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RESUMO

Objetivo: Avaliar o contetdo de glicogénio dos musculos respiratérios e o registro eletrocardiografico (ECG) de ratos submetidos
a estimulacdo diafragmatica elétrica transcutanea (EDET).Método: Ratos adultos Wistar foram divididos em 2 grupos (n=6):
controle (C) e tratado com EDET (f=50Hz; T/ T,..= 2/2 seg.; T= 400us, i= 5mA com acréscimo de 1mA a cada 3 min.; t= 20
minutos) durante 5 dias. Apds o periodo experimental, a anélise do ECG foi realizada seguida do sacrificio dos animais para a
obtengdo das amostras dos musculos peitoral, intercostal, diafragma e abdominal, que foram encaminhadas para a analise do
contetido de glicogénio. A andlise estatistica foi feita através do teste de normalidade e teste t de Student (p<0,05). Resultados:
A EDET promoveu elevacdo no contetdo de glicogénio em 42,85% no diafragma (C: 0,21 + 0,008 x EDET: 0,30 + 0,04, p>0,05),
81,2% no intercostal (C: 0,32 + 0,08 x EDET: 0,58 + 0,17, p>0,05), 96,7% no peitoral (C: 0,30 £ 0,05 x EDET: 0,59 + 0,06, p<0,05)
e 104,5% no abdominal (C: 0,22 + 0,01 x EDET: 0,45 + 0,03, p<0,05) quando comparado ao C. Os resultados da analise do ECG
mostraram que ndo houve alteracdo nos pardmetros analisados (freqliéncia cardiaca, intervalos QR, QT e QTc) no grupo que
recebeu a EDET. Conclusdo: Além do trabalho sugerir um protocolo de EDET em animais, 0s resultados mostraram sua eficacia
na melhora das condi¢des energéticas da musculatura respiratoria sem interferir na dindmica elétrica cardiaca.
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ABSTRACT

Transcutaneous Electrical Stimulation of the Diaphragm Improves the Metabolic Conditions of
Respiratory Muscles in Rats

Objective: To evaluate the respiratory muscle glycogen content and electrocardiogram (ECG) records of rats subjected to
transcutaneous electric stimulation of the diaphragm (TESD). Method: Two groups (n=6) of male adult Wistar rats were utilized
over a five-day period: controls (C) and TESD treatment (f = 50Hz; T/ T .. = 2/2 sec.; T = 400us, i = 5mA with 1ImA increase
every three min.; t = 20 minutes). After this period, ECG analysis was done, followed by sacrificing the animals to obtain samples
of the pectoral, intercostal, diaphragm and abdominal (A) muscles, which were used for glycogen content analysis. Statistical
analysis was performed using the normality and Student t tests (p<0.05). Results: In comparison with the C group, TESD
presented 42.85% glycogen increase in the diaphragm muscle (C: 0.21 + 0.008 vs. TESD: 0.30 + 0.04, p>0.05); 81.2% in the
intercostal muscle (C: 0.32 £ 0.08 vs. TESD: 0.58 + 0.17, p>0.05); 96.7% in the pectoral muscle (C: 0.30 + 0.05 vs. TESD: 0.59 +
0.06, p<0.05); and 104.5% in the abdominal muscles (C: 0.22 + 0.01 vs. TESD: 0.45 + 0.03, p<0.05). The ECG analysis showed that
there were no alterations in the parameters analyzed (heart rate and QR, QT and QTc intervals) in the TESD group. Conclusion:
This study suggests a protocol for TESD using an animal model. The results showed the efficacy of the protocol for improving
the energy conditions in the respiratory musculature without interfering in cardiac electric dynamics.

Key words: electrical stimulation, glycogen, diaphragm, ECG.
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INTRODUCAO

Historicamente, ha um grande interesse em estimular
eletricamente o musculo diafragma, havendo relatos da
aplicacdo de estimulos elétricos em vitima apnéica que
apresentava asfixia toxica por carvao®. Assim, frente a falta
de recursos técnicos para determinar parametros da corrente
elétrica utilizada, houve uma busca por localizar os pontos
ideais para a aplicacdo da estimulacdo diafragmatica elétrica
transcutanea (EDET) em humanos. Foi proposto que o
estimulo deveria ser aplicado entre os musculos escaleno
e esternocleidomastoideo de cada lado do pescoco por
representar o melhor ponto para estimulo do nervo frénico
e conseqliente estimulacdo do diafragma. Esta técnica ja foi
estudada em humanos neonatos e portadores de poliomielite,
com o0 objetivo de promover a contracdo muscular
diafragmatica?®.

