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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de P6s-Graduacao em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

FONOFORESE E ELETROESTIMULAGCAO NEUROMUSCULAR EM CAES: UMA
CONTRIBUIGAO PARA A FISIOTERAPIA VETERINARIA
AUTOR: CHARLES PELIZZARI
ORIENTADOR: DR. ALCEU GASPAR RAISER
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 02 de margo de 2011.

Esta tese foi dividida em duas pesquisas distintas utilizando fonoforese e
eletroterapia, na primeira pesquisa o0 objetivo foi constatar a concentracédo
plasmatica de diclofenaco sédico emulgel em cides com ou sem o uso de fonoforese
e se a fonoforese induz maior absorcdo deste farmaco. Para a realizacédo da
fonoforese foram utilizados cinco caes em oito grupos distintos, denominados:
Grupo1: aplicagdo de ultrassom (US) por 6 minutos, remoc¢ado do gel com papel
toalha e apds aplicacao de dois gramas de diclofenaco soédico (DS) emulgel
permanecendo por 6 minutos; Grupo2: aplicacédo de dois gramas de DS emulgel
tépico permanecendo por 6 minutos; Grupo3 aplicacdo de dois gramas de DS
emulgel, posteriormente recobrindo-o com gel comum para acoplamento e realizado
US pelo tempo de 6 minutos; Grupo4: repetiu-se o protocolo do Grupo1 com o
ultrassom desligado; Grupo5: repetiu-se o protocolo do Grupo3 com o ultrassom
desligado; Grupo6: aplicacdo de dois gramas de DS emulgel topico e realizado
diretamente sobre este o US pelo tempo de 6 minutos; Grupo7: repetiu-se o
protocolo do Grupo6 com o ultrassom desligado; Grupo8: administracdo oral de um
comprimido de DS (40mg) por animal. A area de aplicacédo foi de 20cm? A
frequéncia do ultrassom foi de 1MHz, modo continuo, com intensidade de 0,4W cm™.
Realizou-se a coleta de amostra sanguinea antes de executar os protocolos (Tempo
zero), apo6s uma hora (Tempo 1) e apds 4 horas da aplicagéo (Tempo 2) em todos os
grupos e posterior analise das mesmas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE). Houve diferenca (P<0,05) apenas no Tempo 1 do Grupo8. Nao foi possivel
verificar concentracdo plasmatica de diclofenaco sédico com aplicagao tépica, em
caes submetidos ou ndao a fonoforese, apenas quantificou-se o diclofenaco sédico
pela administracao via oral. A facilitagao da penetragéo transdérmica pelo ultrassom
nao foi verificada sob o protocolo especificado nesta pesquisa. Na segunda pesquisa
o objetivo foi avaliar a ocorréncia de ganho de massa muscular utilizando a
estimulacdo elétrica neuromuscular de média freqiéncia (corrente de Kotz -
2500Hz) no musculo quadriceps femoral de cdes com atrofia muscular induzida e
comparar a EENM sob diferentes tempos de tratamento. Para a realizagdo da
eletroterapia foram utilizados oito caes, pesando entre 15 e 25kg e distribuidos
aleatoriamente em dois grupos denominados de Gl (30minutos) e GIlI (60minutos).
Para a indugdo da atrofia muscular, a articulagcdo fémoro-tibio-patelar direita foi
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imobilizada por 30 dias por transfixagdo percutanea tipo Il. Foi realizada a EENM nos
caes dos grupos Gl e Gll trés vezes por semana, com intervalo minimo de 48 horas
entre cada sessao, pelo periodo de 60 dias. Foram mensuradas a perimetria das
coxas, 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 GllI entre os tempos zero e 30. Os grupos Gl e GllI tiveram aumento
significativo (P<0,05) da area de sec¢do quando comparados com o dia zero e
noventa. Pode-se concluir que a EENM de média freqiiéncia ocasiona hipertrofia do
musculo vasto lateral em cées apds atrofia muscular induzida. A EENM com duragéo
de 60minutos (GIl) promove um maior ganho de massa muscular em relagéo ao Gl.

Palavras-chave: cao, eletroterapia, diclofenaco sédico, CLAE, fonoforese.
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ABSTRACT

Doctorate Thesis
Programa de P6s-Graduacao em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

PHONOPHORESIS AND NEUROMUSCULAR ELECTRICAL STIMULATION IN
DOGS: A CONTRIBUTION TO THE VETERINARY PHISIOTHERAPY
AUTHOR: CHARLES PELIZZARI
ADVISOR: DR. ALCEU GASPAR RAISER
Date and place of defense: Santa Maria, March 02", 2011.

The aim of the first study was to evaluate the plasma concentration of
diclofenac sodium (DS) in dogs submitted to diclofenac phonophoresis and to
evaluate if phonophoresis induces greater absorption of this drug. .Five dogs were
used in eight different groups at different times: Group 1, application of ultrasound for
six minutes, removal of the ultrasound gel and topical application of two grams of DS
gel for six minutes; Group 2, topical application of two grams of DS gel for six
minutes; Group 3 topical application of two grams of DS gel and then covering it with
common gel to apply ultrasound for six minutes; Group 4, similar to Group 1, but the
ultrasound device was switched off; Group 5, similar to Group 3, but the ultrasound
device was switched off, Group 6, the application of ultrasound was performed using
only two grams of DS; Group 7, similar to Group 6, but the ultrasound device was
switched off and Group 8, oral administration of 40mg of DS. The application area
was 20cm?. It was used a frequency of 1TMHz, continuous ultrasound and intensity of
0,4W cm™. Blood collections were performed before treatment (TO), 1h (T1) and 4h
(T2) after ultrasound application for all groups. DS concentrations in plasma were
measured by high performance liquid choramatohraphy (HPLC). There was
significant increase of DS plasma concentration only at T1 in the Group 8. It was no
possible to detect any concentration of DS in the plasma of dogs after topical
application of DS, even after DS phonophoresis. The facilitation of transdermal
penetration by ultrasound has not been verified under the protocol specified in this
research. The aim of the second study was to use medium frequency Neuromuscular
Electrical Stimulation (NMES) in femoral quadriceps of dogs with induced muscular
atrophy, evaluate the occurrence of gain in mass 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), Gll, (NMES for 60min).
For the induction of the muscular atrophy, the right femoral-tibial-patellar joint was
immobilized for 30 days by the percutaneous transfixation type Il method. NMES was
carried out in the dogs of groups, three times a week, with an interval of 48h between
each session, during 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 GlI at 30 days from the surgical procedure for immobilization when
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compared with time zero. As for the morphometry of the fibers of the vastus lateralis,
a significant increase (P<0.05) was observed in the transversal area of the treated
groups Gl e GIl at 90 days from the surgical procedure for immobilization when
compared with time zero. Thus, it can be concluded that NMES of medium frequency
brings about hypertrophy of the vastus lateralis muscle in dogs after induced

muscular atrophy. NMES for 60min (Gll) presents a greater muscular gain related to
the Gl

Key words: dog, electrotherapy, diclofenac sodium, phonophoresis, HPLC.



15. INTRODUCAO

A reabilitacao fisica de animais € uma area relativamente nova na Medicina
Veterinaria, que tem se tornado essencial para promover recuperagao em cirurgias
ortopédicas e de tecidos moles (CANAPP, 2007). Em estudo realizado na Irlanda
constatou-se que a maioria dos cirurgides veterinarios reconhece que a fisioterapia
deva ser amplamente utilizada, embora ressalte que falta comunicagdo entre o
cirurgido e o especialista em reabilitagdo animal (DOYLE & HORGAN, 2006). Assim,
deve-se buscar uma maior interagdo entre essas duas especialidades e selecionar
modalidades terapéuticas de tratamento que contemplem ou que sejam eficazes nas

afeccbes de pacientes veterinarios.

