentar a taxa metabdlica
e aumentar o filtrado glomerular (MARQUES, 2004; PARREIRA, 2007),
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permitindo a exploracdo dos movimentos, o fortalecimento e o treinamento de
atividades funcionais, frequentemente antes mesmo do paciente estar apto a

realizar as acdes em terra (MORRIS, 2000).

2.5 Efeito da fisioterapia sobre o musculo denervad o

No caso de fortalecer os musculos, a corrente elétrica pode ser utilizada
para a prevencao de atrofias musculares, quando ha uma lesdo no neurénio
motor periférico, visando a manutencao do tbnus muscular até que o nervo se
recupere (MIKAIL; PEDRO, 2005).

As forcas fisicas da agua quando agem sobre o organismo, podem
provocar alteracdes fisiologicas extensas, afetando assim quase todos os
sistemas do organismo. Seus efeitos fisiolégicos se somam aos
desencadeados pela pratica de exercicio fisico na agua, tornado a resposta
mais complexa (CAROMANO; NOWOTNY, 2002).

O sucesso depende do grau de lesdo muscular e do tempo que se leva
para iniciar o tratamento. Quanto mais cedo melhor . Para a prevencao de
atrofias musculares quando os musculos se encontram impedidos de trabalhar,
como no caso de pacientes que sofreram cirurgias e ndo devem movimentar a
area, quanto mais cedo for realizado o tratamento, melhores serdo os
resultados (MIKAIL; PEDRO, 2005).

2.6 Mecanismos 6sseos

As principais células 0sseas sdo 0s osteoblastos, 0s osteoclastos e 0s
ostedcitos (LIRANI, 2004).

O osso devido ao fato de ser um tecido altamente vascularizado tem alto

poder de metabolizacdo e ativacdo no corpo, conforme forcas mecanicas

agem, ele passa a desenvolver sua estrutura (ARALDI; ARMILIATO, 2005),

portanto, € necessario o estimulo mecénico para que ocorra uma estimulacéo
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O0ssea local proporcionando seu devido crescimento e remodelamento
(GUYTON, 2006).

O modelamento e remodelamento 6sseo podem ser estimulados por
microlesfes, estimulos mecéanicos, estimulos combinados ou por mecanismos
desconhecidos e para que sejam realizados perfeitamente sdo necessarios
exercicios fisicos constantes e boa nutricdo (dieta apropriada de célcio), além
dos fatores genéticos (CARVALHO, et al. 2002).

Os 0sso0s séo os grandes reservatorios de calcio, contendo 99% do seu
total. E essencial para o organismo agindo em coracéo, nervos e musculos.
Quando o célcio se mantém em equilibrio, 0s 0ssos nao sédo afetados porque
nao ha a necessidade de retirar o calcio dos 0ssos para suprir o restante do
corpo (CARVALHO, et al. 2002).

2.7 Fosfatase alcalina e célcio

As principais sdo as fosfatase alcalina 0ssea, que é mais sensivel a
algumas pequenas variacdes podendo se encontrar aumentada nos disturbios
em que predomina a reabsor¢cdo Ossea e ndo sofre influéncias hepéticas
(SOARES, 2009).

A fosfatase alcalina O0ssea se localiza na membrana plasmatica do
osteoblasto, no momento em que a matriz 6ssea se encontra ativa, grandes
guantidades da mesma podem ser secretadas, podendo se difundir pelo
sangue tornando-se um bom indicador da taxa de formac&o 6ssea (GUYTON;
HALL, 2006).

As concentragcfes de célcio no sangue dependem do balanco entre a
reabsorgcdo éssea, absorcdo intestinal e a reabsorcao tubular renal por um lado
e, por outro, da perda 0ssea e das excrecdes pelos rins e intestino. A absorcéo
de célcio diminui com o envelhecimento (CURI; PROCOPIO, 2009).

Por ter muitas fungbes fisiolégicas o calcio nada mais € que uma
importante molécula sintetizadora; € parte do cemento intracelular que mantém

as células unidas nas juncbes oclusivas; é um co-fator na cascata de
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coagulacao; e a concentracdo plasmatica de calcio afeta a excitabilidade dos
neurdnios (SILVERTHORN, 2010).

