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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi empregar a
estimulacdo elétrica neuromuscular (EENM) de média
frequéncia no muasculo quadriceps femoral de cdes com atrofia
muscular induzida, avaliar o ganho de massa muscular e
comparar a EENM sob diferentes tempos de tratamento. Foram
utilizados oito cées, pesando entre 15 e 25kg e distribuidos
aleatoriamente em dois grupos denominados de Gl (30minutos)
e GIl (60minutos). Para a inducdo da atrofia muscular, a
articulagdo do joelho direito foi imobilizada por 30 dias por
transfixacdo percutanea tipo Il. Ap6s a retirada do aparelho
de imobilizacéo, foi realizada a EENM nos cédes dos grupos Gl
e GII trés vezes por semana, com intervalo minimo de 48 horas
entre cada sessdo, pelo periodo de 60 dias. Foram mensuradas
a perimetria da coxa, goniometria dos joelhos, atividade da
enzima creatina-quinase (CK) e morfometria das fibras
musculares do vasto lateral em cortes transversais colhido
mediante a bidpsia muscular. Nao houve diferenca quanto aos
valores da perimetria da coxa e atividade da enzima CK. A
goniometria revelou significancia (P<0,05) nos grupos Gl e
GII entre os tempos zero e 30 minutos. Os grupos Gl e GlI
apresentaram aumento significativo (P<0,05) da area de
seccdo quando comparados com o dia zero e noventa. Pode-
se concluir que a EENM de média frequéncia ocasiona
hipertrofia do masculo vasto lateral em cées apds atrofia muscular
induzida. A EENM com duragdo de 60minutos (GII) promove
um maior ganho de massa muscular em relacédo ao GlI.
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ABSTRACT

The aim of this study was to use medium frequency
Neuromuscular Electrical Stimulation (NMES) in femoral
quadriceps muscle of dogs with induced muscular atrophy to
evaluate the occurrence of mass gain in these muscles and to
compare NMES in different periods of treatment. Eight dogs,
weighing between 15 and 25kg, were randomly placed in two
groups: Gl (NMES for 30min), GlII, (NMES for 60min). For
the muscular atrophy induction, the right knee was immobilized
for 30 days by the percutaneous transfixation type Il method.
NMES was carried out in the dogs of which groups, three times
a week, in between 48h each session, in a period of 60 days.
The parameters measured were: thigh perimetry, knee
goniometry, creatine kinase (CK) enzyme activity and
morphometry of the muscular fibers in transversal cuts of the
vastus lateralis muscle, collected through a muscular biopsy.
There was no significant difference regarding the values of
thigh perimetry and CK enzyme activity. The goniometry
presented a significant increase (P<0.05) in the groups Gl and
Gl at 30 days from the surgical procedure for immobilization
when compared with time zero. In the vastus lateralis fibers
morphometry, a significant increase (P<0.05) was observed in
the transversal area of the treated groups Gl e Gll at 90 days
from the surgical procedure for immobilization when compared
with time zero. Thus, it can be concluded that NMES of medium
frequency causes hypertrophy of the vastus lateralis muscle in
dogs after induced muscular atrophy. NMES for 60min (GlI)
presents a greater muscular gain related to the GI.
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INTRODUGCAO

A atrofia muscular pode ser o resultado do
desuso prolongado de um membro em decorréncia de
afecgBes ortopédicas ou neuroldgicas (SALTER et al.,
2003; MILLIS, 2004) e apds procedimentos cirirgicos
que necessitam de imobilizacéo articular prolongada
(MORRISSEY et al., 1985; APPELL, 1986), sendo
observada tanto em animais (MILLIS, 2004;
MAZZANTI, 2002) como em seres humanos (GOULD
et al., 1983; GIBSON et al., 1988). Entre as sequelas
encontradas, pode-se citar a diminuigdo da forca
muscular, a instabilidade e a rigidez articular
(GOSSMAN et al., 1986) e a diminuigdo da sintese das
proteinas musculares (GIBSON et al., 1988).