Os parametros de aplicagéo da fisioterapia veterinaria, no caso especifico da
Estimulacao Eletrica Neuromuscular (EENM) e da fonoforese, na maioria das vezes,
ocorrem por extrapolacédo de bibliografias consultadas da fisioterapia humana, sem
estudos comprobatérios em animais, principalmente no cado, gerando duvidas em
relacdo a aplicagdo, quantidades de sessbes e tempo de tratamento o que, em
muitas vezes, pode ocasionar riscos a saude do animal. Dessa forma, respostas
sobre metodologias de aplicacdo estdo sendo buscados com o intuito de fornecer
conforto e evitar efeitos indesejados de farmacos causados ao paciente veterinario.
Sendo assim buscou-se realizar dois trabalhos com modalidades fisicas

independentes utilizadas na fisioterapia.

Os anti-inflamatérios nao esteroidais (AINES) s&do frequentemente usados na
pratica clinica em pacientes com traumas, fraturas e no pés-operatorio por seu efeito
analgésico (MULLER. et al., 2004). Embora os AINES constituam uma das classes
de farmacos mais prescritas no mundo, seu uso continua sendo limitado pela
incidéncia de seus efeitos indesejados, principalmente sobre o trato gastrintestinal
(MULLER, 2004).
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O diclofenaco € um AINE de grande valor para a analgesia p6s-operatéria,
uma vez que estudo recente no homem e em animais sugerem que parte dessas
propriedades seja devida a sua agao sobre mecanismos nociceptivos centrais que
modulam a dor (CARDOSO, 2002). Entretanto, sua utilizag&o pela via oral em cées
€ contra-indicada devido aos efeitos colaterais, principalmente sangramento gastrico
(TASAKA, 1999). A utilizacédo local de AINES como forma terapéutica no alivio de
afecgbes inflamatorias e dolorosas apresenta inumeras vantagens em relagao ao

uso sistémico, principalmente evitando as reagdes gastrintestinais.

O diclofenaco sédico (DS) é contra-indicado para caes por possuir efeitos
colaterais gastrintestinais quando administrado pelas vias usuais: oral |,
intramuscular e intravenosa (TASAKA, 1999), mas possui agédo anti-inflamatéria e
analgésica comprovada (CARDOSO, 2002).

O Ultrassom é uma modalidade de terapia fisica muito utilizada em medicina
veterinaria. O termo ultrassom significa “além do som”. Trata-se de vibracdes
mecanicas, produzidas eletricamente (LOW & REED, 2001), inaudiveis, de alta
frequéncia que podem produzir efeitos fisiolégicos térmicos e ndo térmicos
(PRENTICE, 2003). Na pratica médica essa modalidade terapéutica € uma das mais
utilizadas, principalmente com a intengdo de estimular a cicatrizagao e aliviar a dor
(DRAPPER & PRENTICE, 2004).

O ultrassom pode produzir respostas significativas em células, tecidos e
orgaos por meio de efeitos térmicos e biofisicos n&o térmicos (DRAPPER &
PRENTICE, 2004). Os efeitos térmicos sédo alcangados se a temperatura local atingir
entre 40° e 45°C. Temperaturas acima disto sdo deletérias para as células (LOW &
REED, 2001). Os efeitos ndo térmicos incluem cavitagdo e microfluxo acustico
(DRAPPER & PRENTICE, 2004). A cavitagdo é a formacédo de pequenas bolhas
gasosas nos tecidos como resultado da vibragdo do ultrassom, geralmente com
tamanho de 1 micron (10°m) (LOW & REED, 2001), que se comprimem e se
expandem devido a alteragbes de pressao produzidas pelo ultrassom nos fluidos do
tecido (DRAPPER & PRENTICE, 2004).

A cavitagao pode ser classificada como estavel ou instavel (transitéria). Na
primeira, as bolhas oscilam dentro das ondas de pressao, mas permanecem intactas

(LOW & REED, 2001), ocorre a formacao de uma microcorrenteza acustica, que é o
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movimento unidirecional dos fluidos ao longo dos limites das membranas celulares,
promovendo alteracdes na permeabilidade das membranas das células e da taxa de
difusdo através das mesmas, o que facilita o transito de ions e metabdlitos
(STARKEY, 2001). Este efeito exerce sobrecarga viscosa causando alteragbes
terapéuticas uteis. Na cavitacao transitoria o volume da bolha se altera rapidamente
e entao colapsa (implode) (LOW & REED, 2001).

A fonoforese € uma técnica fisioterapéutica que utiliza o ultrassom com o
objetivo de estimular a absor¢édo de farmacos aplicados na pele de maneira segura,
indolor e ndo invasiva. E uma técnica que pode ser utilizada em animais, mas requer
avaliacao e/ou adequacéao para que seja comprovada sua eficiéncia na absorgéo de

farmacos como o diclofenaco sédico.

Todos os cdes com problemas ortopédicos ou neurolégicos sdo candidatos a
terapia fisica, particularmente os que desempenham atividades fisicas intensas
como esporte e guarda. A fisioterapia também é aplicada a cédes em recuperacao
pés-cirurgica (CANAPP, 2007; LEVINE et al., 2008). A reabilitagcdo direcionada as
condigdes ortopédicas é uma das mais importantes areas de atuacao da fisioterapia
em caes. Dentre suas indicagbes estdo a recuperacdo de fraturas, disturbios

articulares, rupturas de ligamentos e afecgbes tendineas (DAVIDSON et al., 2008).

A formulacdo do protocolo de tratamento depende da identificacdo dos
disturbios apresentados. A priorizacdo dos problemas, op¢do pelos métodos de
tratamento apropriado e sua frequéncia irdo determinar o sucesso da recuperagao.
O temperamento do paciente e o0s equipamentos disponiveis devem ser

considerados na escolha das modalidades terapéuticas (VEENMAN, 2006).

A atrofia muscular pode ser resultado do desuso prolongado de um membro
em decorréncia de afecgbes ortopédicas, neurolégicas (SALTER et al., 2003;
MILLIS, 2004) e apo6s procedimentos cirurgicos que necessitem de imobilizagdo
articular prolongada (MORRISSEY et al.,, 1985; APPEL et al.,, 1986; SALBEGO
2006), sendo observada tanto em animais (MILLIS, 2004; MAZZANTI, 2002;
SALBEGO; 2006) quanto em seres humanos (GOULD et al., 1983; GIBSON et al.,
1988). Entre as sequelas encontradas pode-se citar a diminuicdo da forga muscular,
instabilidade e rigidez articular (GOSSMAN et al., 1986) e diminuicdo da sintese das
proteinas musculares (GIBSON et al., 1988).
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A estimulacao elétrica neuromuscular (EENM) é uma modalidade terapéutica
utilizada ha mais de 40 anos na prevencado da atrofia muscular por desuso
(EDGERTON et al., 1975; BOOTH, 1982; JOHNSON et al., 1997; OGINO et al.,
2002; SALTER et al., 2003) para promover aumento da taxa de movimentacao e
forca muscular, reeducagdo muscular, correcdo de anormalidades estruturais,
melhora no tbnus muscular, aumento da funcéo, controle da dor, aceleragdo do
processo de cicatrizag&o, redu¢cdo de edema e espasmo muscular, e administracéo
transdérmica de farmacos (JOHNSON & LEVINE, 2004). O mecanismo de acao
ocorre por estimulos elétricos terapéuticos aplicados sobre o tecido muscular,

através do sistema nervoso periférico integro (BRASILEIRO et al., 2002).

As frequiéncias de pulsos utilizadas em Medicina Veterinaria para EENM
variam entre a baixa e a média. As de baixa freqiéncia, como a FES (Estimulagao
Elétrica Funcional) tém promovido, em algumas pesquisas em caes (SOUZA, 2006;
PELIZZARI et al, 2008; SOUZA, 2010), um aumento significativo no ganho de massa
em musculos atrofiados experimentalmente. Acredita-se que as correntes de média
frequéncia, como a de Kotz, por apresentar uma freqiéncia maior, permite uma
menor resisténcia a passagem de corrente (reaténcia capacitiva), proporcionando
um estimulo mais confortavel e de altas densidades de correntes, ocasionando um

recrutamento maior de fibras musculares durante a EENM.

