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RESUMO

Apoés a lesdo muscular ocorre uma sequéncia de processos biolégicos no tecido
acometido objetivando limitar a expansao do mecanismo lesional. A fisioterapia atua
neste contexto através de recursos terapéuticos que promovam efeitos
antiinflamatérios ou pré-inflamatérios, bem como acelerando o processo de
regeneracdo tecidual. Um recurso fisioterapico promissor o qual interage
diretamente neste processo € a terapia por microcorrente, no entanto sua interagao
no tecido muscular ainda & pouco estudada. Diante do exposto o objetivo deste
trabalho foi de verificar os efeitos da microcorrente sobre o processo de regeneragao
muscular em lesdo experimental. Para tanto, foram utilizados 30 ratos, da raca
Wistar, divididos em 3 grupos distintos; controle negativo (n=10), onde nao foi
realizado nenhuma intervencdo; controle positivo (n=10), submetido a criolesao
muscular no gastrocnémio direito, porém nao recebendo qualquer tratamento, e um
grupo experimental (n=10) que apés ser submetido ao mesmo protocolo de leséo foi
tratado por microcorrente no segmento lesado, com a aplicagao de 20 min por
aplicacao, utilizando-se os parametros de 510 pA de intensidade, frequéncia de 80
Hz e inversdo de polaridade a cada 2.5 segundos, num total de 9 aplicagbes nao
consecutivas em um periodo de 21 dias. Posteriormente os animais foram
sacrificados e diseccionado os gastrocnémios direito para o ensaio mecanico de
tracao, sendo observadas as propriedades biomecanicas de alongamento maximo,
carga maxima e rigidez. As analises estatisticas dos resultados obtidos nos ensaios
de tracao foram realizadas utilizando o ANOVA one-way, e quando constatadas
diferencas significativas, os dados foram submetidos ao teste post-hoc de Tukey
para comparagao pontual entre as medias dos grupos, sendo adotado nivel de
significancia de p<0,05,. As analises da histologia foram realizadas de forma
descritiva e qualitativa de forma duplo-cego. Os dados dos ensaios de tracao
demonstraram diferenca estatisticamente significativa entre o grupo controle
negativo com os demais grupos, no entanto comparando-se os grupos controle
positivo e experimental, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05), entre as propriedades biomecanicas de carga maxima e alongamento
maximo, porém com relacao a rigidez todos os grupos apresentaram diferenca
estatisticamente significativa (p>0,05), Nas analises histolégicas onservou-se que o
grupo experimental obteve maior regenreagao tecidual, com deposi¢cao de tecido
colageno em substituicdo ao tecido lesionado, porém obteve varios focos de
degeneragao, em comparagao aos grupos controles. O presente estudo sugere que
em modelo experimental de lesao muscular induzida por crioleséo, o tratamento por
microcorrente foi capaz de atingir tecido profundo, modulando respostas
inflamatérias em tecido muscular, acelerando o processo de remodalagep tecidual,
porém apesar dos bons resultados no ensaio de tragao, sua aplicagdo no parametro
pré-estabelecido nao foi suficientemente eficaz para demonstrar efeitos satisfatérios
com relagao a qualidade do reparo tecidual verificado na histologia.

Palavras-chave: Microcorrente. Reparo Tecidual. Lesdo Muscular.



ABSTRACT

After the muscle injury is a result of biological processes in the affected tissue aiming
to limit the expansion of injury mechanism. Physical therapy works in this context
through therapeutic resources that promote anti-inflammatory or pro-inflammatory as
well as accelerating the process of tissue regeneration. A promising feature
physiotherapy which interacts directly in this process is microcurrent therapy, but
their interaction in the muscle tissue is still poorly studied. In this light the objective of
this study was to evaluate the effects of microcurrent on the process of muscle
regeneration in experimental injury. Thus, we used 30 rats Wistar were divided into
three distinct groups; negative control (n = 10), where there has been no intervention,
positive control (n = 10) underwent freezing injury gastrocnemius muscle in the right,
but receiving no treatment, and an experimental group (n = 10) that after being
subjected to the same protocol of injury was treated by microcurrent on the injured
segment, with the application of 20 minutes per application, using the parameters of
510 pA intensity a frequency of 80 Hz and polarity reversal every 2.5 seconds, a total
of 9 applications in a non-consecutive period of 21 days. Later the animals were
sacrificed and the gastrocnemius sectioned law for mechanical tests, and we studied
the biomechanical properties of elongation, maximum load and stiffness. Statistical
analysis of results obtained in tensile tests were performed using SPSS v18, that
when given the data parameters, we performed a one-way ANOVA and when
significant differences, data were submitted to post-hoc test hoc Tukey test to
compare means between groups, with the level of p <0.05, analysis of histology was
performed as a descriptive and qualitative in a double-blind study. Data from tensile
tests showed a statistically significant difference between the negative control group
with other groups, however, comparing the experimental and positive control groups
showed no statistically significant difference (p <0.05) between the biomechanical
properties maximum load and elongation, but as for the stiffness all groups showed
statistically significant (p> 0.05), compared with the histological analysis we can see
that the experimental group had greater regenreagao tissue with deposition of
collagen tissue in place the injured tissue, but-had several foci of degeneration
compared to control groups. The present study suggests that in an experimental
model of muscle-injury induced freezing injury, microcurrent treatment was able to
reach deep tissue, modulating inflammatory responses in muscle tissue, accelerating
the tissue remodeling, but despite the good results from tensile tests, its application
in parameter pre-set was not sufficiently effective to demonstrate satisfactory effects
on quality of tissue repair observed in histology.

Keywords: Microcurrent. Tissue Repair. Muscle Injury.
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1 INTRODUGAO

As lesbes musculares sdo cada vez mais comuns na pratica esportiva ou
recreativa, proporcionando lesbes de varias amplitudes, afastando atletas de sua
rotina de treinamentos, competicées ou de atividades de vida diaria, sendo estas
causadas, principalmente, por contusdes e excessivas forcas musculares
(PETERSON, 2002).

Desta maneira, diversos estudos tém analisado os diferentes tipos de lesoes
musculares que tem sido um fator de grande relevancia no que se diz respeito ao
aumento proporcional de estudos relacionados, ndo somente com o processo de
regeneracdo muscular como objeto de estudo principal, mas também com as
diversas modalidades de tratamentos de lesbes que acometem o sistema
musculoesquelético. No entanto, em todos os estudos as lesdes musculares
apareceram com uma grande incidéncia (YOON et al, 2006)

Existem varias classificagées para estabelecer o nivel das lesdes musculares,
sendo estas classificadas de acordo com o mecanismo e o nivel de gravidade.
Levando em consideragdo o grau de comprometimento das fibras musculares e a
etiologia de maneira multifatorial, as lesées podem classificar-se de acordo com a
gravidade e extensao em trés categorias distintas.”Uma lesao de grau leve ou lesdo
de grau |, quando esta apresenta poucas fibras lesadas, quando sofrem apenas
distensao ou um leve estiramento sem que haja rompimento, classifica-se de leséo
moderada ou‘ lesdo de grau Il quando esta envolve o rompimento parcial de fibras
musculares, porém nao totalmente, e classifica-se uma leséo‘grave ou lesao de grau
Il quar‘ido € muito severa de maneira que ha comprometimento total das fibras
musculares (JARVINEN et al, 2000). >

O processo de reparo tecidual constitui uma reacao tecidual dindmica, a qual
compreende diferentes fendmenos, tais como: inflamagao, proliferagcdo celular e
sintese de elementos constituintes da matriz extracelular, incluindo as fibras
colagenas, elasticas e reticulares (PUGLIESE et al, 2003)
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Os processos de cicatrizagdo e reparo ocorrem ap6s trauma ou doenca. E
comum e fisiologico que apés a lesdo do tecido muscular esquelético, o organismo
tente de alguma maneira se livrar dos danos. A resposta inflamatéria consiste na
primeira linha de defesa do organismo contra um agente agressor, a area € invadida
por células inflamatérias tais como células mononucleares, neutréfilos, macrofagos,
associado a secregao de fatores de crescimento, citocinas que promove o aumento
do fluxo sanguineo e o aumento da resposta inflamatéria objetivando eliminar e
remover tecidos degenerados, preparando a regio afetada para o reparo (GUIRRO;
GUIRRO, 2004).