Entre quatro e seis dias apds a imobilizacéo
de um membro, ocorre a perda de proteinas musculares,
porém a quantidade de mioglobina permanece
inalterada (BOOTH, 1977). Ap6s o sétimo dia, ha perda
de tecido conjuntivo e também de fibras musculares
por area de sec¢do do musculo, promovendo alteracoes
como atrofia muscular e redugéo da atividade contratil.
Essas alteragBes ocorrem também durante longos
periodos de inatividade muscular (WILLIAMS et al.,
1988). Ocorre ainda substituicdo de miofibras atréficas
por células de gordura (McGAVIN, 1998).

A estimulacéo elétrica neuromuscular
(EENM) é utilizada h&d mais de 40 anos para prevenir a
atrofia muscular por desuso, aumentar os efeitos de
um programa de exercicios apds traumatismo e restituir
a funcdo em pacientes com distrbios neuromusculares
(OGINOetal., 2002). E uma forma de estimulo capaz de
induzir o masculo estriado esquelético a alteragdes
como melhora da funcdo (WILLIAMS & STREET, 1976),
aumento da capacidade de gerar forga muscular e
hipertrofia (CURRIER etal., 1979; PELIZZARI et al.,
2008), além de ser utilizada na estimulacéo para controle
dador (ROSEMBERG etal., 1978).

Os parametros de aplicacdo da EENM
utilizados, na maioria das vezes, em animais séo
extrapolacdo de bibliografias consultadas da
fisioterapia humana, sem estudos comprobatorios em
animais, principalmente o cdo, gerando dividas em
relacdo a aplicagdo, numero de sessbes e tempo de
tratamento. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a
ocorréncia de ganho de massa muscular utilizando a
estimulagdo elétrica neuromuscular de média frequéncia
(corrente de Kotz) no musculo quadriceps femoral de
cées com atrofia muscular induzida e comparar a EENM
sob diferentes tempos de tratamento.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados oito cées, sem raca
definida, pesando entre 15 e 25kg, obtidos no Biotério
Central da Instituicdo de origem. Os animais foram
alojados em canis individuais, por um periodo minimo
de 15 dias para adaptacdo ao local, onde receberam
alimentacdo duas vezes ao dia e agua a vontade. Foi
administrado anti-helmintico (pamoato de pirantel/
praziquantel) na dosagem de 25mg kg! de peso
corporal.

Os animais foram submetidos a exame
clinico e ortopédico. Foram anestesiados com tiopental
sodico (12,5mg kg*) para estudo radiogréfico simples
da articulacdo coxal e do joelho em incidéncia cranio-
caudal em busca de alteracdes articulares. Os animais
que ndo apresentaram alteracdes foram distribuidos
ao acaso em dois grupos de igual numero,
denominados de GI com aplicagdo de EENM por 30
minutos e Gl com aplicacdo de EENM por 60 minutos.

Os procedimentos cirlrgicos empregados
nestes animais foram bidpsia do masculo vasto lateral,
para avaliacdo das fibras musculares e imobilizagéo
rigida temporéaria da articulacéo do joelho. As biopsias
foram realizadas em trés tempos: antes da imobilizagao,
no momento de sua retirada e 90 dias apds a primeira.

Paraa imobilizagio articular, cada animal foi
submetido a tricotomia da coxa direita e pré-medicado
com sulfato de morfina (1mg kg?) associado ao maleato
deacepromazina (0,05mg kg*). Aanestesia foi induzida
com propofol (4,0mg kg*) e mantida com halotano
vaporizado em oxigénio a 100%. Apds a antissepsia do
campo operatorio, realizada com alcool-iodo-alcool, foi
administrada ampicilina sodica (30mg kg*), 30 minutos
antes do inicio da cirurgia, sendo efetuada a fixagao
externa percutanea biplanar ou tipo I1, conforme descrito
por ARON (1996). A articulacdo foi mantida em
angulacdo de 90° com o auxilio de um gonidmetro.
Como barra de conexdo entre os pinos, foi utilizada
resina acrilica autopolimerizavel. Os animais receberam
como terapia anti-inflamatoria e analgésica cetoprofeno
10% (2mg kg?), por via subcutanea, durante trés dias e
cloridrato de tramadol (2mg kg?), por via intramuscular,
a cada seis horas durante 24h. As éreas de insercdes
dos pinos, na pele, foram higienizadas com solugéo
salina isotbnica, protegidas por gaze embebida em
solucéo de nitrofurazona e o aparelho de imobilizacéo
diariamente recoberto com atadura até a sua remogao.