Na década de 80, foi realizado um trabalho pioneiro com
pacientes portadores de disfungdes musculares diafragmaticas
onde se implantou cirurgicamente um microestimulador
elétrico nas proximidades do nervo frénico gerando um
marcapasso frénico, cuja aplicacdo teve objetivo de induzir
contracOes diafragmaticas e melhorar a ventilagao de pacientes
apresentando diferentes estados patolégicos, como por
exemplo, disfun¢des neuromusculares ou portadores de
traumatismo raquimedular alto*®.

Concomitante a utilizacdo do marcapasso frénico
tornou-se necessario a investigacao de diferentes parametros
elétricos, os quais ndo provocassem degeneracdo neural.
Neste contexto experimentos foram realizados com cées
monitorados eletroneuromiograficamente sendo proposto trés
pontos motores para o nervo frénico, assim definidos: regido
do sexto, sétimo e oitavo espacos intercostais da linha média
axilar, regido paraxifoidea e a base do pescoco entre o
escaleno e o esternocleidomastdideo de cada lado®. Deste
experimento ficou o consenso de que impulsos de baixa
intensidade de corrente estimulam o diafragma no ponto da
regido paraxifdidea e o nervo tordcico longo na regido do
sexto, sétimo e oitavo espacos intercostais da linha média
axilar, por outro lado, impulsos de alta intensidade estimulam
0s musculos abdominais no ponto paraxifdideo e o diafragma
nos pontos do sexto, sétimo e oitavo espacos intercostais
da linha média axilar.

Uma vez que se trata de corrente elétrica aplicada na
caixa toracica o procedimento ndo deve repercutir em
alteragBes na hemodinamica ou no ritmo cardiaco. Para dirimir
esta dlvida foram realizados experimentos com caes, sendo
determinado que o valor seguro da largura do pulso da corrente
para contrair o diafragma deveria estar entre 0.1ms - 10ms’#,
O passo seguinte foi avaliar sua aplicabilidade em humanos
portadores de disfuncao diafragmatica variada utilizando-se
analise via eletroneuromiografia respiratoria e pressao
transdiafragmatica com bal6es intraesofagicos. Para tal, foram
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escolhidos os pontos situados na base lateral do pescogo
esquerdo e direito e a frequéncia utilizada foi de 1 Hertz (Hz)
e a largura de pulso de 0,1 milisegundo (ms). O estudo revelou
que o procedimento foi eficaz no condicionamento muscular
diafragmatico beneficiando 95% dos pacientes com disfuncdes
diafragmaticas®*°.

Na década de 90, foi publicado um protocolo de
estimulacdo diafragmatica elétrica transcutanea aplicado a
humanos, que consistia dos seguintes parametros: corrente
modulavel para ajuste do tempo de subida igual a 1 segundo,
tempo de sustentacdo da contragdo igual a 1 segundo, e tempo
de relaxamento igual a 2 segundos; a frequiéncia da corrente
seria em torno de 25Hz-30Hz; a largura de pulso da corrente
deveria estar entre 0,1ms-10ms; os eletrodos devem estar
fixados em pontos paraxif6ideos ou intercostais na linha média
axilar; a intensidade deveria ser a minima para obter contracao;
0 tempo de estimulag&o seria de 20 minutos. Segundo alguns
autores, a eletroneuromiografia pode ser um método efetivo
para avaliar o procedimento, uma vez que somente seriam
candidatos para estimulacéo, pacientes que possuissem nervos
frénicos integrostt1213,

No mesmo periodo, o protocolo foi utilizado enquanto
recurso fisioterapéutico no tratamento de cinco pacientes,
sendo quatro com injuria frénica de pés-cirurgia cardiaca
e um com seqlelas respiratorias de poliomielite!*s. A
estimulacdo foi realizada com eletrodos posicionados
bilateralmente no sexto, sétimo, oitavo espacos intercostais
da linha média axilar durante vinte minutos, quatro vezes ao
dia sendo utilizado na avaliacdo (antes e depois do
procedimento) radioscopia e avalia¢do espirométrica (Volume
Corrente, Capacidade Vital, Ventilagdo Maxima Voluntaria,
Capacidade Pulmonar Total e de forca muscular (Presséao
Maxima Inspiratéria)) e os resultados demonstraram ganho
de excursdo diafragmaética na radioscopia, bem como
incrementos nos valores espirométricos dos pacientes
tratados'®t’.