Considerando que a fonoforese € um recurso fisico que estimula a absorcéo
de farmacos por via transdérmica e que a corrente de média frequéncia pode
ocasionar um maior recrutamento de fibras musculares durante a EENM, este

trabalho foi realizado com os seguintes objetivos:

Verificar a concentracao plasmatica de diclofenaco sddico aplicado por via

topica e oral em caes;

Avaliar o efeito da fonoforese sobre a concentragédo plasmatica de

diclofenaco sédico aplicado por via topica em caes;

Avaliar o tempo de absorc¢ao do diclofenaco sddico aplicado topicamente em

caes, submetidos a fonoforese;

Avaliar o ganho de massa muscular em caes com atrofia muscular induzida,

mediante a aplicacdo de EENM de média frequéncia em diferentes tempos.

Esses objetivos foram determinados para testar as seguintes hipoteses:
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Ha diferenca na concentracdo plasmatica de diclofenaco sddico, quando

aplicado por via topica ou oral em caes;

Ha diferenca no tempo de absorgédo do diclofenaco sddico aplicado por via

topica em caes, mediante a utilizacao da fonoforese;

Ha diferengca no tempo de absorcdo do diclofenaco sddico aplicado

topicamente em caes, submetidos a fonoforese;

Ha diferenca no ganho de massa muscular em caes com atrofia muscular

induzida de acordo com o tempo de aplicagdo da EENM de média frequéncia.
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16. ARTIGO 1

CIENCIA RURAL - Revista Cientifica do Centro de Ciéncias Rurais da Universidade
Federal de Santa Maria, RS

CONCENTRACAO PLASMATICA DE DICLOFENACO SODICO EM CAES,
SUBMETIDOS A FONOFORESE
PLASMA CONCENTRATION OF DICLOFENAC SODIUM IN DOGS SUBMITTED
TO DICLOFENAC PHONOPHORESIS
Charles Pelizzari', Alceu Gaspar Raiser', Alexandre Mazzanti', Soraia Figueiredo de

"I Rosangela Gongalves Picinini ', Michel

Souza'", Vera Maria Villamil Martins
Leandro de Campos'”

RESUMO
Com o objetivo de avaliar a concentragao plasmatica de diclofenaco sodico
emulgel em cées com ou sem o uso de fonoforese e se a fonoforese induz maior
absorcado deste farmaco foram utilizados cinco cdes em oito grupos distintos,
denominados: Grupo1: aplicagéo de ultrassom (US) por 6 minutos, remog¢ao do gel e
apos aplicagao de dois gramas de diclofenaco sodico (DS) emulgel permanecendo
por 6 minutos; Grupo2: aplicagdo de dois gramas de DS emulgel tépico
permanecendo por 6 minutos; Grupo3 aplicacédo de dois gramas de DS emulgel,

posteriormente recobrindo-o com gel comum para acoplamento e realizado US pelo

tempo de 6 minutos; Grupo4: repetiu-se o protocolo do Grupo 1 com o ultrassom

! Programa de Pés-graduagdo em Medicina Veterinaria. Centro de Ciéncias Rurais (CCR),
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), RS, Brasil. Autor para correspondéncia. E-mail:
charlespelizzari@yahoo.com.br

" Professora adjunta do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Natureza (CCBN), Universidade Federal
do Acre (UFAC), Rio Branco, AC, Brasil.

" Professora adjunta do Centro de Ciéncias Agroveterinarias (CAV), Universidade do Estado de
Santa Catarina (UDESC), Lages, SC, Brasil.

" Departamento de Principios Ativos Naturais e Toxicologia da Universidade Estadual Julio de
Mesquita Filho (UNESP), Araraquara, S&o Paulo, Brasil.
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desligado; Grupo5: repetiu-se o protocolo do Grupo3 com o ultrassom desligado;
Grupo6: aplicagédo de dois gramas de DS emulgel tdpico e realizado diretamente
sobre este 0 US pelo tempo de 6 minutos; Grupo7: repetiu-se o protocolo do Grupo6
com o ultrassom desligado; Grupo8: administragdo oral de um comprimido de DS
(40mg) por animal. A area de aplicagdo possuia 20cm?. A frequéncia do ultrassom
foi de TMHz, modo continuo, com intensidade de 0,4W cm™. Realizou-se a coleta de
amostra sanguinea antes de executar os protocolos (Tempo zero), apdés uma hora
(Tempo 1) e ap6s 4 horas da aplicagéo (Tempo 2) em todos os grupos e posterior
analise das mesmas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Houve
diferenca (P<0,05) apenas no Tempo 1 do Grupo8 em relagao as amostras. Nao foi
possivel verificar concentracdo plasmatica de diclofenaco sdédico com aplicagédo
topica, em caes submetidos ou nado a fonoforese, apenas quantificou-se o
diclofenaco sbédico pela administracdo via oral. A facilitagdo da penetragao
transdérmica pelo ultrassom nao foi verificada sob o protocolo especificado nesta
pesquisa.
Palavras-chave: fonoforese, c&o, diclofenaco sédico, clae
ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the plasma concentration of diclofenac
sodium (DS) in dogs submitted to diclofenac phonophoresis and to evaluate if
phonophoresis induces greater absorption of this drug in dogs. Five dogs were used
in eight different groups at different times: Group 1, application of ultrasound for six
minutes, removal of the ultrasound gel and topical application of two grams of DS gel
for six minutes; Group 2, topical application of two grams of DS gel for six minutes;
Group 3 topical application of two grams of DS gel and then covering it with common

gel to apply ultrasound for six minutes; Group 4, similar to Group 1, but the
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ultrasound device was switched off; Group 5, similar to Group 3, but the ultrasound
device was switched off, Group 6, the application of ultrasound was performed using
only two grams of DS; Group 7, similar to Group 6, but the ultrasound device was
switched off and Group 8, oral administration of 40mg of DS. The application area
was 20cm?. It was used a frequency of 1MHz, continuous ultrasound and intensity of
0,4W cm™. Blood collections were performed before treatment (TO), 1h (T1) and 4h
(T2) after ultrasound application for all groups. DS concentrations in plasma were
measured by high performance liquid choramatohraphy (HPLC). There was
significant increase of DS plasma concentration only at T1 in the group 8. It was no
possible to detect any concentration of DS in the plasma of dogs after topical
application of DS, even after DS phonophoresis. The facilitation of transdermal
penetration by ultrasound has not been verified under the protocol specified in this
research.
Key words: phonophoresis, dog, diclofenac sodium, HPLC.
INTRODUCAO

Ultrassom significa “além do som”. Trata-se de vibracbes mecanicas,
produzidas eletricamente (LOW & REED, 2001), inaudiveis, de alta frequéncia que
podem produzir efeitos fisioldgicos térmicos e ndo térmicos (PRENTICE, 2003). Na
pratica meédica essa modalidade terapéutica € uma das mais utilizadas,
principalmente com a intencao e estimular a cicatrizagéo e aliviar a dor (DRAPPER &
PRENTICE, 2004). Quando um feixe de onda ultrassénica atinge uma interface
acustica parte da energia é refletida ou refratada. Quando o ultrassom entra em
contato com o ar produz uma refragédo quase total da energia. Assim, é necessario
meio de acoplamento na interface transdutor e local da aplicagdo (pele), para

permitir que as ondas passem do transdutor para os tecidos (STARKEY, 2001). A
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movimentacdo do transdutor durante a aplicagdo do ultrassom pode reduzir os
efeitos danosos das ondas estacionarias. Esta movimentacéo do transdutor deve ser
a uma velocidade aproximada de 4cm s (DRAPPER & PRENTICE, 2004). As
ondas emitidas podem ser do modo continuo, onde a energia do ultrassom estara
sendo produzida em tempo integral, ou modo pulsado em que a energia é
interrompida em intervalos chamados off time (DRAPPER & PRENTICE, 2004).