O calcio e o fosforo sdo elementos essenciais para a manutencédo do
organismo, sendo 0s 0ssos seu principal reservatério. Em um animal adulto a
reabsorcdo e formacdo do tecido 6sseo encontram em equilibrio, ou seja, a
partir das forcas aplicadas sobre o0 mesmo, ele se remodela para atender as
suas necessidades, além de serem necessarios para 0 endurecimento e
fortalecimento 6sseo. Para que as células nervosas realizem suas fungdes o
calcio é de extrema importancia para que ocorram suas reacdes e uma dentro
outras funcdes do fésforo € agir na contragcdo muscular (CARVALHO et al.,
2002; GARTNER; HIATT, 2003; TORTORA; GRABOWSKI, 2002).
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Hipbtese e Objetivos

Este estudo tem como hipGtese que a denervacdo causa atrofia
muscular, e que a eletroterapia e a hidroterapia podem restaurar os danos
causados por esta denervagéo.

Assim, é objetivo deste estudo testar estas hipoteses pela
histomorfometria dos muasculos extensor digital longo e flexor digital superficial,
analises biomecanicas e densitométricas das tibias correspondentes e analise

bioquimica.
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3. Material e Métodos

O experimento estda de acordo com o0s principios éticos da
Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal (CEEA) em 17/11/2010, de acordo com o protocolo
2010-008755, Faculdade de Odontologia/UNESP/Aragatuba-SP.

Foram estudados 40 ratos Wistar, com 3 meses de idade, machos. Os
animais foram mantidos em ambiente climatizado, fotoperidédicos de 12 h
claro/escuro e alimentados com racao e agua a vontade.

Os animais foram divididos de forma aleat6ria em 5 grupos (n=8) sendo
4 animais por caixa: GC - controle; GD - submetido a denervacdo sem
tratamento fisioterapico; GH - submetido a denervacédo e hidroterapia; GHE -
submetido a denervacéo, hidroterapia seguido de eletroterapia e GE -
submetido a denervacéo e eletroterapia.

O GC permaneceu em gaiola durante todo o tempo experimental
correspondente aos outros grupos. Os grupos GD, GH, GE e GHE foram
anestesiados com Ketamina (30 mg/Kg) e Xilazina (3mg/Kg) para o
procedimento cirdrgico. Foi realizada incisdo de aproximadamente 1,5 cm
sobre a pele e feita a separacdo dos musculos biceps femoral e semitendinoso
para a visualizacdo do nervo isquiatico (Fig. 1), que foi entdo submetido aos 4
pincamentos consecutivos (intervalo de 20 segundos cada) com pinca
mosquito® realizando a compressdo e esmagamento do mesmo, apds o
procedimento foi realizada sutura apenas em pele. Apds 24hs teve inicio a
fisioterapia para os grupos GH, GE e GHE. A sessao para os tratamentos foi de

20 minutos para cada animal.

! Pin¢ca Mosquito - Erwin Guth® - Brasil
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FIGURA 1 - Nervo isquiatico (indicado pela seta) sendo
exposto para a realizacdo dos pingamentos.

Para a hidroterapia (Fig. 2) foi utilizado tanque pequeno, com quantidade
de agua suficiente para que os ratos nadassem sem nenhum contato com o
fundo. A agua estava aquecida a 36C.

FIGURA 2 - GH. Realizacdo da hidroterapia feita
individualmente em tanques com agua aquecida e com
quantidade suficiente para que os animais néo tivessem
contato com o fundo.
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Os animais foram imobilizados com contensores EB 285M? (Fig. 4), para
gue nao ocorressem acidentes durante as sessfes. Para a eletroterapia, o
aparelho utilizado foi o physiotonus four® (Fig. 3), com eletrodos de 1 cm?
corrente FES na frequéncia de 10Hz, fase de 300us e intensidade de 10mA no
total (FERNANDES et al. 2005), sendo que foi iniciado com baixa intensidade
aumentando a cada 2 minutos 2mA. Os eletrodos foram colocados na porcéo
cranial e caudal de cada musculo, fixados com gel e esparadrapo para que
permanecessem no local durante todo o periodo da sesséo.