A EDET também foi utilizada positivamente como
recurso fisioterapéutico em paciente portador de paralisia
de hemicupula diafragmatica esquerda no pos-cirurgia
cardiaca por injuria frénica e em paciente portador de
traumatismo raquimedular cervical, promovendo a contragdo
diafragmatica nessas situagdes!®1920:21,

Assim, tais estudos mostram a importancia da utilizagdo
da estimulacéo elétrica diafragmatica e sua evolucdo em
diversas patologias e em situacGes nas quais ha a disfuncao
ou o desuso muscular.

Nesse contexto, nos estagios atuais da evolucdo das
ciéncias da satide surgiu a necessidade de uma maior dedicagdo
de cientistas em estudos ligados a fisioterapia respiratéria
experimental, que na sua esséncia, busca aprimorar o
conhecimento e a aplicabilidade dos métodos fisioterapéuticos.
Nesta linha experimental, foram testados em ratos alguns
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protocolos obedecendo a uma ampla variagdo nos parametros
funcionais como frequéncia e intensidade. A maior eficécia
quimiometabdlica (aumento do conteddo muscular de
glicogénio) foi conseguida com o seguinte protocolo:
frequéncia de 50Hz (T / T .= 2 segundos, largura de fase
de 0,4ms, intensidade de 5mA e 20 minutos de aplicagéo.

E bastante conhecido na literatura que a homeostasia
energética do tecido muscular depende de inimeros fatores
como a integridade da jungéo neuromuscular, o estado funcional
das fibras musculares, a sensibilidade & insulina e o suprimento
adequado de substratos metabolizaveis?. Recentemente,
demonstramos que o musculoesquelético desnervado apresenta
uma melhora significativa nas reservas energéticas quando
submetido a estimulacédo elétrica de baixa freqiiéncia®®. 1sso
mostra a importancia da contragdo muscular no aporte
energético, seja a contragao realizada de forma ativa ou passiva
(estimulacdo elétrica neuromuscular).

Para saber se a estimulacdo diafragmatica elétrica
transcutanea atinge estruturas diretamente na regido, ou
indiretamente via inervacao, esse protocolo destinado a animais
se mostra importante devido ao acesso as estruturas internas
e analises que ndo sdo viaveis ao ser humano. Vale ressaltar,
que na literatura os poucos estudos de estimulacéo
diafragmatica elétrica transcutanea existentes sdo relacionados
a seres humanos e suas analises se limitam, principalmente,
a espirometria e forca muscular respiratdria.

A partir do exposto, a proposta deste trabalho foi avaliar
as reservas energéticas representadas pela analise do contetido
de glicogénio dos musculos respiratérios bem como o
comportamento eletrocardiogréafico de ratos submetidos a
estimulacdo diafragmatica elétrica transcutanea.

METODOLOGIA

Foram utilizados ratos albinos Wistar, com idade variando
de 3 a 4 meses, os quais foram alimentados com racdo e agua
ad libitum, sendo submetidos a ciclo fotoperiddico de 12h
claro/escuro e divididos em dois grupos experimentais (n=6):
controle e tratado com estimulagdo diafragmatica elétrica
transcutanea. Os animais foram tratados de acordo com o
Guide for Care Use of Laboratory Animals e aprovado pelo
comité de ética animal (Comissdo de ética na experimentacdo
animal - CEEA-IB-UNICAMP, protocolo ne 754-2).