No mesmo instante da implantacdo dos
pinos, foi realizada a primeira biopsia por incisdo da
pele e da fascia muscular e introducdo de um trépano
dermatoldgico no musculo vasto lateral do membro
pélvico direito. O fragmento da biopsia, de
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aproximadamente 7x3mm, foi retirado mediante
movimentos de rotacdo e alavanca, fixado em formol
tamponado a 10% por um periodo minimo de 48h. A
ferida da pele, em consequéncia da bidpsia muscular,
apos sutura com fio mononailon 4-0, foi higienizada
com solucdo salina isotbnica e protegida por
esparadrapo hipoalergénico.

Os animais permaneceram com o aparelho
de fixacdo esquelética por 30 dias, quando foi realizado
novo procedimento cirdrgico que constou da segunda
biopsia e retirada do aparelho. Ap6s 48 horas da
segunda bidpsia, iniciou-se a EENM. Para isso, foi feita
a tricotomia da coxa direita e remocédo da oleosidade
com alcool para a reducgdo da resisténcia da passagem
de corrente elétrica. Dois eletrodos de canais diferentes
foram colocados sobre os pontos motores (THOMSON
& BOWEN, 1971) dos musculos vasto medial e vasto
lateral e os restantes situados sobre os mesmos
musculos, 0 mais distante possivel entre eles para
fechamento de corrente numa disposicdo diagonal. Foi
aplicado gel condutor apropriado (Mercur®) de
aproximadamente trés milimetros de espessura sob os
eletrodos, posicionados conforme a técnica quadripolar
(KITCHEN, 2003) e fixados com fita elastica.

Os parametros da corrente emitida pelo
aparelho de EENM (Neurodyn 11°) foram frequéncia de
2500Hz, largura do pulso de 50%, modo sincronizado,
com ciclos de estimulacdo de 12 segundos seguidos
por 25 segundos de descanso (relagdo on:off de 1:2). A
rampa de subida (rise) foi de trés segundos e descida
(decay) do pulso de trés segundos. A intensidade de
corrente foi controlada de acordo com o desconforto
doanimal ao estimulo (vocalizagdo, inquietude, retirada
do membro estimulado). Os musculos estimulados
foram as quatro cabecas do musculo quadriceps
femoral, ou seja, vasto lateral, vasto medial, vasto
intermédio e reto femoral.

Os cées do Gl receberam aplicagdo de EENM
de Média Frequéncia (corrente de Kotz ou Russa), trés
vezes na semana, com intervalo de 48h entre as sessdes
com duracdo de 30 minutos, até 0 60° dia apos a remocado
do aparelho de fixacdo externa. Os cdes do GlI
receberam o mesmo tratamento por 60 minutos.

Aterceira biépsia muscular foi realizada aos
90 dias ap6s a primeira. Os fragmentos da biopsia
muscular do vasto lateral foram corados por
Hematoxilina e Eosina, efetuando-se estudos
morfométricos em corte transversal. Cada lamina
histologica foi fotografada com cdmera digital acoplada
ao microscopio com objetiva de 20X. A imagem obtida
foi dividida em vinte partes iguais e mensurou-se a area
de seccdo da fibra muscular, que se localizava no centro
de cada divisdo através do programa Alfa Easer FC®.