A fase de reparagdo muscular ocorre logo apoés é caracterizado pela sintese
de proteina, fibras de colagenos e fibroblastos produzindo tecido conectivo e tecido
cicatricial (MANDELBAUM, 2003).

Observa-se ainda que o musculo esquelético é capaz de sofrer regeneragao
completa devido a ativagdo de células-tronco que residem no musculo esquelético,
celulas estas denominadas células satélites (CHARGE: RUDNICKI, 2004).

As células satélites sdo células precursoras no processo de regeneragao, que
compreende em pequenas células miogénicas, em estado quiescente, localizadas
entre o sarcolema e a lamina basal. Na maior parte do tempo as células satélites se
mantém em estado quiescente, porém, certos 'éstimulos, como o miotrauma,
induzem sua ativagao e, assim, passam a exprimir diversos marcadores miogénicos.
Esses fatores‘ modificam a atividade celular, fazendo com que se diferenciem, se
multipliquem e migrem, contribuindo para a regeneracéo ou crescimento do tecido
muscular (HILL, GOLDSPINK, 2003; MAGAUDDA et al., 2004).

Seguido a regeneragado tecidual ocorre a fase de remodelagém,‘"ha qual
ocorre a adaptagdo do musculo regenerado as atividades contrateis e a
reorganizagao do tecido cicatricial (MATHEUS, et al, 2008; DUTTON, 20086).

Devido aos incomodos e a repercussao clinica ocasionada pela exacerbacao
do processo inflamatério, a fisioterapia atua na redugdo desses sinais clinicos
atraves de recursos terapéuticos que promovam efeitos antiinflamatérios (reducao
da intensidade da inflamagao) ou pré-inflamatérids (acelerando o processo
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inflamatério para que a mesma ocorra de maneira mais rapida) bem como
acelerando o processo de regeneragdo e remodelagem dos tecidos. Entre os
recursos terapéuticos utilizados na pratica atual, esta a microcorrente que consiste
em uma corrente guadrada, bipolarizada, bifasica, simétrica e aleatéria, que utiliza
baixissima amperagem. com saida de corrente constante, acelerando em até 500%
a producdo de adenosina trfosfato (ATP), sendo essa molécula a grande
responsavel pela sintese proteica e regeneracao tecidual devido a sua participagao
em todos os processos energeficos da célula. Em teoria, o tecido saudavel é o
resultado do fluxo direto de comrentes elétricas pelo organismo (GONZALES, 2004;).

A microcorrente € um recurso bastante utilizado na cicatrizacao de feridas,
porém ainda pouco elucidado e uliizado no gue se diz respeito aos resultados de
lesbes muscular. No ambito terapéulico a microcomente atua em baixissima
amperagem, com capacidade de acelerar a produc3o de energia. sendo essa
molécula a grande responsavel pela sintese protéica e regeneracdo tecidual devido
a sua participacao em todos os processos energéticos da célula. Em teoria, o tecido
saudavel € o resultado do fluxo direto de correntes elétricas pelo organismo. Quando
o tecido sofre leséo, esse fluxo € alterado no local, portanto neste caso a corrente
elétrica pode estimular a reparagao tecidual. O uso da terapia com microcorrentes,
sobre lesbes cutaneas tem o objetivo de normalizar o fluxo de correntes, objetivando
o reparo e minimizando a dor (ALCAIDE et al., 2001).

1.1 CARACTERIZAGAO DO PROBLEMA E SUA IMPORTANCIA

.

Atualmente verifica-se um grande numero de pesquisas voltadas para
conhecimento e melhora do tratamento de feridas, ou seja, no processo de
reparacdo tecidual. Dentre elas se destacam as pesquisas nas areas de
microcorrentes, este € um recurso fisioterapéutico que atua diretamente no
processo cicatricial, no entanto, sua agdo no tecido muscular ainda & pouco
estudada (MEYER, 2008; MAYON, 2008).
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De acordo com Oliveira et al (2006), a utilizagao de terapia de microcorrentes
possw um efeito limitado para a diminuigédo da inflamagéo e aceleragao do processo
de reparacao tecidual, conforme experimento de 15 ratos com lesdo induzida
crurgicamente utilizando o aparelho de microcorrentes com intensidade de 160
microamperes.

No entanto, Silva (2006), afirma que a terapia por microcorrentes possui
eficacia na aceleragdo do processo cicatricial utilizando intensidade de 30 a 160
microamperes e frequéncia de 0,3Hz a 0,8Hz, conforme resultado da aplicagéo da
terapéutica em 21 ratos, sendo induzida uma lesao cirurgicamente e realizado o
tratamento de reparo de pele com a microcorrentes. Obteve-se como resultados a
formagdo de novos vasos sanguineos, proliferagdo fibroblastica, incremento da
reepitelizagdo, bem como diminuicao da fase inflamatoria.

Acredita-se que as microcorrentes induzem através de corrente de baixa
amperagem, alterando a polaridade das membranas das células, a atividade dos
fibroblastos na sintese de colageno, bem como o reparo de diferentes tecidos do
corpo (OLIVEIRA et al., 2006).

Apesar de diversos estudos demonstrarem a eficacia da microcorrentes no
reparo tecidual, a literatura ainda € muito escassa para demonstrar os efeitos
biolégicos sobre o tecido muscular. Este € um recurso promissor, cuja
fundamentagao cientifica tem-se demonstrado relevante para a sintese de colageno
em feridas, no entanto a literatura também nao disponibiliza informagées a respeito
dos parametros para a aplicagao da técnica no reparo muscular.

O presente estudo visa oferecer subsidios para a comunidade cientifica,
promovendo a fundamentagdo para o uso do recurso eletroterapgutico da
microcorrentes aplicado a fisioterapia. Pretende-se buscar embasamento cientifico
que comprove a agao da microcorrente no reparo muscular e também, por meio de
experimentos, verificar a eficacia deste recurso em lesdes destas estruturas,
propondo um maior esclarecimento sobre os efeitos das microcorrentes nas
diferentes fases do processo inflamatério e na regeneragéo, na busca de promover
um retorno as atividades funcionais e laborativas em menor tempo apds diferentes
traumas.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito da microcorrentes no processo de regeneracao do tecido
muscular.

1.2. Objetivo Especifico

e Avaliar histologicamente o tecido muscular apoés a indugao da lesaoc em
ratos fratados com terapia por microcorrente e compara-los aos
respectivos grupos controle.

e Verificar os efeitos da microcorrente na variagdo das propriedades

o biomecanicas do tecido muscular pos-lesao.

« Observar na analise histolégica a resposta da microcorrente no processo
de regeneragdao da lesao muscular: quanto a necrose de fibras
musculares, edema e a proliferacdo de fibroblastos, fibras colagenas e
neoangiogénese;

e Co-relacionar as variaveis biomecanicas e histolégicas e entre os grupos
controles e experimental.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. TECIDO MUSCULAR

Os tecidos biologicos, entre eles o tecido muscular, sao constituidos por
células especializadas na rmealzac30 de funcdes corporais e apresentam
propriedades adequadas as suas demandas funcionais (MUELLER; MALUF, 2002).
Basicamente existem quatro tpos de tecidos divididos de acordo com as
caracteristicas relacionadas a estrutura e fungdo: epitelial, nervoso, conectivo e
muscular (ENGLES, 2001).

Os tecidos muscular e conectivo constituem a maioria dos tecidos acometidos
durante a realizacado de atividades esportivas ou recreativas (WOODS et al., 2002),
sendo responsavel pela contratiidade celular e sua composicdo pode ser
compreendida a partir de dois componentes basicos como o sarcémero, que & um
dos componentes basicos do musculo estriado que permite a contragdo muscular e
os envoltérios de tecido conectivo denominado endomisio caracterizado por uma
camada muito fina constituida pela 1amina basal,,'perimisio que envolve cada feixe
de fibras musculares e epimisio no qual partem septos muito finos. O sarcémero &
composto por filamentos proteicos de actina e miosina na regido central e filamentos
elasticos e inelasticos, sendo considerado o componente ativo do tecido muscular
(LORENZ; CAMPELLO, 2001).