Para a aplicacdo da estimulacéo diafragmaética elétrica
transcutanea, os animais foram anestesiados e a regido do
torax anterior tricotomizada para garantir uma maior efetividade
da estimulagdo e do posicionamento dos eletrodos. A
estimulacao elétrica foi realizada diariamente por 20 minutos
durante 5 dias, sendo a frequéncia de 50 Hertz (ciclos por
segundo), T, de 2 segundos (tempo de contragdo), T de
2 segundos (tempo de relaxamento) e a largura de fase
(duracéo do pulso) de 0,4 milisegundos (ms). A intensidade
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(amplitude do pulso) foi padronizada em 5.0 miliamperes (mA),
a partir da visualizagdo da contracdo muscular, sendo que a
cada 3 minutos foi aplicado um acréscimo de 1.0 mA a
corrente minimizando a acomodacéo do diafragma.

O equipamento utilizado para a estimulacao elétrica foi
0 Dualpex 961 (QUARK®), além de dois eletrodos de silicone-
carbono com area de 1,5x2,0 centimetros cada e gel de
acoplamento. Os dois eletrodos foram posicionados
bilateralmente na regido lateral do torax entre a 42 e a 62
costela, no ponto médio entre o cotovelo e a Ultima costela
do animal, como mostra a figura 1. Essa regido é proxima
aos ramos laterais do nervo frénico, que terminam na regido
lateral do diafragma.

Figura 1. Estimulacdo elétrica realizada no animal através de dois eletrodos
de superficie (1 e 2) acoplados com gel na regido lateral do gradil costal,
entre a 4% e a 6° costela.

Para a determinagcdo do ECG, a analise
eletrocardiografica foi realizada no Laboratério de Fisiologia
cardiovascular do Departamento de Fisiologia e Biofisica da
UNICAMP através de um eletrocardidgrafo FUMBEC acoplado
a um software adaptado para avaliacdo em roedores.

Os eletrodos foram conectados por meio de agulhas
hipodérmicas as patas do animal anestesiado (pentobarbital
sodico, 40mg/kg de peso corporal) (figura 2). Os registros
das ondas do ECG foram utilizados para as medidas da
frequiéncia cardiaca, para mediar a intensidade e os intervalos
entre as ondas e o estabelecimentos do eixo cardiaco. O
intervalo QT foi corrigido pela formula de Bazzet’s?.
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Figura 2. Animal com quatro eletrodos posicionados bilateralmente
nas patas inferiores e superiores para a analise do registro

Para a determinacao do contetdo de glicogénio, apés
o sacrificio dos animais, amostras dos musculos peitoral,
intercostal, diafragma e abdominal foram isoladas, retiradas
e encaminhadas para a avaliacdo segundo a metodologia
proposta por Siu et al.

Para a anélise estatistica, o teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnov foi inicialmente aplicado e, como 0s
dados apresentaram distribuicdo normal, o teste t foi aplicado,
mantendo o nivel de significancia em 5% (p<0,05).

RESULTADOS

O foco inicial do trabalho esteve direcionado na avaliagao
do contetido de glicogénio dos musculos respiratérios do
grupo controle (C) e submetidos a 5 sessdes subsequentes
de estimulacdo diafragmatica elétrica transcutanea (EDET).
Nesta fase do estudo, foi observado que o recurso
fisioterapéutico promoveu uma expressiva elevacdo na
concentragdo muscular de glicogénio atingindo 42,85% no
diafragma (C: 0,21+0,008 x EDET: 0,30+0,04, p>0,05),
81,2% no intercostal (C: 0,32+0,08 x EDET: 0,58+0,17,
p>0,05), 96,7% no peitoral (C: 0,30+0,05 x EDET: 0,59+0,06,
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Figura 3. Médiatepm da concentragéo do glicogénio (mg/100mg) dos
musculos diafragma (D), intercostal (1), peitoral (P) e abdominal (A)
dos grupos controle (C) e tratado com estimulagéo diafragmatica elétrica
transcutanea (E). n=6, p<0,05, * comparado ao controle.

p<0,05) e 104,5% no abdominal (C: 0,22+0,01 x EDET:
0,45+0,03, p<0,05) quando comparado ao grupo controle
(figura 3).