FIGURA 3 - Aparelho physiotonus four, Bioset® - Brasil,
utilizado nas sessdes de eletroterapia.

% Contensores EB 285M - Contensor para Rato de 0 - 500 gramas Insight® - Brasil

3 Physiotonus four - Bioset® - Brasil
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FIGURA 4 - Contensores EB 285M - Contensor para Rato de 0 - 500 gramas
Insight® - Brasil. Utilizados para conter os animais no momento da sesséo
de eletroterapia.

Foram realizadas 20 sessbes de tratamento (hidroterapia e/ou
eletroterapia) para cada grupo, sendo 5 sessbes por semana. Vinte e quatro
horas apés a Ultima sessdo os animais foram eutanasiados por deslocamento

cervical e tiveram seus membros pélvicos dissecados.

Massa Corpérea dos ratos

A massa corporea foi avaliada no inicio do experimento (mi) e no
momento da eutanasia (mf) com balanca digital de precisdo”.

Processamento dos musculos

Apds a eutanasia dos animais, foram retirados os musculos extensor
digital longo e flexor digital superficial, pesados e entdo passados em talco para
a retirada de excesso de liquido. Apds, foi cortado somente o ventre muscular e
colocados em nitrogénio liquido por 5 minutos para seu perfeito congelamento.

* Balanca digital de preciséo - Balanca digital de precisdo - Balanca Toledo® - Brasil
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Depois de congelados foram armazenados em tubos criogénicos que também
se encontravam em nitrogénio liquido para que quando entrassem em contato
estivessem na mesma temperatura e nao ocorresse choque térmico, e
armazenado em freezer -80C. Foram encaminhados para a Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia®, para o seu processamento, seu transporte foi feito em caixas de
isopor contendo nitrogénio liquido. Chegando a faculdade, foram novamente
armazenados em freezer a -80C. O aparelho utilizad o para a realizacdo dos
“cortes” foi o Micron HM 505 E°, com espessura de 6mm (Fig. 5), com
temperatura entre -20 a -18<T (Fig. 6).

Os musculos foram retirados do freezer a -80C e co locados no interior
do micr6tomo, onde permaneceram durante 0 processamento e apOs 0s
mesmos foram novamente colocados no freezer. Apds os masculos atingirem a
temperatura do micr6tomo, eles foram colados com cola especial — Tissue-Tek

4583’, em “stubs” e em seguida acoplados ao micrétomo para os “cortes”.

FIGURA 5 - Aparelho Micron HM 505 E Cryostat
Microtome Freezing da eBay® - EUA. Utilizado
para o processamento dos musculos.

® Faculdade de ciéncias e tecnologia - Presidente Prudente, Laboratério de Histologia
® Micron HM 505 E - Cryostat Microtome Freezing da eBay® - EUA
" Tissue Tek - Gold Lab® - Brasil
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FIGURA 6 - Vista interna do aparelho Micron HM
505 E Cryostat Microtome Freezing da eBay® -
EUA. Temperatura de — 20C a — 18<C.

Parametros avaliados

Fibras Musculares

Foi feita analise histomorfométrica da regido média dos musculos
extensor digital longo e flexor digital superficial, onde foram observados
diametro e quantidade de fibras musculares.