A administrac&o topica de medicamentos objetiva a penetragao do principio
ativo nos tecidos, tais como musculo e articulagdes, abaixo do sitio de aplicagdo. Um
problema associado a eficacia do uso tépico dos AINES é o acesso ao tecido alvo,
se o principio ativo penetra nos tecidos mais profundos por difusdo simples, a partir
do local de aplicagéo, ou se o farmaco € absorvido pela circulagdo sanguinea local e
subsequentemente distribuido pela circulagdo sistémica (SOLIGNAC, 2004
PETERSEN & ROVATI, 2009).

Na tentativa de mostrar a eficacia da disponibilidade aumentada do farmaco,
perfis de tempo-concentragdo no tecido muscular e razdes tecido-plasma foram
obtidos ap6s a administracao topica e intravenosa in vivo do piroxican em ratos. As
diferengcas marcantes entre os resultados obtidos, para os sitios dosados e nao-
dosados, dao suporte a hip6étese na qual a administracdo tépica pode levar ao
aumento na concentragdo local do farmaco nos tecidos subjacentes, tal como o
musculo, sem antes entrar na circulagdo geral (McNEILL, 1992). E importante
ressaltar que em caninos e felinos a vascularizagao da regiao epidérmica da pele é
menos desenvolvida do que ocorre em seres humanos, antropoides e suinos
(PAVLETIC, 1998).

A utilizacdo local de AINES como forma terapéutica no alivio de afecgbes

inflamatorias e dolorosas tem despertado o interesse de muitos profissionais da
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saude e pesquisadores, pois apresenta inUmeras vantagens em relagdo ao uso
sistémico, principalmente evitando as reagdes gastrintestinais (ROSIM, 2003;
FUSARO, 2006; BARNES, 2008).

Existem varias formas de administragdo medicamentosa. Uma delas € a
fonoforese. Fonoforese ou sonoforese é o movimento de farmacos, para dentro dos
tecidos cutaneos, sob a influéncia da energia ultrassénica (LOW & REED, 2001;
STARKEY, 2001). Para DRAPPER & PRENTICE (2004), € uma técnica que melhora
o fornecimento de medicagédo especifica aos tecidos, tem como maior vantagem
fornecer medicamento de maneira segura, indolor € ndo invasiva. Tem o beneficio
de permitir a penetragdo nos tecidos, de forma n&o invasiva, diminui o efeito de
passagem (STARKEY, 2001) ou biotransformacdo que seria a transformacgéo
quimica de substancias, pois, muitos agentes biotransformados podem ser
responsaveis por efeitos toxicos ao organismo (FLORIO, 1999). Ainda, a auséncia
de degradacdo pelo trato digestivo, evita efeitos colaterais associados ao
metabolismo gastrintestinal, normalmente associados a administracéo por via oral
(WU et al.,, 1998). Segundo FUSARO (2006), a via transdérmica associada ao
ultrassom terapéutico representa otimizacdo no método, onde demonstrou que a
fonoforese induziu maior absorgéo de diclofenaco dietilaménio.

A aplicagao do ultrassom necessita agentes de acoplamento, que podem ser
géis (STARKEY, 2001). Em fonoforese € muito importante a eficacia dos meios de
acoplamento, pois alguns deles impedem a passagem do som, podendo-se aplicar
separadamente o gel e a medicagdo, sendo esse método conhecido por “método
invisivel” (STARKEY, 2001). A eficacia da fonoforese nao foi totalmente comprovada
e ainda existem controvérsias, muitas delas relacionadas ao tipo de agente

acoplador utilizado e a concentracdo do medicamento (STARKEY, 2001). BARNES
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(2008), em estudo sobre a exposi¢céo do diclofenaco sddico ao ultrassom sugere a
auséncia da degradacdo do farmaco, elegendo assim, este, para o uso em
fonoforese.

O diclofenaco sodico € um potente anti-inflamatorio n&o esteroidal e
analgésico que tem acgéo sobre a inibigdo da ciclooxigenase e da lipoxigenase. Sua
utilizacdo em cées é contra-indicada devido aos efeitos colaterais, principalmente
sangramento gastrico (TASAKA, 1999). E rapidamente absorvido, depois da
administracao oral, e sua concentragao plasmatica é atingida dentro de duas a trés
horas. Estudos em analgesia pds-cesariana, em humanos, indicam que tanto a
necessidade de opidides quanto os escores de dor podem ser diminuidos quando o
diclofenaco for administrado em diferentes doses e por diferentes vias.

As propriedades analgésicas do diclofenaco tem sido atribuidas aos seus
efeitos sobre a sintese periférica de prostaglandinas. Como consequéncia, a dose e
a via de administragdo ideais ainda precisam ser determinadas e estudos que
comparem a eficacia analgésica de vias de administracdo alternativas do mesmo
farmaco sdo necessarios para o estabelecimento do regime terapéutico ideal. O
diclofenaco pode ser administrado por via oral, retal ou parenteral em humanos. A
via menos invasiva deve ser sempre a escolhida (CARDOSO, 2002).

Em humanos sadios PORTA (1992), administrou diclofenaco sédico peroral,
ROSIM (2003), que utilizou Voltaren Emulgel® por fonoforese em area de 225 cm?,
tempo de 5 minutos de irradiagéo, intensidade de 0,5 watt.cm'z, frequéncia de 1mhz,
modo continuo, constatando facilitagdo transcutanea e por FUSARO (2006), que
administrou diclofenaco dietilamoénio, em area de 150 cm2, o restante do protocolo
igual ao de ROSIM (2003), onde observou maior absor¢do do farmaco por

fonoforese, mas 75% das amostras ficaram abaixo do limite de quantificacdo que foi
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de 50ng.ml". Todos estes autores avaliaram a concentragdo plasmatica de
diclofenaco por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), mostrando que a
CLAE é um método eficiente de quantificacdo deste farmaco em plasma sanguineo.

Assim o objetivo foi avaliar a concentragao plasmatica de diclofenaco sédico
em caes apoOs sua aplicagdo na forma de emulgel por fonoforese sob diferentes
protocolos de tratamentos e se a fonoforese interfere com a absor¢cao deste
farmaco.

MATERIAL E METODO

Foram utilizados cinco cées, sem raca definida, fémeas, com massa corporal
entre 09 e 16kg, obtidos no Centro de Controle de Zoonoses da cidade de Lages,
Santa Catarina. Antes da experimentacdo, os animais foram submetidos
previamente ao procedimento de ovariossalpingoisterectomia, alojados em canis
individuais por 15 dias para adaptacao ao local, recebendo alimentacdo duas vezes
ao dia e agua a vontade. Foi também, administrado anti-helmintico (pamoato de
pirantel/praziquantel) na dose de 25mg kg'1 de massa corporal e realizada avaliagéo
sérica de alanina-aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA) obtendo-se
resultados dentro dos valores fisioldgicos para a espécie.

Foram compostos oito grupos sendo que, todos os cées participaram de
todos eles: grupo 1: aplicagdo de ultrassom (US) acoplado a gel comum para
ultrassonografia por 6min, remoc¢ao do gel com papel toalha e apds aplicagao de 2g
de diclofenaco sédico (DS) emulgel que permaneceu por 6min sendo retirado em
seguida; grupo 2: aplicacdo de 2g de DS emulgel topico que permaneceu por 6min
sendo retirado a seguir; grupo 3: aplicacédo de 2g de DS emulgel, posteriormente
recobrindo-o com gel comum para acoplamento e realizado US pelo tempo de 6min,

retirando-se depois o0 gel comum e o DS; grupo 4: repetiu-se o protocolo do grupo 1
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com o ultrassom desligado. grupo 5 : Repetiu-se o protocolo do Grupo 3 com o
ultrassom desligado; grupo 6: aplicacdo de 2g de DS emulgel tépico e realizado
diretamente sobre este o US pelo tempo de 6min, posteriormente retirando o
emulgel excedente; grupo 7: repetiu-se o protocolo do grupo 6 com o ultrassom
desligado; grupo 8: administragcdo oral unica de 40mg de DS comprimido por
animal.