A partir da constatacdo de alteracGes metabélicas
musculares induzidas pelo estimulo elétrico, e pautados no
fato da terapia basear-se na aplicacdo de corrente elétrica
na regido torécica, o trabalho foi redirecionado para a anélise
do padrdo eletrocardiogréafico, tentando dirimir a ddvida se
o tratamento estaria interferindo na atividade elétrica cardiaca.
Os resultados mostraram que ndo houve alteragdo na
frequéncia cardiaca (batimentos/minuto) dos animais
submetidos a EDET, uma vez que, ndo diferiram do grupo
controle (C: 380,8+11,2 x EDET: 369,7+£18,1, p<0,05)
conforme mostra a figura 4. Outras analises merecedoras
de destaque estdo vinculadas as amplitudes (mm) dos
intervalos que se mantiveram similar ao observado no grupo
controle e assim representados: QR (C: 99,2+19,2 x EDET:
72+21,9, p<0,05), QT (C: 199,2+8,03 x EDET: 198+15,4,
p<0,05) e QTc (C: 353,4+9,7 x EDET: 345+18,6, p<0,05)
(figura 5).



Vol. 10 No. 1, 2006

400 +

350 —
300 —
250 —
200 —
150 —
100 —

50+

Ferquéncia cardiaca (batimentos/minuto)

T T
Controle EDET
Grupos experimentais

Figura 4. Médiatepm da freqtiéncia cardiaca (batimentos/minuto) dos
grupos controle e tratado com estimulagdo diafragmatica elétrica
transcutanea (EDET). n=6, p<0,05, * comparado ao controle.
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Figura 5. Médiatepm da amplitude (mm) dos intervalos QRS, QT e
QTc dos grupos controle (C) e tratado com estimulagao diafragmatica
elétrica transcutanea (E). n=6, p<0,05, * comparado ao controle.

DISCUSSAO

A fisioterapia respiratéria tem buscado constantemente
0 aprimoramento de técnicas e métodos de anélise que déem
uma maior aplicabilidade para avaliar parametros respiratorios,
melhorando a efetividade da reabilitacdo de pacientes com
patologias pulmonares, intervencdes periddicas em pacientes
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hospitalizados e na prevencao de alteracfes pulmonares, com
objetivo de proporcionar a melhor qualidade de vida possivel
a cada condicdo.

Dentre os recursos fisioterapéuticos utilizados
rotineiramente na clinica, a estimulagéo elétrica neuromuscular
é merecedora de destaque frente aos inUmeros beneficios
inerentes a aplicacdo de estimulo elétrico, tendo sido observado
elevacdo na captacdo de substratos metabolizaveis, ativacédo
enzimatica, redugdo no processo de fibrose, além de promover
o fortalecimento muscular?®2728,

Neste sentido, tem sido sugerido que concomitante a
elevacdo na atividade contratil, induzida pela estimulagéo elétrica,
as fibras musculares apresentam aumento na sensibilidade
a insulina bem como ativagdo dos processos ligados a elevacdo
na captacao de glicose e sintese de glicogénio®.

No que tange ao contetdo muscular de glicogénio
destaca-se que se trata de uma reserva de glicose importante
que reflete o status nutricional da fibra muscular, visto que
a hexose é o substrato energético preferencialmente
metabolizado, assim, quando as reservas glicogénicas
apresentam-se reduzidas tem inicio o desenvolvimento de
fadiga e conseqiiente comprometimento na atividade contratil.
Assim, a manutencdo das reservas glicogénicas dentro da
normalidade proporciona o equilibrio na homeostasia energética.

A fisioterapia respiratéria experimental € uma area em
expansdao que merece atencdo especial por parte da
comunidade cientifica, principalmente no que se refere ao
desenvolvimento/teste/validacdo de protocolos experimentais
que contribuam para o progresso desta area.

Dentro da proposta em tela, a mobilizacdo de glicogénio
foi avaliada na musculatura respiratéria submetida ao recurso
fisioterapéutico EDET durante 5 dias e verificou-se que houve
uma expressiva e generalizada elevacao nas reservas, similar
ao observado nos musculoesqueléticos estimulados
eletricamente.