O procedimento para corar os “cortes” foi iniciado com o formol-calcio
por 2 minutos para fixa-los e depois foram lavadas por 5 minutos em agua
corrente. Apos a fixagdo, as laminas foram colocadas nos suportes para
laminas, onde entdo foram hidratadas com agua por mais 10 minutos. Depois
de serem hidratadas, foi acrescentada hematoxilina por 6 minutos exatos e
depois desse tempo as laminas foram lavadas novamente por mais 5 minutos.
Foram diferenciadas com &cido cloridrico a 1% e em etanol a 70% fazendo um
mergulho rapido e lavadas com agua corrente por 5 minutos. Apds a lavagem
foi acrescentado eosina por 30 segundos e novamente lavadas 3 vezes com

agua corrente. Foi acrescentado alcool 95° por mais 2 minutos, em seguida
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alcool absoluto | por 5 minutos, &lcool absoluto Il por 5 minutos e &lcool
absoluto Il por mais 5 minutos. Apds esses procedimentos, foram diafanizadas
(retirar as impurezas) na capela por 30 minutos no xilol — alcool. Foi
acrescentado xilol | por 5 minutos, xilol Il por mais 5 minutos e também xilol
montagem por mais 2 — 3 minutos e entdo montadas com permount.

Apés todo o procedimento de coloragdo, os mesmos foram mantidos em
descanso para depois serem observadas ao microscopio

Para a avaliacdo de contagem e diametro das fibras musculares, foi
utilizado o programa NIS-Elements D3.0°, acoplado ao microscépio 6ptico
hikoh SP7°, com aumento de 40x, onde os “cortes” foram fotografados. Foram
utilizadas seis laminas por animal, onde foram escolhidos trés campos de cada
lamina e feita a contagem e medic&do do diametro, totalizando dezoito campos.

Apds esse procedimento foi realizada uma média para cada animal.

Parametros Osseos

Antes do inicio e ap6s os 20 dias tratamento, os animais foram
anestesiados e levados ao densitdmetro para avaliagdo da densidade mineral
0ssea — DMO de suas tibias.

ApoOs a eutanasia, os membros pélvicos foram dissecados e as tibias
desarticuladas, removidas e limpas dos tecidos moles circundantes para
andlises densitométrica e biomecéanica. A densidade mineral Ossea foi
realizada por densitbmetro 6ésseo padrao; a resisténcia 6ssea foi determinada

por ensaio mecanico destrutivo.

Densitometria 6ssea

Os animais em vida e os ossos (tibias) foram submetidos a analise da

densidade mineral 6ssea — DMO (g/cm?), area (cm?) e contetido mineral 6sseo

® NIS Elements D3.0 - Nikon® - EUA
° Nicon SP7 - Prolab® - Brasil
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— CMO (g) medidos em toda a tibia com o densitdmetro’® com software

especial para pequenos animais (Fig. 7).

FIGURA 7 - Aparelho de densitometria dssea

ENSAIO MECANICO - FLEXAO EM TRES PONTOS

Para os ensaios mecanicos foi utilizada a maquina universal de ensaio*
(Fig. 8), utilizada somente nos ossos desarticulados e limpos.

A carga foi aplicada a uma velocidade de 5 mm/min e registrada
automaticamente pelo sistema computacional pertencente ao equipamento.
Todos os ensaios foram realizados em condi¢cées semelhantes.

Na andlise biomecéanica foi avaliada a resisténcia 6ssea, analisando a
forca maxima admitida pelo tecido 0sseo e sua rigidez. A distancia do vao de
apoio foi de 20 mm, a célula de carga utilizada foi de 2000N. Para a rigidez, os
resultados obtidos no ensaio mecanico, foram registrados em sistema
computacional pertencente ao proprio equipamento que fornece os valores de
Forca x Deformagéo. Para o célculo da rigidez determina-se a parte da curva

1% Densitdmetro - DPX-Alpha Lunar® - Brasil (pertencente ao Departamento de Apoio, Produgéo
e Saude Animal — FOA/UNESP)

' Ensaio mecanico - EMIC® - Brasil, do Departamento de Materiais Dentarios da FOA
/UNESP-Aracatuba
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de Forca Maxima (N) x Deformacdo (mm) relativa a fase elastica do corpo
(parte reta da curva). Esses dados foram registrados em planilhas de Excel e
determinado a equacéao linear (1° grau, y = a.x+b) que melhor ajustava aos
pontos.