Outras avaliacbes complementares
constaram de medida da perimetria da coxa, goniometria
da articulacdo do joelho e atividade da enzima creatina-
quinase (CK). Para a medida da perimetria, realizou-se
atricotomia da coxa em ambos os membros e, com uma
fita maleavel (em cm), foram marcados trés pontos
equidistantes entre o trocanter maior e o condilo lateral
do fémur e nesses pontos foi aferida a perimetria. Logo
apos, utilizou-se gonidmetro universal para mensurar
as angulacBes em flexdo e extensédo total do joelho,
obtendo-se o arco de movimento. Esses procedimentos
foram realizados nos dias 0 (pré), 30 e 90 dias ap6s a
primeira medida e os valores foram anotados em
protocolos especificos. Para a avaliagdo da atividade
daenzima CK, foi utilizado o teste CK-NAC. Coletou-
se 5ml de sangue nos dias zero, 30, 45, 60 e 90 apds a
primeira coleta. Com excec¢éo do dia zero, as coletas
foram distribuidas em trés tempos: antes (T0), duas
(T1) e seis (T2) horas apds EENM.

Para o calculo estatistico, utilizou-se anélise
de variancia (ANOVA) de uma via, seguida de teste de
comparagdes multiplas de Duncan. Todos os resultados
foram indicados pela média + do Erro Padrdo da Média
(EPM).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores da perimetria da coxa sofreram
variagbes (Figura 1), no entanto, ndo apresentaram
diferencga entre os grupos nos diferentes tempos de
avaliacdo, corroborando SOUZA et al. (2007),
demonstrando que este tipo de mensuracdo é relativa,
ja que a EENM foi realizada apenas no musculo
quadriceps femoral e ndo em todo grupamento muscular
da coxa e diferindo de JOHNSON et al. (1997), que
testaram a estimulacéo elétrica em cdes apos artroplastia
do joelho e encontraram diferenca significativa na
mensuracdo da circunferéncia da coxa entre os cées
tratados e ndo tratados. Na medida da goniometria,
houve diferenca estatistica (P<0,05) entre 0s grupos
no membro imobilizado (direito) no 30° dia de pds-
operatorio (Figura 1), que se deve aos diferentes graus
de rigidez articular encontrados nos animais dos
grupos, pois essa medida foi realizada logo ap6s a
retirada da imobilizagéo.

Quanto a analise da atividade da enzima
creatina quinase (CK), ndo houve diferenca estatistica
entre os animais dos grupos | e 11 em relagdo ao tempo
de coleta. A escolha da creatina quinase (CK) foi
baseada no trabalho de BURR et al. (1997), os quais
descreveram que a enzima CK ¢é de maior confianca
paraavaliar injaria muscular, e de BIGARD (2001), que
citou o aumento da atividade desta enzima quando ha
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PERIMETRIA
GRUPO1I
Dia Zero Média Dia 30 Média Dia 90 Média
245 23 25 24625 255 245 23 27 25 23 25 25 28 25,25
30 27 30,5 29.625 28 285 25 30 27875 295 32 295 34 31,25
33 31 33 32,75 295 32,5 27 31 300 33 35 325 365 34725
GRUPOII
Dia Zero Meédia Dia 30 Média Dia90 Meédia
21,5 21,5 21 22375 25 22 235 22 23,125 25 23 22 21 22,75
27 28 25 27875 28 26 275 23,5 2625 30 27 275 26 27,625
30 30 28 305 295 27 28 26 27,625 345 295 32 30 31,5
GONIOMETRIA
GRUPO1I
Dia zero Média Dia 30 Meédia Dia 90 Média
146 140 144 1425 120 120 120 134 1235 140 138 130 152 140
140 144 140 141 124 132 104 130 1225 140 144 138 136 139.5
142 142 142 141,5 128 138 116 124 126.5 140 138 150 148 144
GRUPOII
Dia zero Meédia Dia 30 Meédia Dia 90 Meédia
144 144 142 1425 100 130 112 126 117 142 136 140 150 142
140 144 142 141,5 120 120 110 118 117 148 140 146 156 147.5
142 140 142 141 120 124 102 100 111.5 172 146 148 142 152
Figura 1 - Valores da perimetria e goniometria do membro pélvico direito dos grupos | e 1l em
cdes submetidos a estimulagdo elétrica neuromuscular de média frequéncia com
atrofia muscular induzida nos dias zero, 30 e 90. Valores da perimetria estio expressos
em centimetros e da goniometria em graus.