A maior parte do interior da fibra muscular esta ocupada por micfibfitas de 1 a
2um de diametro. Cada fibra pode conter, desde varias centenas, até muitos
milhares de miofibrilas. Por sua vez, cada miofibrila apresenta cerca de 1500
flamentos de miosina e 3000 de actina, dispostos lado a lado. Em cortes
longitudinais pode ser observada a estriacdo transversal tdo caracteristica das
miofibrilas. Esta estriagdo € devida a presenca de actina e miosina, as duas
principais proteinas contracteis do musculo (BROOKS, 2000).
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2.1. LESAO MUSCULAR

Dentre todas as ocorrencias de lesés no esporte, a lesao muscular € a mais
comum, compreendendo cerca de 10-55% de todos os casos, seja ela causada por
contusado, distensao ou laceragao (JARVINEN, 2005; BEST, 2000; MENETREY et.
al. 2007; HUARD et. al. 2002).

Em decorréncia da extensdo do dano ao tecido lesionado e a partir dos
sintomas relatados pelo individuo que sofreu tal lesdo, podemos estratifaca-la em
quatro niveis diferentes em que estas interferem no processo de reparo tecidual
posterior ao acometimento lesional, sendo considerado lesdo grau 1, aquela que
acomete poucas fibras musculares de forma que ocasione pouco edema e dor
apenas a atividade; grau 2 acomete um numero moderado de fibras musculares,
gerando edema e dor moderada inclusive a palpagao; grau 3 acomete um grande
nimero de fibras musculares além de ocasionar ruptura parcial da fascia,
desencadeando uma resposta bastante dolorosa tanto a atividade quanto a
palpacao; e por Uitimo lesdo grau 4, em que pode-se observar ruptura completa das
fibras musculares e fascia, além da presenca de dor intensa ao repouso, palpagao e
atividade, associado a equimose abaixo da area da lesao (MISCHRA et. al., 2009).

2.2. REPARO TECIDUAL

Atualmente, a terminologia lesdo tem sido definida como qualquer guptura na
integridade de um tecido ou érgéo, isto significa que pode haver comprometimento
de diferentes tecidos, desde a camada mais externa da pele (epiderme), até
estruturas mais profundas como o tecido muscular (JORGE; DANTAS, 2003). Os
mecanismos de lesdo sao diversos, desde fatores extrinsecos, como um trauma,

cirurgia, até fatores intrinsecos, tais como um problema arterial ou venoso.



O processo de reparo tecidual € uma resposta natural do organismo de
etologa multifatorial podendo ocorrer ap6s trauma ou doenga (SHAL; SCARS,
1954, Apos a lesao muscular ocorre uma manutengdo da musculatura esquelética
cesempenhada pela sua capacidade de regeneragdo, um conjunto de repostos
celulares é ativado resultando na regeneracdo desta estrutura (CHARGE;
RUDNICKI et. al., 2004)

O processo de reparo pode ser caracterizado pelas transformacdes que
ocorrem no tecido de cicatrizagcao, sendo um processo dinamico que envolve células
sanguineas, mediadores celulares, matriz extracelular, e células parenquimatosas,
de maneira que sua reestruturagao constituem mecanismo complexo, em que varios
fatores contribuem para a criagao de diversos tipos de cicatrizagcao, como hipertrofia,
atrofia ou normotrofia, da area lesionada. Esses processos compreendem trés fases:
inflamacao, granulacdo e formagao de matriz extracelular, de maneira que a
compreensao dessas fases permite a identificagcao de uma cicatrizagcado normal da
pele o reconhecimento de quando uma intervencao € necessaria, e a coeréncia
quanto a aplicagao de uma terapia adjuvante (ROCHA et. al., 2007, GONCALVES,
2007).

No processo de cicatrizacdo, apos o inicio do estagio de granulagao, ocorre
uma sutil predominancia de células fagocitarias e o aumento do numero de
fibroblastos com formagao de nova matriz extracelular, deste modo ocorrendo a
remodelacao desses tecidos com a contracao do tecido de granulacdo. Na fase de
formagao da matriz, os fibroblastos produzem quantidades abundantes de matriz
extracelular. A sintese de colageno ocorre no 21° dia posterior a lesao, e o retorno
da pele ao aspecto normal, no 26° dia (COLLINS, 2000).

De forma esquematica Jarvinen et al.,( 2005) subdivide as estapashdo reparo
tecidual da seguinte forma:

e Dia 2: As pecas necrosadas do tecido muscular seccionado estao
sendo retiradas pelos macréfagos, enquanto que paralelamente ocorre
a formacao do tecido cicatricial conjuntivo por agao dos fibroblastos na
zona central (ZC) da leséao.
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Dia 3: As células-satélite se tornaram ativadas
dentro dos cilindros da I[dmina basal na zona de regeneragao (ZR).

Dia 5: Mioblastos se fundiram em miotubos
na ZR e o tecido conjuntivo na ZC torna-se mais denso.

Dia 7. As céluas do musculo regeneragdo ampliar
do velho cilindros lamina basal na ZC e comecar a perfurar a cicatriz.
Dia 14: A cicatriz da ZC ainda mais condensado e em tamanho
reduzido, enquanto a regeneragao de miofibras fechar a lacuna ZC.

Dia 21: O entrelagamento miofibras sao praticamente fundidos com
pouca intervengao do tecido conjuntivo (cicatriz) entre eles.

Figura 1 - Adaptado de Jarvinen et al., 2007
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Fonte: Retirado de Jarvinen et al., 2005
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2.3. CORRENTES ENDOGENAS



Os estudos sobre a existéncia de correntes endégenas e campos elétricos em
organismos wivos & sua importancia €, simultaneamente, um tema relativamente
velho & novo na Weratura Luigi Galvani (1737-1798) foi pioneiro na investigagao
deste fendmeno de “eletricidade animal’. As suas experiéncias com preparagbes de
pemas de ras demonstraram, pela primeira vez, que a contragdo muscular era
dependente de conducao elétrica e que os proprios tecidos eram capazes de gerar
sletnodade desde gue danificados, porém, s6 mais tarde foi conhecida a explicagéo
fisica para a bioeletricidade (MCCAIG, 2005).

Os campos elétricos endégenos e outros sinais bioelétricos influenciam uma
grande variedade de comportamentos celulares. Tendo em conta que todos esses
comportamentos foram ja implicados no processo regenerativo, € natural que
também ja tenha sido demonstrado o envolvimento de sinais bioelétricos na
regeneracdo. A agua é a substancia que se encontra em maior quantidade em
nosso organismo. Neste sistema aquoso encontram-se dispersos ions, que sao
atomos com carga elétrica presente devido a perda ou ganho de elétrons orbitantes,
e que permitem a transmissdo da corrente elétrica. As fungbes fisiologicas dos
tecidos biolégicos do nosso organismo sdo intermediadas por correntes elétricas
endogenas, de maneira que, essas correntes possuem suas intensidades na faixa
de microampéres. Sendo assim, estimulagbes elétricas exdgenas teriam maiores
efeitos se fossem realizadas com intensidades' semelhantes as das correntes
endégenas (LEVIN, 2007).

.No momento em que ocorre uma lesdo, o processo da perda de
continuidade tecidual altera a conducado elétrica do tecido,envolvido, sendo essa
situacdo denominada de corrente de lesdo, de modo que o reparo seria proveniente
de uma estimulagdo elétrica na area lesionada resultando em .aumento da
velocidade de reparo do dano, acelerando o tempo de cicatrizagcéo (SILVA, 2006)

Esse aumento da diferenga de potencial dificulta a passagem da corrente
elétrica que € fundamental para desencadear o processo de cicatrizagao,
necessitando-se do acréscimo de uma corrente exdégena que ativa o processo
cicatricial. Essa corrente exdgena ativadora do processo de reparo € a
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microcorrentes, que restaura o fluxo de energia e reativa a funcionalidade das
células (BORGES, 2006).