FIGURA 8 - Ensaio Mecanico de Flexao de Trés

Fosfatase Alcalina e Célcio

As analises do plasma sanguineo para fosfatase alcalina e calcio foram
realizadas no laboratorio clinico da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Estadual Paulista, campus de Aracgatuba para todos os grupos.
No momento da eutandsia com os animais anestesiados, e feita a coleta de
3mL “a céu fechado” por puncéo intracardiaca de cada animal, em seguida, as
amostras foram transferidas para tubos com heparina (anticoagulante) e entéo
centrifugadas por quinze minutos a 4 C a 3.000 rpm para obtenc&o do plasma.
O célculo da analise do Calcio e da fosfatase alcalina foi realizada com método
Cinético Otimizado — IFC em analisador automatico, utilizando kit comercial

Katal, na proporcéo de 0,1 mL de substrato para 0,9 mL de tampéo.
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Andlise Estatistica

Foi realizada analise estatistica descritiva — média, desvio padrdo e
coeficiente de variancia. Todos os dados passaram por analise de variancia —
ANOVA e teste de Tukey para comparacdo dois a dois, com nivel de
significancia de 5%.
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4. Resultados e Discussao

No momento seguinte a cirurgia para denervacao em que 0s animais se
recuperaram da anestesia, foi nitida a eficiéncia do processo, pois 0s animais
perderam seus movimentos na porcdo distal dos membros pélvicos (tibia e
digitos), fazendo seu movimento devido a articulacdo coxofemoral que néo foi
acometida. Os animais arrastavam o membro ao solo e os digitos durante a
locomocgé&o. Notou-se perda da tenséo e a propriocepcao digitais e flacidez dos
musculos dos membros denervados, observou-se perda na sensibilidade
superficial e profunda ap0s a cirurgia, no entanto ndo perderam o apoio ao solo

(Fig. 9).

FIGURA 9 — Na foto se observa animal apos a
cirurgia com o posicionamento ndo anatémico do
membro denervado.

Segundo Evangelista et al. (2003), nos grupos que foram realizados
eletroestimulagdo em (humanos), o0s pacientes nao relataram dores
musculares. Desta maneira, e observando o0s animais que receberam
eletroterapia, pode-se dizer que os ratos ndo passaram por dores, pois néo
apresentaram alteracfes de comportamento, ndo se tornando agressivos e néo

apresentando ruidos ou gemidos.
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Este trabalho esta de acordo com o de Fernandes et al. (2005), Durigan
et al. (2006), e Pedro e Oliveira (2009), que observaram atrofia muscular maior
no grupo denervado com perda rapida de massa muscular (Fig. 10 e Fig 11).
Na figura 10 observa-se a lamina de um animal do grupo controle,
apresentando fibras musculares com formato alveolar, nucleos periféricos e
ndo se nota a presenca de tecido conjuntivo e infiltrado inflamatorio. Ja na
figura 11, observa-se a lamina de um animal do grupo denervado que né&o
passou por tratamento, apresentando diminuicdo no numero de fibras
musculares, presenca de nucleos periféricos e a presenca de tecido conjuntivo
e infiltrado inflamatério.

FIGURA 10 - GC. Corte histolégico do musculo flexor digital
superficial, onde se observa fibras musculares com formato alveolar
(indicado pelas setas), nucleos periféricos, e ndo nota-se a
presenca de tecido conjuntivo.
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FIGURA 11 - GD. Corte histolégico do musculo flexor digital superficial,
onde se observa diminui¢do no nimero de fibras musculares, presenca
de nlcleos periféricos, grande quantidade de tecido conjuntivo e de
infiltrado inflamatdrio (indicado pelas setas).

No presente trabalho, a eletroestimulagdo ndo aumentou a massa
muscular (Fig. 12) e o didmetro das fibras musculares (Fig.16), no entanto,
houve aumento no numero de fibras musculares (Fig. 14) para valores
semelhantes aos do grupo controle, sem a presenca de tecido conjuntivo e
infiltrado inflamatorio, tanto no GHE como no GE.