Em cada cao, efetuou-se a aplicagdo do diclofenaco sédico emulgel no
membro pélvico direito, na regido lateral da coxa, com movimentos circulares na
velocidade de 4cm? s™', segundo DRAPPER & PRENTICE (2004). A area possuia
20cm? (5x4cm) demarcada por pincel de tinta, precedida de tricotomia com maquina
especifica e ldmina numero 40 e de limpeza local com solugao fisiolégica e alcool. A
frequéncia do ultrassom foi de 1MHz, a area de radiacao efetiva do ultrassom era de
3,5 cm?, modo continuo, com intensidade de 0,4W cm™ pelo tempo de 6min, sendo o
meio de acoplamento do cabecgote gel comum ou diretamente diclofenaco sédico,
conforme protocolo dos grupos. A concentracédo do gel de diclofenaco sddico foi de
1% em cada aplicagéo. A aplicagdo do US foi realizada todas as vezes pelo mesmo
individuo. Cada protocolo foi empregado uma vez em cada animal, e estes foram
submetidos a novo protocolo apds o periodo de sete dias.

Para a avaliagédo plasmatica da concentracao de diclofenaco sédico realizou-
se a coleta de amostra sanguinea antes de executar os protocolos (Tempo zero),
apo6s uma hora (Tempo 1) e apds 4h da aplicagdo (Tempo 2) em todos os cées de
cada grupo, sendo que, os animais permaneciam com restricdo alimentar até a
ultima coleta e com o uso de colar Elisabetano para protegdo da area de aplicagao.
Cada amostra foi identificada, colocada em tubos contendo EDTA e, apds

centrifugacdo a 3500rpm x g por 10 minutos, o plasma foi extraido com pipeta,
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acondicionando em tubos Eppendorf, identificado e armazenado em freezer até a
data da realizacao da analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

A quantificacdo do diclofenaco nas amostras de plasma foi realizada
utilizando equipamento cromatografico HPLC (CLAE) Waters Alliance® equipado
com detector Waters 2487 UV-vis operando no comprimento de onda de 276nm. A
separacao foi feita em uma coluna Symmetry® C18 5um de 250x4,6mm protegida
por pré-coluna Symmetry® C18 5um de 3,9x20mm, em fase reversa composta por
isopropanol, agua, acetonitrila e tampao acetato pH 4,0 na proporgéo de 48, 22,10 e
20% respectivamente, com fluxo de 0,45mL min”. O processamento foi executado
com base no método publicado por RIGATO et al. (2009), em que 200uL de plasma
foram tratados com 200uL de padrao interno (naproxeno) em acetonitrila para uma
concentragédo final de 5ug mL™". A mistura foi agitada em vortex e em seguida
centrifugada a 15000 x g por 10min a temperatura de 4°C. Transferido-se o
sobrenadante para insert e 100uL foram injetados no sistema cromatografico. Para
analise estatistica aplicou-se analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida de
teste Tukey (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Somente na administracéo oral (grupo 8), pode-se observar concentracdes
plasmaticas de diclofenaco sédico, ap6s uma e quatro horas. No tempo anterior a
administracao (zero), nenhuma amostra apresentou o produto. Nos outros grupos (1
a 7) nao se observou valor plasmatico de diclofenaco sédico, ou este estava abaixo
do limite de quantificagéo pelo método bioanalitico desenvolvido que foi de 25ng mlI
', Para esses niveis abaixo do limite de quantificagcao atribuiu-se valor zero para
calculo estatistico. Houve diferengca (P<0,05) apenas no Tempo 1 (uma hora) do

Grupo 8 (oral) em relagdo aos demais tempos e grupos.



23

Na figura 1 estdo representadas as variacbes das concentragbes
plasmaticas do diclofenaco nos tempos 1 (uma hora) e 2 (quatro horas) em cada céao
nas amostras obtidas a partir do protocolo 8 e a mediana. No tempo zero as
amostras ndo apresentaram valores de diclofenaco quantificaveis (abaixo de 25ng
ml™"). Este resultado mostra que o método bioanalitico desenvolvido foi adequado
para a detecgcédo e quantificacdo do diclofenaco em amostras de plasma e que a
aplicagéo do diclofenaco emulgel.

A utilizacdo do diclofenaco sbédico (DS) foi devido a sua acgéo anti-
inflamatoria e analgésica descrita por Cardoso, (2002), mesmo este farmaco sendo
contra-indicado para caes (TASAKA, 1999) optou-se por utiliza-lo devido ao seu
baixo custo, facilidade de obtengédo do produto e por acreditar que a via topica ndo
causaria efeitos colaterais em cées. N&o foi encontrada descricdo na literatura de
dose terapéutica de DS oral indicada essa espécie. A dose administrada foi
adaptada de HOSNY et al. (1996), que utilizaram 50mg de diclofenaco sodico por
cdo na raga Beagle com dispositivo retal. Pela via de administracdo ser diferente
neste trabalho, foi utilizado 40mg de diclofenaco sédico por animal. A quantidade de
diclofenaco emulgel e o protocolo de aplicagdo do ultrassom foram adaptados de
ROSIM (2003) e, conforme afirma BARNES (2008), é importante citar que nao ha
um consenso de protocolo padrdo em relagdo a aplicagdo do ultrassom. A escolha
do protocolo, em caes, & basicamente empirica, provavelmente, devido ao limitado
numero de publicagdes na area e dados obtidos serem conflitantes ou adaptados de
literatura humana.

A area no membro pélvico foi escolhida devido a facilidade de aplicagéo e a
alta incidéncia de lesdes traumaticas nesta regido. A baixa intensidade e modo

pulsado, utilizados nesta pesquisa, sdo as caracteristicas do equipamento
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desenvolvido e que tem sido empregado num grande numero de investigacdes
experimentais e clinicas por DUARTE & XAVIER (1983) e RUBIN et al. (2001). A
quantidade de 2g de diclofenaco sodico aplicada, nos grupos sem o gel comum para
ultrassonografia, foi suficiente para a realizagcdo da sesséo, evitando que o cabecote
do ultrassom ficasse sem o meio de acoplamento, segundo recomenda STARKEY
(2001). Os tempos das coletas foram baseados no DICIONARIO DE
ESPECIALIDADES FARMACEUTICAS INTERATIVO (2005/06), onde consta que a
meia-vida terminal do diclofenaco no plasma é de 1-3 horas.

N&o houve diferenca (P<0,05) entre os cédes dos grupos submetidos ao
ultrassom (fonoforese) com aqueles sem o uso do ultrassom, ndo se evidenciando
valor plasmatico de diclofenaco sédico, ou este estava abaixo do limite de
quantificagdo do meétodo bioanalitico desenvolvido. Em estudo com diclofenaco
dietilamoénio em humanos sadios, FUSARO (2006), relatou que em 75% dos
voluntarios submetidos a fonoforese ou a aplicagdo tdpica sem ultrassom, as
concentragdes plasmaticas de diclofenaco ficaram abaixo do limite de detecgéo, que
foi de 50ng mI"". ROSIM (2003) mostrou que o ultrassom com diclofenaco sédico
facilitou a penetracéo transcutanea em humanos. Para McNEILL (1992) e FUSARO
(2006), a quantificacdo de diclofenaco plasmatico pode ndo ocorrer, mas existiram
indicios que possa haver concentracao local, abaixo da pele na area de fonoforese e
CARNIO (2005), em avaliagdo da fonoforese com diclofenaco sédico em gelatina,
imitando pele humana, verificou que a penetragcédo do medicamento foi de 3mm para
a irradiagdo com 1,0W cm? e 5mm para a irradiagdo com 1,5W cm? de forma
continua e estacionaria por 5minutos confirmando a concentragéo local. Para testar
essa hipdtese no céo, seria necessaria a avaliagao da regido da area de aplicagéo,

mas pode-se sugerir que havia presenca do DS.
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Uma das causas da ndo quantificacdo pode estar relacionada com a area e
o tempo de exposig¢ao do farmaco (McNEILL, 1992). A area e o tempo de exposi¢cao
utilizado por ROSIM (2003) foram maiores. Ainda, pode-se levar em consideragéo as
propriedades fisicas e anatdbmicas da pele, pois a vascularizagao da pele do céo é
diferente da humana (PAVLETIC, 1998), entendendo que por este motivo haja
menor absorgéo do farmaco em canino. A nao quantificagcao sérica e o entendimento
da presenga do farmaco na regido de aplicacédo sao desejaveis, pois a espécie
canina € muito susceptivel aos efeitos colaterais do diclofenaco em concentragbes
plasmaticas elevadas, sendo o ideal que se mantivesse apenas a concentragao
inibitéria minima local. Portanto, ha necessidade de estudos subseqiientes em
pacientes enfermos para verificar se essa técnica é eficiente no controle anti-
inflamat6rio ou analgésico local.
CONCLUSAO