As microcorrente promove um aumento do acumulo de cargas positivas
na membrana externa da mitocéndria, como conseguinte gerando um gradiente de
protons que acelera o metabolismo celular com aumento da produgdo de ATP’s e
conseqlientemente da energia celular. Acredita-se que o incremento da producgéo de
ATP esteja na faixa de 300% a 500%. desde modo com maior disponibilidade de
energia a um aumento da atividade de ransporte ativo, conduzindo uma quantidade
cada vez superior de aminoacidos para dentro das células favorecendo a sintese de
proteinas.Como o aumento da producao de proteinas ocorre também a aceleragao
do processo de reparo tecidual (AGNE. 2009)

2.4 TERAPIA COM MICROCORRENTE (TMC)

Diversas terapias ce estimulacao elétrica exdgena tem demonstrado um efeito
potencial para melhorar a cicatrizacao de feridas tanto em seres humanos quanto
em modelo animal (SANTOS. 2008, ALVES; CORREA; LIEBANO, 2009, BALBINO;
PEREIRA. CURI, 2005). Dentre estas correntes podemos destacar a Terapia por
microcorrentes (fMC). gue caracteriza-se por uma estimulagao elétrica n&o invasiva
que consiste' na aplicacao de uma onda elétrica com capacidade de modular o fluxo
co campo eletromagnetico corporal utilizando-se correntes positivas e negativas

para tal (DRIBAN, 2004).
L

A terapia por microcorrentes consiste em uma modalidade terapéutica que
utiliza corrente elétrica de baixa intensidade (microampéres / baixa frequéncia), as
quais ndo atingem o limiar de sensibilidade dos nervos periféricos, deste modo os

individuos ndo sentem a sensacao da passagem de corrente (BORGES, 2006;
SILVA, 2006; MERCOLA; KIRSCH, 1995).
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Geralmente as aplicacées de microcorrente utilizam uma baixa frequéncias,
em tomo de 0.3Hz. 3 Hz. 10Hz, 30Hz, e 300 Hz (MANLEY, 1994; ALLEN et. al,
1994) Starkey (2001) por sua vez relata valores entre 0,5 Hz e 100Hz, ndo sendo
determinado ainda valores especificos para a utilizagao da microcorrentes.

As correntes elétncas que variam de 10 mA para 1000 mA sdo suficientes
para ocasionar aumento nas concenfracdes de ATP no tecido, e estimular o
fransporte de aminoacidos na de pele de ratos, sendo potencializada com
intensidade entre 100 mA e 750 mA Os efeitos na producdo de ATP podem ser
explicados por movimentos de prétons, de forma gque as microcorrentes geram um
aumento do acumulo de cargas posiivas na membrana externa da mitocondria,
gerando um gradiente de protons que acelera o metabolismo celular com aumento
da producdo de ATP's e consequentemente da energia celular. Acredita-se que o
incremento da producdo de ATP esteja na faixa de 300% a 500%. enquanto as
fungbes de transporte de aminoacidos sao controladas por modificacbes dos
gradientes elétricos através das membranas em que com maior disponibilidade de
energia ha um aumento da atividade de transporte ativo, conduzindo uma
quantidade cada vez superior de aminoacidos para dentro das células favorecendo a
sintese de proteinas, de forma que tais efeitos contribuem para a aceleragio do
processo de reparo tecidual (CHENG et. al., 1982).

2.5. UTILIZACAO DA TERAPIA DE MICRO CORRENTE (TMC) NO REPARO
TECIDUAL

LN
Alguns estudos vem demonstrando a utilizagdo de terapia de microcorrentes

na aceleragdo do processo de reparagao tecidual em feridas (MENDONCA et. al.
2009; KOTH 2005,), apesar de que os parametros para utilizacdo da microcorrentes
ainda nao sao bem delimitados. Em estudo desenvolvido por Leffmann et. al. (1994),
para tratamento de ferida em ratos foi utilizado 100 mA de intensidade e 0,3 Hz de
frequéncia 2 horas por dia durante 14 dias, resultados similares foram observados
em estudos realizados por Baiyat et. al. (20068) em que foram utilizados para
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tratamento de feridas de coelhos os parametros de 200mA e 0,5 Hz, 2 horas por dia,
durante 15 dias, em gue encontraram efeitos benéficos de reparo tecidual com a
utilizacao desta terapia.

2.6. UTILIZACAO DA TERAPIA DE MICRO CORRENTES (TMC) NO TECIDO
MUSCULAR

Estudos entre a interagdo da TMC com o tecido muscular ainda € pouco
estabelecida, porem vem-se evidenciando na literatura cada vez mais que a TMC
nao atua somente em camadas superficiais, mas também em camadas mais
profundas, dentre estas o musculo (ALCAIDE et al., 2001).

Estudos referentes a aplicagao de correntes de microamperagens no musculo
vem demonstrando eficacia com relagcdo a dor muscular de inicio tardio (CURTIS et.
al. 2010), lombalgia (MCMAKIN, 2004), fibrromialgia (MCMAKIN et. al. 2005), a
medida em que neste ultimo estudo o efeito analgésico da TMC obteve relacdo com
os niveis elevados de B-endorfina, onde ainda € sugerido um efeito antiinflamatério
desta terapia devido a redugdes na concentragdo plasmatica de citocinas pro-
inflamatérias (IL-1, IL-6, substancia P, TNF-a). Tais achados sugerem um efeito anti-
inflamatério modulado pela TMC, visto que a supressao destes marcadores
biolégicos vem sendo evidenciados na literatura como moduladores da atividade
antiinflamatéria (AKIRO et al., 1990, SANZ et. al., 2008).

Em contrapartida resultados insatisfatérios foram observados em.humanos,
onde a utilizagdo da microcorrente ndo se mostrou eficaz na redugdo da dor e
aumento da fungdo muscular em modelo protocolado de exercicios excéntricos
(BONACCI; HIGBIE, 1997). Estudos em equinos promovidos por Yi-Lo Lin. et al.
(2006), objetivando determinar o potencial efeito cicatricial da mesma terapia em
tendao de equinos nao foram suficientes para demonstrar eficacia, visto que efeitos
benéficos e maléficos poderam ser observados quando alterado a frquéncia e
principalmente o tempo e numero de aplicagdes, ao 'qual apesar de microcorrente
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ser capaz de aumentar o metaboismo celular e, portanto, promover a regeneragao
tecidual. Os resultados deste estudo estdo longe de serem conclusivos com relagao
a adequacdo do uso de microcorrentes para promover a cicatrizagdo do tendao de
equinos.

2.7. ENSAIO DE TRACAO

Endomisio, permisio e epimisio s30 estruturas que envolvem as fibras
musculares e sao denominados elementos elasticos em paralelo, pois contribuem
para gerar tensao passiva, funcionando com uma rede de transmissao de forgcas. em
que tal funcionalidade depende do comprimento muscular e da arquitetura de suas
fibras (ENGLES, 2001; LORENZ; CAMPELLO, 2001).

Recobrindo o tecido muchIar, podemos observar a presencga de tecidos
conectivos, com destaque para o colageno, que funcionalmente ira conferir forga
ténsil as estruturas que ele recobre, de acordo com sua quantidade e organizacao
(ENGLES, 2001; SILVER; FREEMAN; SEEHRA, 2002; NORDIN; LORENZ
CAMPELLO, 2001). As diferencas relativas a organizagéo das fibras de colageno
contribuem para que cada estrutura exerca seu papel mecanico de forma adequada
(SILVER; FREEMAN: SEEHRA, 2002), em que o seu alinhamento promove maior
forca ténsil de sustentagdo (NORDIN; LORENZ; CAMPELLO, 2001), conferindo ao
musculo as propriedades mecanicas de elasticidade, viscoelasticidade e plasticidade
(ENGLES, 2001).

w

Uma forma de observarmos as propriedades mecanicas do tecido muscular é
através do ensaio mecanico de tracao, que é representado através de um grafico em
que é plotada a magnitude da forgca aplicada sobre o material em relagdo ao
deslocamento apresentado (ENGLES, 2001; CURWIN, 1996), capaz ainda de
demonstrar informacoes relativas a elasticidade, plasticidade, rigidez, ponto de falha
e energia que um tecido € capaz de absorver antes da sua ruptura (AKESON et al,
1984; BINKLEY, 1989; NORKIN; LEVANGIE, 1992).
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A resisténcia mecanica intrinseca do tecido posto a prova, neste caso o tecido
muscular, esta vinculada intimamente com a qualidade e seguranga do tecido
regenerado, pois a quebra da integridade estrutural repercute diretamente no
resultado do tratamento proposto, influenciando no comportamento do tecido
biolégico submetido (FAGUNDES, 1990; NIERI, 1999).

Caracteristicamente, os modelos de avaliagao por ensaio de tragao analisam
um ou dois atributos no momento critico de ruptura e apesar de serem
extremamente utilizados, os resultados obtidos por meio desses testes
biomecanicos representam parcialmente o comportamento do tecido biologico sob
imposicao de uma forga externa e variavel com o tempo (HENDRICKS et al., 1930).