0,250 - Musculo extensor p 0,500 - Musculo flexor B
0,200 | 4 a,b 0,400 1 @ a
2 0,150 - b b < 0,300 - b b X
n
:/c% 0,100 - 2 0,200 -
=
CEU 0,050 - 0,100 -
0,000 - 0,000 -
GC GD GH GHE GE GC GD GH GHE GE

FIGURA 12. Massa do musculo extensor digital longo (A) e flexor digital superficial
(B) dos grupos estudados — média e desvio padrdo. Letra igual - diferenca néo
significativa (p>0,05).
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FIGURA 13 - GE. Corte histoldgico do musculo flexor digital
superficial, onde ndo se observa aumento no diametro das fibras
musculares, porém nota-se aumento no numero de fibras
musculares, sem a presenca de tecido conjuntivo e infiltrado
inflamatdrio (indicado pelas setas).

O aumento do numero de fibras musculares (Fig. 13) sugere que 0 grupo
tratado somente com eletroterapia (GE) e o grupo tratado com dois métodos
fisioterapicos - hidroterapia seguido de eletroterapia (GHE) (Fig. 15) foram
capaz de gerar estimulo de contragdo suficiente para tratamento da atrofia em
20 dias (tempo de tratamento utilizado nesta pesquisa), no entanto nao foi
encontrado aumento na massa muscular, diferindo do trabalho realizado por
Rodrigues et al. (2010) que observaram um aumento da massa no musculo
sbleo ap0s sete dias consecutivos de eletroestimulacéo, esta divergéncia pode
ser justificada, pois foi utilizada uma frequéncia de 50 Hz, enquanto que no
presente estudo foi utilizada frequéncia de 10 Hz (Fig.12).
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FIGURA 14 — Numero (quantidade) de fibras musculares do musculo extensor
digital longo (A) e flexor digital superficial (B) dos grupos estudados - média e
desvio padrao. Letra igual - diferenga nao estatistica (p>0,05).

O aumento do numero de fibras musculares para valores semelhantes
aos do grupo controle, tanto no GHE como no GE, enfatiza uma melhora do
quadro, pois a eletroestimulagcédo tem, em curto prazo, capacidade em reduzir
nivel de degradacdo protéica muscular e estimular producdo de fatores de
crescimento, como as células satélites, que sdo capazes de se diferenciar e se
fundir permitindo assim o aumento do numero de fibras e formar novas fibras,
ou seja, estdo envolvidas no crescimento muscular normal, assim como na
regeneracao apos lesdo ou doenca (Fig. 14 e Fig. 15) (ROBINSON, 2001;
SEALE; RUDNICKI, 2000).
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FIGURA 15 - GHE. Corte histolégico do musculo extensor flexor digital
superficial com a presenga de aumento no nimero de fibras musculares,
formagdo de novas fibras musculares (indicado pelas setas), ndcleos
periféricos e com resquicios de tecido conjuntivo.

A hidroterapia elevou a quantidade de massa muscular para nivel do
grupo controle (Fig. 12), mas néo foi suficiente para reverter a perda de
diametro causada pela denervacdo (Fig. 16) e nao foi eficaz no aumento do

namero (quantidade) de fibras musculares (Fig. 14).

50.00 - Musculo extensor p 50,00 - Musculo flexor B
d
_ 40,00 - b
IS b,c
= 30,00 - c c
£ 20,00 -
£
& 10,00 -
a
0,00 -
GC GD GH GHE GE GC GD GH GHE GE

FIGURA 16 — Diametro das fibras musculares dos masculos extensor digital longo (A) e
flexor digital superficial (B) dos grupos estudados - média e desvio padréo. Letra igual -
diferenca nao significativa (p>0,05).
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Isto sugere que o aumento da massa muscular pode ser devido ao
aumento na quantidade de tecido conjuntivo, justificado por trabalho de
Salmons et al. (2005), onde afirmam que a pesagem da massa é uma técnica
simples, porém, reflete indiretamente o trofismo das fibras, visto que também é
influenciada por outros fatores como a proliferacdo do tecido conjuntivo (Fig.
17).