Nas condicbes em que a pesquisa foi conduzida, a aplicacéo topica de
diclofenaco sodico, em cdes submetidos ou ndo a fonoforese, com intensidade de
0,4W cm?, modo continuo, frequéncia de 1MHz em tempo de irradiagdo de 6
minutos n&o detectou concentracdo plasmatica do farmaco que foi quantificado
apenas pela administragdo oral. O protocolo utilizado demonstrou que n&o ha
facilitacdo da penetracao transdérmica pelo ultrassom, pela avaliagdo do plasma por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.
COMITE DE ETICA E BIOSSEGURANGA

A pesquisa seguiu as normas de Experimentacdo segundo o Comité de
Etica e Bem Estar Animal da Universidade Federal de Santa Maria e foi aprovado
constando no Processo Administrativo numero 23081.018091/2008-48.

AGRADECIMENTO



26

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq),
pelo financiamento da pesquisa vinculada ao processo 300885/2008-3.
REFERENCIAS
BARNES, D. Efeito do ultrassom sobre a nocicepg¢ao e o processo inflamatério
em modelos animais e sobre a estrutura quimica de farmacos. 2008. 66f.
Dissertacdo (Mestrado em Ambiente e Desenvolvimento) — Centro Universitario
Univates, RS
CARDOSO, M.M.S.C. et al. Diclofenaco por via muscular ou retal associado com
baixas doses de morfina subaracndidea para analgesia poés-operatdéria em
cesarianas. Rev Bras Anestesiol, v.52, p.666-672, 2002.
CARNIO, P.B. Variagcdao dos parametros fisicos do campo ultrassonico em
fonoforese com diclofenaco gel. 2005. 77f. Dissertagdo (Mestrado em
Bioengenharia) — Universidade de Sao Paulo, SP
DICIONARIO de Especialidades Farmacéuticas Interativo. Rio de Janeiro:
Publicacdes Cientificas, 2005/06. p 1944.
DRAPPER, D.O.; PRENTICE, W.E. Ultrassom terapéutico. In: PRENTICE, W.E.
Modalidades terapéuticas para fisioterapeutas. Porto Alegre: Artmed, 2004.
Cap.10, p.245-274.
DUARTE, L.R.; XAVIER,C.A.M. Estimulagéo ultra-sénica do calo 6sseo. Rev Bras
de Ortop, v.18, p.73-80, 1983.
FLORIO, J.C. Absorgéo, distribui¢do, biotransformacéo e eliminacdo. In: SPINOSA,
H.S. et al. Farmacologia aplicada a medicina veterinaria. Rio de Janeiro:

GuanabaraKoogan, 1999. Cap.04, p.34.



27

FUSARO, C. Estudo da fonoforese de diclofenaco dietilaménio em voluntarios
sadios. 2006. 53f. Dissertacdo (Mestrado em Farmacologia) — Universidade
Estadual de Campinas, SP.

HOSNY E.A., et al Effect of polycarbophil concentration on diclofenac
sodiumbioavailability from suppositories in beagle dogs. IJ Pharm, v.136, p.37-41,
1996.

LOW, J.; REED, A. Ultrassom terapéutico. In: . Eletroterapia explicada
principios e pratica. Sao Paulo: Manole, 2001. Cap.06, p.187-228.

McNEILL S.C. et al. Local enhanced topical delivery (LETD) of drugs: does it truly
exist? Pharm Res, v.9, n.11, p.1422-1427, 1992.

MITCHELL J.A.; WARNER T.D. Cyclo-oxygenase-2: pharmacology, physiology,
biochemistry andrelevance to NSAID therapy. Br J Pharmacol ,v.128, n.6, p1121-
1132, 1999.

PAVLETIC M.M. Pele e érgaos anexos. In: SLATER, D. Manual de cirurgia de
pequenos animais. S&o Paulo: Manole, 1998. Cap.24, p.328-329.

PETERSEN B.; ROVATI S. Diclofenac epolamine (Flector) patch: evidence for
topical activity. Clin Drug Investig, v.29, n.1, p.1-9, 2009.

PORTA, V. Estudo de interagcao entre a ranitidina e o diclofenaco em
voluntarios sadios apos administracao peroral de voltaren 50. 1992. 209f.
Dissertacéo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Universidade de S&o Paulo,
SP.

PRENTICE, W.E. Emprego das modalidades terapéuticas de reabilitagdo. In:
PRENTICE, W.E; VOIGHT, M.L. Técnicas em reabilitagdo musculoesqueléticas.

Porto Alegre: Artmed, 2003. Cap.18, p.275-276.



28

RIGATO, H.M. et al. A simple high-performance liquid chromatographic method for
the determination of diclofenac in human plasma: application to a comparative
bioavailability study. Int J of Clin Pharmacol Ther, v.47, n.2, p.132-140, 2009.
ROSIM, G.C. Analise da influéncia do ultrassom terapéutico na penetragao
transcutanea de diclofenco sédico em humanos sadios. 2003. 62f. Dissertagéo
(Mestrado em Bioengenharia) — Universidade de Sao Paulo, SP.

RUBIN, C. et al. The uses of lowintensity ultrasound to accelerate the helaing of
fractures. The JBJS, v.83, p.259-270, 2001.

SOLIGNAC, M. Assessment of a topical NSAIDs in the treatment of pain and
inflammation. The example of Flector Plaster, a local bioadhesive plaster containing
diclofenac epolamine. Presse Med,v.33, n.14, pt.2, 3510-13, 2004.

STARKEY, C. Ultra-som. In: . Recursos terapéuticos em fisioterapia. Sao
Paulo: Manole, 2001. Cap.06, p.277-313.

TASAKA, A.C. Antinflamatérios n&o esteroidais. In: SPINOSA, H.S. et al.
Farmacologia aplicada a medicina veterinaria. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, 1999. Cap.21, p.220.

WU J. et al. Defects generated in human stratum corneum specimesns by

ultrasound. Ultrassoun Med Biol, v.24, n.5, p.705-710, 1998.



29

9000

8000

7000

6000

5000

4000

3000

2000

Grupo 8

Concentragdo plasmatica (ng/ml)

1000

cl

c2

c3

c5

Mediana

Ht0

0

@atl

2959

1271

3685.1

6343.1

8395.1

3685.1

Et2

729.5

909.2

471.47

969.93

141.34

729.5

Caes
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diclofenaco sddico nos tempos zero, 1 (uma hora) e 2 (quatro horas) em cada cao
nas amostras obtidas a partir do protocolo 8 (via oral) e a mediana. No tempo zero

as amostras ndo apresentaram valores de diclofenaco quantificaveis (>25ng mi™).
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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi empregar a estimulagéo elétrica neuromuscular
(EENM) de média frequéncia no quadriceps femoral de caes 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 GlI
(60minutos). Para a inducdo da atrofia muscular, a articulagdo fémoro-tibio-patelar
direita foi imobilizada por 30 dias por transfixagdo percutanea tipo Il. Foi realizada a
EENM nos caes dos grupos Gl e Gll trés vezes por semana, com intervalo minimo
de 48 horas entre cada sessédo, pelo periodo de 60 dias. Foram mensuradas a

perimetria da coxa, goniometria dos joelhos, atividade da enzima creatina-quinase
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(CK) e morfometria das fibras musculares do vasto lateral em cortes transversais
colhido mediante a biopsia 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 Gll entre os tempos zero e 30. Os grupos Gl e GlI tiveram
aumento significativo (P<0,05) da area de sec¢cao quando comparados com o dia
zero e noventa. Pode-se concluir que a EENM de média freqiiéncia ocasiona
hipertrofia do musculo vasto lateral em caes ap6s atrofia muscular induzida. A EENM
com duragdo de 60minutos (Gll) promove um maior ganho de massa muscular em
relacao ao Gl.