2.8. ANALISE HISTOLOGICA

O campo da analise histolégica € um método bastante utilizado no ambito
laboratorial e de grande valia considerando-se a sua contribuigcdo na descoberta das
alteracdes morfopatologicas. A microscopia fotografica associada a computagao
grafica por imagens tem sido de grande utilidade por grande numero de
especialistas, um fator preponderante, dadas as suas possibilidades reais de
aplicagdo nas descobertas cientificas. Envolve todo e qualquer tipo de tratamento de
imagens, desde simples graficos até imagens complexas de projetos cientificos.

O avango da tecnologia junto a analise histolégic.al com o beneficio do
aumento da definicao de imagens de computacao grafica surge como um conjunto
de métodos e técnicas ndo s6 para conversdo de dados, mas também p;}a auxilio
de fins de diagnoéstico (FAUCITANO et al, 2005).

Os métodos de analise qualitativa e quantitativa em histopatologia por
imagem tém-se mostrado eficientes e rapidos na andlise de varidveis conhecidas e
bem definidas. Entretanto, a quantificacao de estruturas de contorno e textura
imprecisos de variaveis histopatolégicas sédo itens de avaliagdo de maneira que, 0
grande desafio deste método é originar um novo enfoque na interpretacao dos
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achados microscopicos, classificando-se em padroes bem definidos e ilimitados
(CASTILLERO, 2005).

O método de analise de varidveis histométricas por processamento de
imagens mostra-se ser eficiente e poderoso na quantificagédo das principais variaveis
teciduais envolvidas em processos inflamatérios e reparativos. Foram passiveis de
quantificacdo variaveis até entdo nao processaveis e definidas como o contorno
limite deixado pela subtracdo das estruturas convencionais, tais como células,
nucleos e vasos Permite-se, dessa forma, quantificar em microscopia optica areas
ocupadas por ligudo de edema, fibras colagenas e musculares, bem como
substancias intersticiais amorfas (NOVELLI et al, 1997).
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3. METODOLOGIA

3.1. CARACTERIZACAO DA PESQUISA

Esta pesquisa é caracterizada como ensaio clinico expenmental. que teve por
objetivo analisar a interferéncia da terapia por microcorrentes nas etapas do
processo regeneragdo muscular de animais submetidos a lesdes musculares.
Segundo Cervo e Bervian (2000), a pesquisa experimental caracteriza-se por
manipular diretamente as variaveis relacionadas ao objetivo de estudo Neste tipo
de pesquisa a manipulagao das variaveis proporciona o estudo da relacao entre as
causas e os efeitos de um determinado fendmeno.

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Efica em Pesquisa com
animais- CEP, da Universidade Potiguar — UnP e esta de acordo com o Guia de
Cuidados e Uso de Animais de Laboratorio (Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals, EUA, National Research Council).

3.2. POPULACAO E AMOSTRA

A populagao desta pesquisa foi composta por ratos -da raca Wistar, Rattos
Norveg;icos, variagao albina, selecionados de forma aleatéria com peso entre 200 e
350g, pesados em balanca de precisdo com capacidade maxima de 30kg*é minima
de 2g (Balmak ELP 6/15/30). A amosrtra de 30 animais teve origem no Laboratorio
Citopatologia Natal/RN. e os mesmos passaram por um periodo de ambientacao por
5 dias, no qual foram mantidos durante os protocolos experimentais ao mesmo
ambiente, a uma temperatura entre 22° a 27°C, iluminagéo controlada e o minimo
de ruido possivel, com mesmo ciclo biolégico com fotoperiodo de 12 horas claro e
12 horas escuro, em gaiolas individuais forradas com serragem, ambiente
climatizado, onde receberam agua e ragao (FRELAB) ad libitum.
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Os 30 ratos foram divididos em 3 grupos (Tabela 1), sendo todos os animais
sacrificados apos 21 dias, onde o primeiro grupo (G-1) foi o grupo-controle, o qual
nao sofreu lesdo nem aplicagcao do tratamento. O segundo grupo (G-2) foi induzido
a lesao experimental com criolesdo, porém nao sendo realizado posteriormente
tratamento com microcorrentes, ja no terceiro grupo (G-3) foi induzido o mesmo
protocolo de lesdo, sendo realizado tratamento por microcorrentes durante 9 dias
nao consecutivos, sendo todos os ratos sacrificados ao final de 21 dias para analise
histolégica e biomecéanica do musculo gastrocnémio.

TABELA 1 — Grupo amostral utilizado durante o experimento

| Tratamento Sacrificio
véﬁanﬁt“r.ole negativo: Sem lesao |
G-1 10 animais |  Apo6s 21 dias
e sem tratamento 1.
-2 10 animais | Controle positivo: Com lesao
e sem tratamento Apods 21 dias
' Experimental: 510 pA de |
- G3 10 animais intensidade 80 Hz de
frequéncia Apos 21 dias

Fonte — Criagdo independente

3.3. INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

S
Como forma de verificar as propriedades biomecancias e histologicas do

grupo muscular gastrocnémio foi realizado ensaio de tracdo do gastrocnémio direito

e para analise histolégica foi utilizado o gasctronémio esquerdo de cada animal.
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3.4. PROCEDIMENTOS

3.4.1. PROTOCOLO DE INDUCAO DA LESAO

Para a realizacdo do processo de lesdo muscular os animais foram
previamente sedados com anestésico dissociativo Zoletil 50 ® (Virbac ®) com 0,2ml
por 100g via intramuscular (um animal de cada vez), aplicado com seringa de 1ml e
agulha 13x4,5 (Plascalp). Em seguida apds a anestesia ter sido estabelecida, foi
realizada a depilagao bilateral das patas, realizada manualmente e protegida com
luvas de procedimento, seguida de assepsia do local com Digluconato de
Clorhexidina a 2% (laboratério FGM), para ser realizada 2 incis30 de 1 cm sobre a
pele com lamina de bisturi nimero 15 em aco carbono (Solidor). no local
correspondente ao ventre muscular dos musculos gastrocnémios direito e esquerdo
do animal, fazendo o afastamento das fascias para exposicao dos musculos com
material cirurgico esterilizado em Autoclave e esterilizado entre animais com
detergente enzimatico (Deivin).

Para a realizacdo da lesao experimental, foram tomadas precaugdes quanto
a assepsia do local a ser lesionado, com a substituic;ao das luvas de procedimento
por luvas estéreis, gaze estéril e Digluconato de Clorhexidina a 2% para que
agentes externos ndo exercam qualquer acdo e desta forma evitar possiveis
infecgdes cruzadas.

Foi entdo realizado uma incisao transversal de aproximadamente 1 cm com o
afastamento das fascias para exposicao da regido do ventre muscular dg"masculo
gastrocnémio direito e esquerdo de cada animal. A lesao tecidual foi induzida por
congelamento (criolesdo), para isso foi utilizado um bastao de ferro com 6mm de
largura e 30mm de comprimento, previamente imerso em nitrogénio liquido (N3),
sendo pressionado perpendicularmente contra o ventre do musculo por 10s, seguida
de um intervalo de 15s para novo resfriamento do bastao para entdo nova aplicacao
de mais 10s do bastao contra o ventre muscular. Apés pequeno descongelamento,
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a pele que recobre a lesdo foi suturada com fio de seda odontolégico 3-0, com
agulha triangular cortante MT 17 - 1,7cm (Somerville).

Apés o ato cirurgico os animais receberam analgésico do tipo Dipirona Sédica
gotas 500mg/ml (Medley ®) dissolvido na agua.

3.4.2. PROTOCOLO DE APLICAGAO DA TARAPIA POR MICROCORRENTE
(TMC)

No decorrer de 24h foi iniciado aplicacdo da microcorrentes nos segmentos
acometidos, com eletrodos posicionados ao redor de todo o segmento lesionado,
com a aplicagao de 20 min por dia; utilizando-se os parametros estabelecidos para a
microcorrente de: 510 pA de intensidade, frequéncia de 80 Hz e inversdo de
polaridade a cada 2,5 segundos (corrente pulsada).

3.4.3. PROTOCOLO DE SACRIFICIO E REMOGCAO DOS MATERIAIS PARA
ANALISE ' '

Seguido ao periodo de tratamento os animais foranj sacrificados em uma
camara de gas de diéxido de carbono. Depois do sacrificio, foi realizada a
dissecégao dos musculos Gastrocnémio direito e esquerdo dos ratos, uti[i;ando as
patas direitas para realizagdo de um ensaio mecanico de tracdo, e as patas
esquerdas utilizadas para analise histologica.