Isto reitera a existéncia de relagdes funcionais na rede
de informacdes delimitadas pela estimulacéo elétrica, a captacao
de substratos, o metabolismo e a formacao de reservatorios®=2,
Cabe ressaltar que, recentemente demonstramos os beneficios
metabdlicos da estimulacdo elétrica neuromuscular em
musculos desnervados e imobilizados?2.33,

Destacam-se ainda que, além da auséncia de estudos
experimentais com animais relacionados a estimulacao
diafragmética elétrica transcutanea e & abordagem metabolica
muscular respiratoria, os estudos em seres humanos sao
escassos, limitando, assim, a discussdo dos resultados
encontrados.

O eletrocardiograma ¢ um dos métodos mais importantes
no diagnéstico de alteragdes cardiacas e dependendo do
comprometimento, a propagacao do potencial de acdo no
musculo cardiaco altera as ondas do ECG e seus intervalos.
O conhecimento desta propriedade de conducéo através dos
fluidos corporais permitem registrar, de modo nao invasivo,
eventos que ocorrem no coracgdo. As ondas do ECG decorrem
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da somatoria temporal de despolarizacdes e repolarizacfes
em grupos de fibras cardiacas e permitem distinguir intervalos
que correspondem ao tempo para ativar as regides do musculo
cardiaco®.

O fundamento/principio que foi utilizado no estudo para
avaliar o registro do ECG segue o padrdo fisiolégico
rotineiramente utilizado e assim definido: desde o inicio da
onda P até o inicio do complexo ventricular que é chamado
de intervalo P-R, e corresponde ao tempo desde o inicio da
ativacdo sinusal ao inicio da despolarizacdo ventricular. A
duracdo do complexo QRS, que corresponde ao tempo total
para a despolarizacdo ventricular, iniciada no feixe de His se
alastra pelo tecido condutor His-Purkinge e a toda massa
ventricular contratil. O intervalo S-T inicia-se no final do
complexo QRS e vai até o inicio da onda T. Este intervalo
corresponde ao tempo que decorre desde o fim da
despolarizacdo completa até o inicio da repolarizacdo do
ventriculo, ou seja, a fase de platd do potencial de acdo. Para
determinar a freqliéncia cardiaca o intervalo R-R foi utilizado,
0 que determina o tempo entre duas ondas R sucessivas. O
intervalo entre o inicio do complexo QRS e o fim da onda
T é chamado de intervalo Q-T, que corresponde ao tempo
necessario para a completa excitacdo elétrica e a recuperacéo
dos ventriculos, sendo, portanto, a medida da duracdo da
sistole “elétrica”, a qual inclui a despolarizagao e a repolarizacdo
ventricular®,

Como explicitado no bojo do trabalho, a estimulagéo
diafragmatica elétrica transcutanea consiste na aplicacao de
corrente elétrica na caixa toracica produzindo a contracao
diafragmatica. Foi baseado neste contexto, que optamos por
realizar um estudo das ondas eletrocardiograficas e seus
intervalos em ratos submetidos ao procedimento
fisioterapéutico. Os resultados desse estudo mostraram que
ndo ha diferenca no eixo elétrico do coracdo que se manteve
entre 60-90°, angulacéo classicamente constatada em ratos,
acompanhando a normalidade para a espécie. A frequéncia
cardiaca e a relacdo amplitude/duracdo das ondas
eletrocardiograficas e seus segmentos, também nédo
apresentaram alteracdes, em comparagdo ao grupo controle.

CONCLUSAO

Este trabalho sugere um protocolo, aplicado em ratos,
que pode ser utilizado no desenvolvimento de estudos em
fisioterapia respiratoria experimental. Nossos resultados
reiteram a eficacia do método fisioterapéutico enquanto
promotor de melhora nas condigdes energéticas da musculatura
respiratoria sem interferir na dindmica elétrica cardiaca
corroborando e acrescentando informagdes importantes que
podem nortear sua aplicabilidade.

Vale ressaltar que, além da escassez de estudos
relacionados a estimulacdo diafragmatica elétrica transcutanea
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na area da fisioterapia, esses sao realizados em humanos,
o0 que limita as analises. Tal fato nos instiga a continuidade
desse estudo pelo fato do recurso poder estar gerando
estimulo a outros 6rgédos pela geracdo da corrente elétrica
no térax, lembrando que a busca pela qualidade de vida do
paciente é objetivo da fisioterapia.
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