Palavras-chave: céo, imobilizagéo, biopsia, EENM.
ABSTRACT

The aim of this study was to use medium frequency Neuromuscular Electrical
Stimulation (NMES) in femoral quadriceps of dogs with induced muscular atrophy,
evaluate the occurrence of gain in mass 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), Gll, (NMES for 60min). For the
induction of the muscular atrophy, the right femoral-tibial-patellar joint was
immobilized for 30 days by the percutaneous transfixation type Il method. NMES was
carried out in the dogs of groups, three times a week, with an interval of 48h between
each session, during 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 GlI at 30 days from the surgical procedure for immobilization when
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compared with time zero. As for the morphometry of the fibers of the vastus lateralis,
a significant increase (P<0.05) was observed in the transversal area of the treated
groups Gl e GIl at 90 days from the surgical procedure for immobilization when
compared with time zero. Thus, it can be concluded that NMES of medium frequency
brings about hypertrophy of the vastus lateralis muscle in dogs after induced
muscular atrophy. NMES for 60min (Gll) presents a greater muscular gain related to
the Gl.

Key words: dog, immobilization, biopsy, NMES.
INTRODUCAO

A atrofia muscular pode ser o resultado do desuso prolongado de um membro
em decorréncia de afec¢cbes ortopédicas ou neurolégicas (SALTER et al., 2003;
MILLIS, 2004) e ap6s procedimentos cirurgicos que necessitam de imobilizacdo
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 seqlielas encontradas pode-se
citar a diminuigdo da forca muscular, instabilidade e rigidez articular (GOSSMAN et
al., 1986) e diminui¢do da sintese das proteinas musculares (GIBSON et al., 1988).

Entre quatro e seis dias apds a imobilizagcdo 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¢cao do musculo, promovendo alteragdes como
atrofia muscular e reducgéo 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).
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A estimulacéao elétrica neuromuscular (EENM) é utilizada ha mais de 40 anos
para prevenir a atrofia muscular por desuso, aumentar os efeitos de um programa de
exercicios apo6s traumatismo e restituir a funcdo em pacientes com disturbios
neuromusculares (OGINO et al., 2002). E uma forma de estimulo capaz de induzir o
musculo estriado esquelético a alteragbes como melhora da fungdo (WILLIAMS &
STREET, 1976) aumento da capacidade de gerar forca muscular e hipertrofia
(CURRIER et al.,, 1979; PELIZZARI et al., 2008), além de ser utilizada na
estimulagéo para controle da dor (ROSEMBERG et al., 1978).

Os parametros de aplicacao da EENM utilizados, na maioria das vezes, em
animais sdo extrapolacdo de bibliografias consultadas da fisioterapia humana, sem
estudos comprobatérios em animais, principalmente o cdo, gerando duvidas em
relacdo a aplicacdo, numero de sessdes e tempo de tratamento. O objetivo desta
pesquisa foi avaliar a ocorréncia de ganho de massa muscular utilizando a
estimulacédo elétrica neuromuscular de média freqiéncia (corrente de Kotz) no
musculo quadriceps femoral de caes com atrofia muscular induzida e comparar a
EENM sob diferentes tempos de tratamento.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados oito caes, sem raca definida, pesando entre 15 e 25kg,
obtidos no Biotério Central da Universidade Federal de Santa Maria. 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 anestesiados com tiopental sédico (12,5mg kg™) para

estudo radiografico simples da articulagcdo coxofemoral e fémoro-tibio-patelar em
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incidéncia cranio-caudal em busca de alteragdes articulares. Os animais que nao
apresentaram alteragdes foram distribuidos ao acaso em dois grupos de igual
numero, denominados de Gl com aplicagdo de EENM por 30 minutos e Gl aplicagéo
de EENM por 60 minutos.

Os procedimentos cirurgicos empregados nestes animais foram bidpsia do
musculo vasto lateral, para avaliacdo das fibras musculares e imobilizagéo rigida
temporaria da articulagdo fémoro-tibio-patelar. As biopsias foram realizadas em trés
tempos: antes da imobilizagdo, no momento de sua retirada e 90 dias apds a
primeira.

Para a imobilizagédo articular, cada animal foi submetido a tricotomia da coxa
direita e pré-medicado com sulfato de morfina (1mg kg™') associado ao maleato de
acepromazina (0,05mg kg™'). A anestesia foi induzida com propofol (4,0mg kg™) e
mantida com halotano vaporizado em oxigénio a 100%. Apdés a antissepsia do
campo operatério realizada com alcool-iodo-alcool, foi administrada ampicilina
sodica (30mg kg™), 30 minutos antes do inicio da cirurgia, sendo efetuada a fixacdo
externa percuténea biplanar ou tipo Il, conforme descrito por ARON (1996). A
articulagao foi mantida em angulacao de 90° com o auxilio de um gonidmetro. Como
barra de conexao entre os pinos foi utilizada resina acrilica autopolimerizavel. Os
animais receberam como terapia anti-inflamatéria e analgésica cetoprofeno 10%
(2mg kg™), por via subcutanea, durante trés dias e cloridrato de tramadol (2mg kg™),
por via intra-muscular, a cada seis horas durante 24h. As areas de inser¢des dos
pinos, na pele, foram higienizadas com solugéo salina isotbnica, protegidas por gaze
embebida em solugcéo de nitrofurazona e o aparelho de imobilizagdo diariamente

recoberto com atadura até a sua remocgao.
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No mesmo instante foi realizada a primeira biopsia, mediante abordagem do
musculo vasto lateral do membro pélvico direito, por meio de incisdo da pele e da
fascia muscular, introducdo um trépano dermatolégico e, mediante movimentos de
rotagdo e alavanca, foi retirado um fragmento de aproximadamente 7x3mm, fixado
em formol tamponado a 10% por um periodo minimo de 48h. A ferida da pele, em
consequéncia da biopsia muscular, foi higienizada com solugdo salina isotonica e
protegida por esparadrapo hipoalergénico.

Os animais permaneceram com o aparelho de fixacdo esquelética por 30
dias, quando foi realizado novo procedimento cirirgico que constou da segunda
biopsia e retirada do aparelho. Apds 48 horas iniciou-se a Estimulagdo Elétrica
Neuromuscular (EENM), para isso foi feita a tricotomia da coxa direita e remocgéo da
oleosidade com alcool para a redugcédo 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 o mais distante possivel entre eles
para fechamento de corrente numa disposi¢cao diagonal. Foi aplicado gel condutor
apropriado 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 foram freqiiéncia
de 2500Hz, largura do pulso de 50%, modo sincronizado, com ciclos de estimulagéo
de 12 segundos seguidos por 25 segundos de descanso (relagéo 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 do

animal ao estimulo (vocalizagdo, inquietude, retirada do membro estimulado). Os
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musculos estimulados foram os que compdem o quadriceps femoral, ou seja, vasto
lateral, vasto medial, vasto intermédio e reto femoral.

Os caes do Gl receberam aplicagdo de EENM de Média Frequéncia (corrente
de Kotz ou Russa), trés vezes na semana, com intervalo de 48h entre as sessbes
com duragio de 30 minutos, até o 60° dia apés a remogéo do aparelho de fixagéo
externa. Os caes do Gll receberam o mesmo tratamento por 60 minutos.