O musculo gastrocnémio do membro posterior direito de cada animal foi
retirado, através da remogé@o da pele e de algumas partes moles, seguida da
desarticulagdo do tornozelo e quadril, sendo tomada a precaugao de manter a
integridade do musculo, preservando sua origem no tergo distal do fémur e insercao

no calcaneo, para facilitar a fixacdo da peg¢a a maquina de ensaio. Apos a
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dissecacao. as pegas foram colocadas em solugdo de lactato de Ringer, durante 30
minutos, em temperatura ambiente, até o momento da realizacao dos ensaios.

O musculo gastrocnémio do membro posterior esquerdo foi armazenado em
formol a 10% e encaminhado ao laboratério de Histologia da UnP (encaminhadas ao
laboratorio de patologia para processamento histolégico de rotina), onde
permaneceu por 24h para ser iniciado o processo de analise histolégica.

3.4.4. ENSAIO MECANICO DE TRAGAO

Para o ensaio mecanico de tracao do musculo gastrocnémio direito, foi
utilizada a maquina universal de ensaios (SHIMITZU® modelo DL10000, EMIC) da
Unidade de Pesquisa Aplicada e Transferéncia de Tecnologia (UNPA), do Centro de
Tecnologias do Gas (CTGas), equipada com célula de carga de capacidade de
50kgf. A maquina utilizada possui interface direta a um microcomputador contendo o
software TESC capaz de gerar um grafico: carga versus alongamento para cada
ensaio dos musculos.

Dois acessorios apropriados para a fixagao da peca a ser testada, sendo um
para fixagao do fémur e outro para fixagao do calcaneo, mantendo o joelho e
tornozelo com 90° de angulacdo. No momento do ensaio, o musculo sera acoplado
a maquina e.' conforme metodologia estabelecida pelo laboratério sera aplicada uma
pré-carga de 200g durante o tempo de acomodacao de 30 éegundos‘ com o intuito
de promover a acomodagao do sistema. Toda a metodologia para realizagao dos
ensaios mecanicos ja foram validadas em artigo prévio, de acordo com, I\}I'étheus et
al., (2008). Apos a pré-carga, 0 ensaio prosseguira por 8 minutos, com velocidade
pré-estabelecida para o ensaio de 10mm/minuto. A carga aplicada foi registrada
pelo software em intervalos regulares de alongamento até o momento em que o
musculo sofrera a ruptura.
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Figura 2: Dispositivo para fixagdo do musculo 2 maqguina universal de ensaio mecanico.

Fonte - Producdo Independente, CT-Gas-RN

A partir do grafico, carga versus alongamento, de cada ensaio, foram obtidas e
analisadas as seguintes propriedades mecanicas:

e Alongamento maximo (AM): € o valor do alongamento no ponto inicial até o
ponto de ruptura. E representado em metros (x107° m); *

e Carga Maxima (CM): & o valor maximo de carga registrada durante o ensaio.
E representado em Newtons (N);

¢ Rigidez: &€ uma propriedade biofisica inerente ao musculo e outro materiais
que corresponde a resisténcia elastica perante uma forga aplicada. Obtida

pela tangente do angulo (0) e representada em Newtons /metro (N/m).

3.4.5. ANALISE HISTOLOGICA
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Para este procedimento, a pec¢a sofreu desidratacao através de 3 passagens
pelo alcool com duragao de 1 hora cada, sendo em seguida realizada a fase de
diafanizac@o atraveés de 3 passagens pelo Xilol durante 10 minutos cada. Entao, foi
iniciado o processo de inclus3o, através da imersao do tecido biolégico na parafina
aquecida a 65°C em 3 passagens de 1 hora cada fragmento.

Apods a parafina endurecer, o fragmento foi levado ao Micrétomo e cortado
em fitas de 3 a 5 micras de espessura. As fitas foram colocadas em banho-maria
com agua a 35°C para que possa fixar na lamina.

Depois de prontas, as l|aminas foram colocadas na estufa a 65°C para
secagem, seguido do processo de bateria de coloragdo com Hemotoxilina e Eosina
(HE) para realizar andlise através de um estudo histopatolégico.

Apos confeccao das laminas, as mesmas foram examinadas por um
patologista de maneira duplo-cega, em microscopio optico Olympus, onde foi
realizada microfotografias com camera digital acoplada ao microscépio.

3.5. ANALISE DE DADOS
3.5.1. Analise do Ensaio Mecanico de Tracao

Para analise de dados dos resultados obtidos no ensaio mecénicoﬁc‘ie tracao
foi utilizado o programa estatistico SPSS v.18.0, em que inicialmente para os
parametros ordinais (quantitativos) foram calculadas: a média (M), desvio padrao
(DP), erro padrdo da media (EPM), valor maximo (MAX), valor minimo (MIN) e
numero de dados (N) e posteriormente verificados a parametria dos dados pelo teste
de Kolmogorov-Smirnov, sendo entéo utilizada a analise de variancia (ANOVA) para
dados paramétricos, pois quando constatadas diferencas estatisticamente
significantes, foi-se utilizado o teste post-hoc de Tukey para comparagao multipla
das médias dos grupos, sendo adotado o nivel de significancia de p<0,05.
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3.5.2. Analise Histolégica

A analise histolégica foi realizada por uma patologista de forma duplo-cega,
de forma que foi verificado a presenca de estriagbes musculares; niveis de
degeneracgao e regeneracgao; fase da leséo (crénica ou aguda); presenga de necrose
tecidual, tecido de granulagao, tecido fibrético, além da extensdo da lesdo em

epimisio, perimisio e endomisio.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

O musculo gastrocnémio foi utilizado no experimento devido sua localizacao e
funcdo, onde este se caracteriza por permanecer em condigdes de atividade fisica
extenuante, tendo um maior risco de lesdo ou ruptura, ao qual ainda podemos
observar que esta ocorre a medida que os musculos sdo mais solicitados a esforcos
de tragdo. Associando estes fatores ao fato de que a localizagdo das insercdes
proximais e distal do gastrocnémio facilita a fixagdo do musculo no apareiho de
tracdo e consequentemente a realizagdo do experimento, a utilizagdo do ensaio
mecanico de tragao se justifica pertinente (JARVINEN, 1992).

O alto grau de semelhanca morfolégica dos tecidos musculo-esqueléticos
entre os mamiferos possibilita uma avaliagao qualitativa dos sinais de lesao e reparo
muscular fidedigna, contribuindo para a elucidacdo dos principais aspectos do
processo regenerativo muscular, quando utilizados modelos animais, tornando

pertinente a utilizagdo de analise histoldgica neste modelo de lesdo experimental
(TIDBALL, 1995).

Desta forma o presente estudo buscou avaliar os efeitos da microcorrente no
reparo tecidual muscular, em que podemos observar na tabela a seguir uma analise
descritiva dos achados histolégico do G-1.

Tabela 2 - Analise descritiva da histologia do G-1 (grupo controle sem lesao)

FIBRAS MUSCULARES INFLAMAGAO *
| Integra
L
(Presenca de | Degeneracaol/ | Crénical Tecido S
G-1 ; Necrose Fibrose | Epimisio + Perimisio
Estriacoes | Regeneragao | Aguda Granulacao

Transversais)

e = - -

-

+++ - - - - -

e - - B - -

ey - - - - B

| | A W N =

de - - = E i
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Quando observamos as caracteristicas gerais das analises histologicas do G-

1 (Tabela 2) podemos observar que este grupo, ndo apresenta qualguer indicio de

les3o em sua estrutura.

Conforme ja esperado, o grupo G-1 apresentou na andlise histologica, um

tecido muscular sem caracteristicas inflamatérias, com fibras musculares dispostas

de maneira normal e tecido conjuntivo posicionado de maneira organizada e normal

na regiao do epimisio (Figura 3).

Tabela 3 - Analise descritiva da histologia do G-2 (Grupo controle com lesdo)

FF MUSCULARES INFLAMAGAO
: Formacao
Colageno oL
de - Tecido conjuntiv
jovem
neovasos
Integra
' (Presenga de + ’ Tecido ) i o
Degeneracao | Regeneracao | Cronica | Aguda | Necrose _ | Fibrose | Epimisio + Perimi
Estriacoes . Granulacao
Transversais)
1 + ++4 +++ ++ - - +:1- ++ +
+
2 + - + ++ - = = + +
- i
3 + - B + - - - + +
4 + + +++ + - - ++ + : -
5 + = = + - = = + +
6 + +++ - + - - ++ ++ +
7 + - - + = = - - +
8 + ++4+ +++ ++ + - ++ ++ +
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No entanto, o G-2 apresentou um intenso processo inflamatério, com elevada
degeneracao de fibras musculares e regeneragao de tecido conjuntivo (Figura 4).
Esses resultados corrobram com Pavesi (2008), o qual aponta que uma criolesdo
muscular promove um intenso processo inflamatério caracterizado pelos processos
degenerativos, presenca de células inflamatérias (neutréfilos e macrofagos).
Podemos observar ainda presenca de tecido de granulagao tardio, tal como a fibrose
incipiente ao redor do foco da lesao.