fadiga muscular. Evidenciou-se variac¢do da atividade
daenzima CK em relacdo aos tempos de coleta, porém
dentro dos valores considerados fisiolégicos. POSO
etal. (1983) revelaram um aumento da atividade da CK
apos exercicios acentuados, enquanto que, em
trabalhos mais leves, ndo houve aumentos
significativos, sugerindo que a intensidade pode ser
um fator importante para o aumento da atividade da
enzima (SHELLE et al., 1985). Geralmente, quando
ocorrem lesdes musculares por intensidade de
exercicios fisicos, outros sinais clinicos sdo observados
como dor a palpacédo (miosite) e as vezes claudicagdo
(PELIZZARI et al., 2008). Nesta pesquisa, nédo foi
encontrada nenhuma manifestacéo clinica de algias
musculares durante o tratamento, coincidindo com os
valores da CK sem significancia estatistica. Entendemos
que para chegar ao consenso de dano muscular deve-

se associar 0 aumento da CK com atividade fisica
acentuada. Arelacdo on time/off time de 1:2 empregada
neste experimento pode justificar estes achados,
coincidindo com SOUZA (2006), que empregou a EENM
no musculo quadriceps femoral de cdes com atrofia
muscular induzida e ndo encontrou aumento
significativo de CK.

Nos animais do grupo I, ndo houve
diferenca significativa entre os dias zero e 30, sendo
notada uma discreta diminuicdo da massa muscular
causada pelo desuso do membro. Entre os dias zero e
90, houve aumento significativo (P<0,05) no ganhode
massa muscular ultrapassando o valor médio da area
das fibras musculares no tempo zero, sugerindo a
influéncia da EENM sobre o musculo vasto lateral
(Figura2A). No grupo I1, houve diferenca (P<0,05) entre
os dias zero, 30 e 90 dias, em relacdo ao ganho de massa
muscular. A diferenca encontrada nos dias zero e 30
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Figura 2 - Morfometria das fibras musculares em corte transversal (area) de

cdes submetidos & EENM de média frequéncia com atrofia
muscular induzida nos tempos zero, 30 e 90 dias ap6s a
imobilizacdo da articulagdo do joelho GI(30min) e GII(60min).
Em ‘A, comparagdo dos tempos zero, 30 e 90 no grupo Gl; em
‘B’, comparagdo no Grupo II; em ‘C’, comparagdo dos Grupos
I e 11 aos 90 dias de p6s-operatorio. A area das fibras foi mensurada
pelo programa Alfa Ease FC® e seus valores sdo referidos em

“pixels”. Significancia estatistica (P<0,05).

pode ser atribuida & atrofia muscular causada pelo
membro pélvico em desuso e aquela observada entre
os dias zero e 90 dias, pela influéncia da EENM,
ocasionando um ganho significativo (P<0,05) de massa
muscular (Figura 2B), o que também foi observado por
PELIZZARI et al. (2008) ao empregarem a estimulagao
elétrica funcional de baixa frequéncia.

Evidenciou-se a influéncia da EENM de
média frequéncia sobre 0 ganho de massa muscular,
analisando a média das &reas das fibras musculares

dos animais do grupo | e do grupo Il entre o tempo zero
e 90 dias de PO, pois tiveram valores significativos
(P<0,05) o que caracteriza ganho de massa muscular.
Quando avaliados aos 90 dias, foi observado diferenca
(P<0,05) dogrupo Il emrelacdoaogrupo | (Figura 2C).
O tempo de duragdo de cada sessdo de EENM (60
minutos) nos animais do grupo Il provavelmente tenha
promovido a estimulagdo elétrica das fibras musculares
por mais tempo, ocasionando maior ganho de massa
muscular em relacdo ao outro grupo.

Ciéncia Rural, v.41, n.9, set, 2011.
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CONCLUSAO

A estimulacdo elétrica neuromuscular
(EENM) de média frequéncia ocasiona ganho de massa
muscular em cées com atrofia muscular induzida.

A durago de 60 minutos de EENM promove
maior ganho de massa muscular em relagdo ao tempo
de 30 minutos.
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