FIGURA 17 - GH. Corte histolégico do musculo extensor digital
longo com grande aumento no didmetro das fibras musculares,
nacleos periféricos e grande quantidade de tecido conjuntivo e
processo inflamatério (indicado pelas setas).

Porém, quando se observa as laminas do grupo tratado com a
associacdo dos dois métodos fisioterapicos (GHE), se obtém aumento na
guantidade de fibras musculares, novas fibras em formacdo e um aumento
consideravel de nucleos periféricos, mostrando que a associagdo dos métodos
se torna bem eficientes (Fig. 15).

Com relacdo a andlise densitométrica dos animais em vida, o0s
resultados de CMO, Area e DMO, antes e depois do procedimento

experimental, estdo apresentados na tabela 1 e nas figuras 18 e 19.



Tabela 1 - Avaliacdo densitométrica dos animais em vida, antes

e depois do procedimento experimental (p = nivel de
significancia).
Parametros Grupos Antes Depois P
GC 0,218 £ 0,015 0,240 £ 0,017 0,0019
CMO GD 0,229 + 0,041 0,233 + 0,030 ns
@) GH 0,215 + 0,027 0,234 £0,024 0,0415
GHE 0,218 £ 0,011 0,222 + 0,017 ns
GE 0,220 £ 0,014 0,211 £ 0,024 ns
GC 1,178 £ 0,052 1,150 £ 0,104 ns
Area GD 1,175+0,112 1,212 £ 0,097 ns
(cm?) GH 1,174 £ 0,152 1,196 + 0,069 ns
GHE 1,214 + 0,080 1,220 + 0,087 ns
GE 1,199 + 0,054 1,164 £ 0,109 ns
GC 0,185 + 0,013 0,210 £0,019 0,0040
DMO GD 0,194 + 0,023 0,192 £ 0,015 ns
(glcm?) GH 0,184 £ 0,014 0,195 £ 0,014 ns
GHE 0,180 + 0,005 0,183 + 0,009 ns
GE 0,184 + 0,009 0,182 + 0,009 ns

Obs.: Na comparacdo entre os grupos, somente foi observada diferenca
significativa no pardmetro DMO, depois do tratamento experimental, entre os
grupos GC vs GHE (p<0,01) e GC vs GE (p<0,01).

() CMO
0,220 - @ =G
el GD
GH
0,170 -
e GHE
i GE
0,120 . .

Antes

FIGURA 18 - Contetido Mineral Osseo (CMO) dos animais antes e
depois do procedimento experimental.

Depois
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%0
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0,100 . .

Antes Depois

FIGURA 19 - Densidade Mineral Ossea (DMO) dos animais
antes e depois do procedimento experimental.

Estes dados demonstram que a hidroterapia foi eficiente na recuperagao
do CMO, se assemelhando ao GC, onde ao final dos 20 dias de tratamento
apresentou um aumento real deste parametro. Entretanto, com relacdo a DMO,
0S grupos mantiveram valores estatisticamente iguais aos antes do tratamento,
apesar do grupo hidroterapia se diferenciar dos demais como mostra a curva
ascendente na figura 19.

Ao analisar a massa corporea dos animais antes do procedimento
cirdrgico (mi) e apos os 20 dias de tratamento (mf), constata-se que os animais
mantiveram seu peso mesmo apos a denervacgao. Isso pode demonstrar que 0s
animais nao foram submetidos a nenhum tipo de desconforto ou
impossibilidade de se alimentar (Tab. 2).

Com relacdo aos parametros Osseos avaliados nesta pesquisa,
observou-se que apesar da area — A e do CMO apresentarem diferengas
significativas nos grupos HE e E, estas diferencas nao afetaram a DMO (que é
uma relacdo da CMO pela Area) nem a Fméax e rigidez entre os grupos,
demonstrando que o periodo experimental ndo foi suficiente para alterar estas
variaveis (p>0,05) ou entdo isto se deve ao fato de que os animais mantiveram
seu membro ao solo, preservando a descarga de peso sobre. A analise
plasmatica (fosfatase alcalina e calcio) também nao apresentou diferenca

significante (p>0,05) entre os grupos (Tab. 2).
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Tabela 2 — Massa corporea dos animais antes do procedimento cirdrgico (mi) e apds 20
dias de tratamento (mf) e os pardmetros dsseos das tibias dos ratos dos grupos controle
(GC), denervado (GD), hidroterapia (GH), hidroterapia e eletroterapia (GHE) e
eletroterapia (GE).