Figura 3 (HE 100X): Lamina do G-1: S

Demonstra o tecido muscular integro, do G-2: Tecido apresenta grande area de

com estriagdes transversais e epimisio degeneragdo de fibras musculares e

normal (fino). moderada regeneragdo de tecido
' conjuntivo

A diferenciagdo entre G-1 e G-2 € esperada, visto que apds a lesdo tecidual
ocorre o processo de reparo tecidual natural ao organismo, em que as fibras
musculares degeneradas tendem a ser conformadas por tecido conjuntivo em sua
substituicdo (TIDBALL, 2005). YW
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Tabela 4 - Analise descritiva da histologia do G-3 (Grupo tratado por microcorrente)

FF MUSCULARES | INFLAMAGAO
|' ; Formagio :
. Colageno
| de Tecido con
| denso
neovasos
Integra
(Presenca de | _ Tecido
G-2 - Degeneracdao Regeneracdo Cronica Aguda Necrose Fibrose |EpimisioeF
Estriacoes Granulacao
Transversais)
1 _. |
| I ‘I | ++
2 - e +++ - = - |4+ + !
3 .+ : +++ +++ + - - ++ ++ ++
4 |+ +++ ++ + = = ++ + +
5 |+ ++ ++ + +++ = + + -
6 |+ ++ ++ + - - = - ++
7 |+ e ++ + - = Es + +
8 |+ ++ L ++ + - + 4 e -+
9 |+ i ++ ++ + = + ++ +

Com relagédo ao G-3, que foi tratado por microcorrentes, apés a indugao da
lesdo muscular podemos observar, aspectos distintos, com destaque para a o nivel
de regeneragao e degeneracdo muscular acentuados, grande deposigado de tecido
fibrotico (tecido colageno denso) inclusive em endomisio,que apresenta-se com
inflamagao crénica, fato ndo ocorrido nos demais grupos estudados (Tabela 4).

No grupo G-3 foi observado um intenso processo de cicatrizagao do tecido
conjuntivo, evidenciado na regiao do epimisio, além disso, foi verificado aumento da
atividade de regeneragao de fibras musculares, com um processo de muiltinucleagao
de fibras. Verificou-se uma grande area de tecido em regeneragao ao redor das
areas de degeneracdo das fibras lesionadas. Observou-se também uma grande
deposi¢do de tecido conjuntivo e fibras colagenas na regido do perimisio. Pode-se
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perceber que ocorreu uma grande area de lesdo, no qual o tecido muscular ndo
regenerou, sendo substituido por tecido fibrético.

A formagao de tecido conjuntivo evidenciada no G-3 (Figura 5 e Figura 6)
corroboram estudos realizados por Esquisatto (2006) em que foi observado aumento
da atividade fibroblastica no grupo tratado por microcorrentes. Dunn (1988), também
obteve como resultado de seu estudo aumento na produgao de fibroblasto associado

ao alinhamento do colageno, apés estimulagcdo por microcorrentes do tecido

epitelial.

Figura § (HE 40X): Transicdo do tecido Figura 6 (HE 100X): Transicdo do tecido

conjuntivo para muscular, em que a fibra conjuntivo para muscular, em que a fibra
muscular ndo regenera o espago preenchido muscular ndo regenera o espago preenchido

no G-3 no G-3

Pode-se observar nas analises histologicas, dos grupos G-2 ( Figura 7) e G-3
(Figura 8), que apesar de ambos apresentarem degeneragao de fibras musculares e
regeneracdo de tecido conjuntivo, a 4rea de degeneragdo no grupo tratado por
microcorrentes apresenta-se restrita quando comparado ao grupo que ndo foi
tratado e apenas sofreu a lesdo. Em contrapartida podemos observar que a
quantidade de tecido fibrotico ao redor de lesdo apresenta-se mais desenvolvida no

grupo tratado por microcorrentes
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Figura 7 (HE 40X): Lamina do grupo G-2 Figura 8 (HE 40X): Lamina do grupo G-3
apresenta em seu tecido grande area de apresenta em tecido grande area de
degeneragdo de fibras musculares e regeneracao e degeneracgao acentuada.

~ moderada regeneragao de tecido conjuntivo

E possivel observar nas analises histolégicas dos grupos G-3 (Figura 9) e G-2
(Figura 10), a leséo vinda do epimisio apresentando regeneragdo ao redor das fibras
musculares, porém no grupo tratado por microcorrente podemos observar ainda
deposicdo de tecido fibrético ao redor do endomisio. Tais achados demonstram a
atuacao profunda por parte da terapia por microcorrentes, 0 que nao corrobora a
inferéncia da atuagdo da microcorrentes restrita a tecidos superficiais (SORIANO,
2000). -

Figura 9 (HE 100X): Lamina do G-3

HEFi 0 (HE 100X): Laminha do G-2
apresenta tecido com extensa lesdo vindo (HEFigura 10 ( )

apresenta em seu tecido lesdo vindo do
epimisio apresentando regeneragao ao redor
das fibras, porém ndo observados alteragbes
no endomisio.

do epimisio apresentando regeneragao ao
redor das fibras e fibrose ao redor do
endomisio.
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Na analise de trac@o, as pecas anatdmicas do musculo Gastrocnémio direito
dos ratos foram submetidas a um ensaio mecéanico e obtidos os resultados relativos
das propriedades de alongamento maximo, carga maxima e rigidez (Tabela 5).

Tabela 5 — Média e desvio padrao das variaveis biomecanicas analisadas por
grupo.

Grupo Desviof
ca 0,8009
~ G-2 | Carga Maxima S50
G3 | gz
G-1 -
G2 | .g . s
- i 30807
G-1 o
G-2 | Rigidez o
i 0,0272

O ensaio.-mecanico de tragdo dos musculos esqueléticos vem sendo
amplamente  utilizada na literatura como forma de mensuragdo das propriedades
biomecanicas destes grupos musculares, de forma a possibilitar explorar a eficacia
de diversas condutas terapéuticas tanto no ambito da prevengao quanto no
tratamento (MATHEUS et. al., 2008; LIMA et. al, 2007; PIEDADE et al., 2001;
MATHEUS et. al, 2008b; ASSIS, 2008; POLLIZELO et al, 2008; NORDIN;
LORENZ; CAMPELLO, 2001).

A avaliagao das propriedades mecanicas dos grupos musculares que foram
submetidos a protocolos de lesdo, fornece informagdes importantes para o
entendimento dos mecanismos fisiopatologicos e do processo de reparagcao apos a
lesdo (SENE, 2005; MATHEUS et a./, 2008; CARVALHO et al., 2009).
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Grafico 1: Comparagéo grafica dos os valores de carga maxima (y) e alongamento
maximo (x), entre os grupos G-1, G-2 e G-3 respectivamente

O grafico 1 representa a curva de cada grupo muscular que se
submeteu ao ensaio de tragdo onde se associa os valores de carga maxima
ao de alongamento maximo em um espago temporal, em que podemos
observar uma tendéncia de diferenciagdo das curvas do G-1 com relagdo as
de G-2 e G-3, porém estes dois mantém uma maior correlagédo entre estas
variaveis, sendo relevante estratificar tais variaveis biomecanicas avaliadas e
deste forma observar as alteragbes estruturais de forma pontual, é
interessante frisar que nao foi observado neste e'studo o local da ruptura

L4

durante o ensaio de tragao.

Tabela 6: Comparagao das médias da Carga Maxima (N) entre os grupos

Comparagao entre grupos Diferenga Erro padrao p Valor
G1vs G2 512129 1,62607 p=0013"
G-1vs G-3 -2,27520 1,62607 p =0.524
G-2vs G-3 -7,39649° 1,62607 p =0.00**

*p< 0,05 **p< 0,01

Na avaliagdo da propriedade carga maxima constatou-se que os valores do
grupo G-2 apresentaram diferenga estatisticamente significativa quando comparado
com os valores dos grupos G-2 (p<0,05) e G-3 (p<0,01), de forma que estes
apresentaram uma maior resisténcia a tensao e uma maior extensibilidade muscular,
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em contrapartida, quando avaliamos estas mesmas propriedades entre os grupos G-
2 e G-3 nao foi possivel observar diferenca estatisticamente significante (p>0,05),
constatando-se valores equivalentes para estas andlises, demonstrando que estes
grupos necessitaram de valores maiores de forca a para que ocorresse a
deformagao muscular, quando comparados ao G-1.

Conforme observado por Jarvinen ef al (2002) a alteracdo da resisténcia a
tensdo mantém intima relagdo com as caracteristicas estruturais das fibras de
colageno, como maior quantidade de ligacdes perpendiculares entre as fibras, fibras
mais estreitas, numerosas, em que se pode aludir a microcorrente efeito na melhora
da resisténcia biomecanica.

Tabela 7: Comparacao pontual entre as médias de Alongamento Maximo (x107°m)

de cada grupo
Comparag&o entre grupos Diferenca Ero padrao p Valor
G-1vs G-2 14795 667 5472669 0,037°
G-1vsG-3 -2185,444 5472 669 1,000
G-2vs G-3 -14795,667 5472,669 0,037*

*p< 0,05

Tal como' ocorrido nos resultados de carga maxima, na avaliagdo da
propriedade'alongamento maximo constatou-se que os valores do grupo G-2
apresentou diferenga estatisticamente significante quando comparado aos grupos G-

1 e G-3 (p<0,05), e que estes ndo apresentavam diferenca significativa (p>0,05).
L

As alteragbes do grupo com lesdo estao diretamente relacionadas a reducao
na capacidade de deformagao, que gera menor capacidade do musculo em se
alongar no limite maximo, além de reduzir a rigidez e a resiliéncia, o que justificaria
os achados do G-2 deste e de outros estudos que obtiveram resultados semelhantes
(POLIZELLO et. al., 2009).
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Tabela 8: Comparacao pontual entre as médias de Rigidez (x10°m) de cada grupo

Comparacao entre grupos Diferenca Erro padrao p Valor
G-1vs G-2 57,156667 34,797169 0,422
G-1vs G-3 40,175556 34,797169 0,903
G-2vs G-3 -16,981111 34,797169 0,223

Segundo Jarvinen et al.(1992), a rigidez muscular & uma propriedade
biomecanica a ser estudada, considerando que valores reduzidos desta variavel
indica que o musculo esta se alongando mais facimente na presenca de uma carga
menor, 0 que o torna mais suscetivel a lesdes de forma gque o seu aumento
demonstra um resultado favoravel ao processo de reparo, visto que uma
musculatura lesionada possui menor ngidez. (COSTA et al, 2010, NONATO;
MIRANDA, 2009; BARBOSA; FILHO, 2008; MATHEUS et. al, 2008).

Desta forma no presente estudo pode-se observar que na comparagao da
rigidez entre os grupos (Tabela 8), nao houve diferenga estatisticamente significativa
entre estes, sendo interessante observar que a média dos grupos G-3 (Tabela 5)
apresentou-se menor em comparagao aos demais, para esta valéncia analisada, em
que podemos inferir a este uma maior tendéncia em ralagéo aos demais grupos, de
maior suscetibilidade a lesdes, apesar de que ﬁés outras analises biomecanicas
pudemos observar um melhor resultado do G-3.

De acordo com Bassoli (2001), durante o processo de regenera¢cdo muscular,
observa-se a multinucleacao de células e regeneragao de fibras musculares,
intensificando ao mecanismo de plasticidade muscular, concordandq__‘com 0s
achados histologicos dessa pesquisa que observou um elevado processo de
regeneragao e multinucleagao celular.

Aliado a este processo de regeneragdao podemos observar ainda grande
formacgao de tecido colageno nos grupos G-2 e G-3, em que Junqueira & Carneiro
(1999) afirmam que o colageno € sintetizado por osteoblastos, condrécitos e células
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musculares lisas, além dos fibroblastos existentes no tecido conjuntivo, decorrente
de uma lesao.

Entretanto, na analise histologica foi possivel observar uma exacerbada area
de tecido colageno denso no G-3 em comparagao aos demais grupos, este fato
pode ser explicado pela capacidade da microcorrentes em estimular a producao de
fibroblasto (ESQUISATTO et. al., 20086).

Desta forma os achados encontrados a partir da andlise do ensaio de tracao,
poderiam ser explicados devido a maior resisténcia desse tecido colageno, e ainda
pela deposicao de colageno no endomisio, evidenciado na analise histolégica, o que
poderia gerar uma maior resisténcia a tragédo, visto que estudos observaram que a
forca de tensdo no musculo é diretamente proporcional ao conteudo de colageno, de
forma que fibras de coldgeno mais densas sdo capazes de aumentar a resisténcia
do tecido a tragao (SPEED, 2001).
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5. CONCLUSOES E RECOMENDAGOES

Diante dos achados averiguados neste estudo pode-se observar que a
microcorrente foi capaz de acelerar o processo de regeneragao do tecido muscular,
visto a maior area de tecido muscular regenerado, quando comparado ao grupo que
foi induzida mesma lesdo, porém nao foi tratado. Em contrapartida foi possivel
observar area de degeneragado muscular e grande deposigao de tecido colageno ao
redor da lesdo no grupo tratado por microcorrente, sendo possivel verificar ainda,
alteragdes morfolégicas no endomisio do grupo tratado por microcorrentes,
demonstrando a capacidade desta terapia em atingir tecido profundo, acelerando o
processo de remodelagem tecidual, visto o grande numero de tecido colageno denso
envelhecido ao redor da lesdo, o que culminou em uma maior resisténcia deste
tecido a0 ensaio de tragdo em comparacdo aos demais grupos, em que tal melhora
nao pode ser correlacionada com alteragbes satisfatérias por parte da histologia,
visio gue podemos observar éxacerbagcdo de tecido fibrotico associado a
cdegeneracao e um caso especifico até mesmo necrose do tecido muscular.

Pode-se observar nas andlises histologicas, limitagbes quanto a
especificidade da microcospia éptica, em que nao foi possivel observar a presenga
de fibroblastos depois de instaiado a lesdo, edema, neoangiogénese, e a qualidade
do tecido fibrotico, em que este ultimo seria imprescindivel para correlagdo dos
achados no ensaio de tracdo com a analise histologica, visto que a avaliagdo pontual
das proprie&ades biomecéanicas do musculo tratado por microcorrente poderia
induzir a um falso positivo de resposta eficaz da microcorrentes sobre © reparo
tecidual, visto os excelentes resultados encontrados neste grupo, a medida em que
tal melhora possa estar relacionada com a densidade e organizaééo‘do tecido
colageno formado apés a lesao.

Para um melhor efeito de controle do experimento, & sugerido em estudos
posteriores a utilizagao de diferentes parametros de intensidade e frequéncia da
terapia por microcorrente para que se possa observar as possiveis alteragbes de
cada pardmetro do aparelho quanto a sua interagdo com o tecido biolégico
estudado.
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E interessante também que seja realizada a contagem do local de ruptura
dos musculos gastrocnémio durante o ensaio mecanico de tragédo, visto que houve
uma alternancia do local de ruptura, entre o ventre muscular, a insergdo proximal e
insercao distal, relacionando tal fato com a quantidade de tecido conjuntivo, seu tipo
e densidade.
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APENDICE A: Figura da criolesdo com a barra de ferro previamente Imersa em
Nitrogénio liquido e pressionada de forma perpendicular contra o ventre muscular do
gastrocnémio.




APENDICES B: Figura do musculo pds criolesao.
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APENDICE C: Figura do musculo sendo suturado pos criolesdo.
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APENDICE D: Figura do aparelho de microcorrentes (MICRO-II), utilizado para
aplicagao nos animais.
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APENDICE E: Aplicagao da microcorrente nas pernas direita e esquerda do rato, de
forma simultanea.
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APENDICE F: Figura da pata dissecada mantendo preservado origem e inser¢ao do
musculo gastrocnémio para realizagdo do ensaio mecanico de tragdo.




APENDICE G: Figura Musculatura integra sobre os efeitos da tragdo.
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APENDICE H: Figura da musculatura sendo rompida durante o ensaio mecanico de

tracao.