Parametros
. GC GD GH GHE GE

avaliados
mi (kg) 0,373 £0,03 0,376 + 0,04 0,377 £0,04 0,385 + 0,020 0,378 £ 0,021
mf (kg) 0,414 0,034 0,395 + 0,053 0,402 + 0,045 0,395 + 0,024 0,380 + 0,03
A (cm?) 1,387 +0,11% 1,450 +0,01% 1,375 +0,113% 1,229 +0,09" 1,153 +0,07"
CMO (g) 0,276 +0,03% 0,270 +0,04*" 0,242 +0,044%"C 0226 +0,02°° 0,217 +0,008°
DMO (g/cm?) 0,199 +0,01 0,186 + 0,021 0,176 + 0,03 0,184 +0,011 0,189 + 0,016
Fmax (N) 421,15 + 51,25 369,91 + 52,93 346,13 + 66,64 345,66 + 86,05 361,96 + 58,67

o 5
E}?T']‘;ez (x10 1621,8 £742,36  1559,7 + 266,91 1455,1 + 487,37  1582,0 £419,67 17955 + 326,29
Célcio (mg/dL) 8,95+ 1,04 8,27 + 0,39 8,73+0,6 8,88+2,34 10,07 + 0,99
Fosfatase

: 296,87 + 64,43 260,75 + 83,18 341,37 + 87,56 325,33 +£90,76 359,87 + 65,76
alcalina (U/L)

Porém ao analisar o fésforo encontra-se uma queda em seus valores
(Fig. 20), podendo ter ocorrido talvez pelo fato de os animais ndo possuirem
movimentos voluntarios, sendo realizados por aparelhos estimuladores
nervosos. O fosforo esta em segundo lugar como elemento essencial para a
saude do organismo, estando em primeiro lugar o calcio; uma de suas fungdes
€ atuar na contracdo muscular somente quando essa contracdo for voluntéaria,
ou seja, o corpo faz, o organismo responde, porém neste trabalho p6de-se
notar que o grupo GH (o animal realiza seus movimentos — voluntarios), os
resultados se assemelham ao controle. JA o GHE e GE (exercicios realizados
por aparelhos - movimentos involuntarios) podem ser observados a queda do
fésforo. O GD se assemelha ao GC, talvez pelo fato de que ao estarem
denervados, eles ndo eram capazes de enviar ao cérebro informacdes onde
indica que seus musculos ndo se contraiam, assemelhando-se ao GH, onde
estava denervado, porém sendo tratado, realizando assim a ativagdo ou
regeneracao nervosa por movimentos voluntarios, enquanto que o GHE e GE,
além de estarem denervados, estavam sendo tratados com movimentos
involuntarios, entdo como ndo havia a resposta do organismo em realizar a
contragéo, ndo possuia um armazenamento de fosforo pelos ossos, ocorrendo

entdo sua queda.
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Fosforo plasmético
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| 2 @ a,b
j i i .b b
GC GD GH GHE GE

FIGURA 20 — Concentracdo do plasma sanguineo nos grupos
estudados. Letra igual - diferenca néo estatistica (p>0,05).
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5. Conclusbes

Pode-se concluir, diante da metodologia aplicada, que a denervacgéo
provocou diminuicdo nas propriedades musculares - quantidade e diametro de
fiboras e massa - causando atrofia muscular e que o uso da eletroterapia e
também da associacdo dos dois métodos — eletro e hidroterapia — foram
capazes de reverter este quadro. J4, o tratamento com hidroterapia ndo alterou

0 quadro causado pelo processo de denervacéo.
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