A terceira bidpsia muscular foi realizada aos 90 dias apds 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
histol6gica foi fotografada com camera digital acoplada ao microscopio com objetiva
de 20X. A imagem obtida foi dividida em vinte partes iguais e mensurou-se a area de
seccao 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 articulagao fémoro-tibio-patelar e atividade da enzima creatina-
quinase (CK). Para a medida da perimetria realizou-se a tricotomia da coxa em
ambos 0os membros, e com uma fita maleavel (em cm), foram marcados trés pontos
equidistantes entre o trocanter maior e o céndilo lateral do fémur e nesses pontos foi
aferida a perimetria. Logo ap6s utilizou-se gonidmetro universal para mensurar a
goniometria das angulagbes em flexdo e extensao total do joelho, obtendo-se o arco
de movimento. Esses procedimentos foram realizados nos dias 0 (pré), 30 e 90 dias
apo6s a primeira medida e os valores anotados em protocolos especificos. Para a
avaliagédo da atividade da enzima CK foram coletados 5ml de sangue nos dias zero,
30, 45, 60 e 90 apos a primeira coleta. Com excecao do dia zero, as coletas foram

distribuidas em trés tempos: antes (T0), duas (T1) e seis (T2) horas apés EENM.
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Para o calculo estatistico utilizou-se analise de variancia (ANOVA) de uma
via, seguida de teste de comparagbes multiplas de Duncan. Todos os resultados
foram indicados pela média + do Erro Padréo da Média (EPM).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores da perimetria da coxa sofreram variagbes, no entanto, nao
apresentaram diferenga entre os grupos nos diferentes tempos de avaliagéo,
corroborando com SOUZA et al. (2007), demonstrando que este tipo de mensuragéo
€ relativa, ja que a EENM foi realizada em apenas quatro musculos € nao em todos
os que compdem a coxa. JOHNSON et al. (1997) testaram a estimulagéo elétrica em
cées apos artroplastia do joelho e encontraram diferenca significativa na claudicagéo
e na mensuracgao da circunferéncia da coxa entre os caes tratados e nao tratados.

Na medida da goniometria houve diferenca estatistica (P<0,05) entre os
grupos no membro imobilizado (direito) no 30° dia de pds-operatorio que se deve
aos diferentes graus de rigidez articular encontrado nos animais dos grupos, pois
essa medida foi realizada logo apés a retirada da imobilizacao.

Quanto a anadlise da atividade da enzima creatina quinase (CK) ndo houve
diferenca estatisticamente entre os animais dos grupos | e Il em relagcao ao tempo de
coleta. A escolha da enzima e o tempo de coleta foram baseados nos trabalhos
realizados por BURR et al. (1997) os quais descreveram que a enzima CK é de
maior confianga para avaliar injuria muscular. CARDINET Il (1997) mostrou que o
pico de CK em injuria muscular se da entre duas a seis horas apés a lesdo. BIGARD
(2001) citou que a atividade da CK esta elevada quando ha fadiga muscular e POSO
et al. (1983) revelaram aumento da atividade da CK apds exercicios acentuados,
enquanto que em exercicios mais leves, ndo houve aumentos significativos,

sugerindo que a intensidade da corrente pode ser um fator importante (SHELLE et
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al., 1985). BIGARD (2001) relatou que o exercicio pode conduzir & microlesdes das
fibras musculares, onde a gravidade da lesdo varia de acordo com o tipo de
exercicio e a severidade. Geralmente quando ocorrem lesdes musculares por
intensidade de exercicios fisicos, outros sinais clinicos sdo observados como dor a
palpacado (miosite) e as vezes claudicagdo. Nesta pesquisa, ndo foi encontrada
nenhuma manifestacdo clinica de algias musculares durante o tratamento,
coincidindo com os valores da CK sem significancia estatistica. Para chegar ao
consenso de dano muscular deve-se associar o aumento da CK com atividade fisica
acentuada. A relagao 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 de cdes com atrofia muscular induzida e ndo encontrou
aumento significativo de CK.

Nos animais do grupo | ndo houve diferenca significativa entre os dias zero e
30, sendo notada uma discreta diminuigdo da massa muscular causado pelo desuso
do membro. Entre os dias zero e 90, houve aumento significativo (P<0,05) no ganho
de massa muscular ultrapassando o valor médio da area das fibras musculares no
tempo zero, sugerindo a influéncia da EENM sobre o musculo vasto lateral (Figura
1A). No grupo Il houve diferenga (P<0,05) entre os dias zero, 30 e 90 dias, em
relacdo ao ganho de massa muscular. A diferenga encontrada nos dias zero e 30,
pode ser atribuida a 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 1B), o que
também foi observado por PELIZZARI et al. (2006) ao empregarem a estimulagéo

elétrica funcional de baixa frequéncia.
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Neste estudo, ficou evidente a influéncia da EENM de média frequéncia sobre
0 ganho de massa muscular, analisando a média das areas 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 diferenga (P<0,05) do grupo Il em
relacdo ao grupo | (Figura 2). O tempo de duragédo de cada sessao de EENM (60
minutos) nos animais do grupo ll, provavelmente tenha promovido a estimulacao
elétrica das fibras musculares por mais tempo, ocasionando um maior ganho de
massa muscular em relagéo ao outro grupo.

Contudo, deve-se salientar que mesmo o animal tendo atrofia muscular ele
nao fica impedido de realizar suas atividades diarias como caminhar e correr, desde
que nao haja uma atrofia muscular muito grave. A fungdo da EENM entéo é restituir
a qualidade fisioldégica do musculo precocemente para que este musculo afetado
recupere a sua forma fisica ou aproximada aquela prévia a atrofia muscular.
CONCLUSAO

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

A duragéo de 60 minutos de EENM promove maior ganho de massa muscular
em relacdo ao tempo de 30 minutos.
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Figura 1 - Morfometria das fibras musculares em corte transversal (area)

de caes submetidos a EENM de média freqiéncia com atrofia
muscular induzida nos tempos zero, 30 e 90 dias apds a
imobilizacdo da articulagdo fémoro-tibio-patelar, Gl (30min) e
Gll (60min). Em ‘A’ comparagao dos tempos zero, 30 e 90 no
grupo Gl e em ‘B’ comparacao no Grupo Il. A area das fibras
foi mensurada pelo programa Alfa Ease FC® e seus valores
sao referidos em pixels. Letras diferentes revelam

significancia estatistica (P<0,05).
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Figura 2 - Morfometria das fibras musculares em corte transversal (area) de
cdes submetidos a EENM de média freqiéncia com atrofia
muscular induzida. Comparagédo dos Grupos | e Il aos 90 dias de
poOs-operatorio. A area das fibras foi mensurada pelo programa Alfa
Ease FC® e seus valores sdo referidos em “pixels”. Notar

significancia estatistica (*) (P<0,05).

45



46

18. Discussao

As modalidades de reabilitacdo terapéutica sao indicadas para promover a
recuperacgao de animais (CANNAP, 2007; SOUZA, 2010). Dentre essas modalidades
estéo incluidas a eletroterapia (SOUZA, 2006; PELIZZARI et al. 2008) e a fonoforese
(LEVINE et al. 2008). Essas duas modalidades estdo indicadas em afeccdes
musculo esqueléticas e no periodo de poés-operatorio. Elas podem ser utilizadas
separadamente ou associadas, sendo que a reabilitacdo pode ser mais eficaz

utilizando varias modalidades terapéuticas.

Na realizagcdo da fonoforese com diferentes grupos ndo houve diferenca
(P<0,05) com o uso do ultrassom (fonoforese) e sem o uso do ultrassom, ndo se
evidenciando valor plasmatico de diclofenaco sodico, ou este estava abaixo do limite
de quantificagdo do método bioanalitico desenvolvido que foi de 25ng ml™. Em
estudo com diclofenaco dietilaménio em humanos sadios, Fusaro (2006), relatou que
em 75% dos voluntarios submetidos a fonoforese ou a aplicacdo tdpica sem
ultrassom, as concentragdes plasmaticas de diclofenaco ficaram abaixo do limite de
deteccgdo, que foi de 50ng ml™". Outros estudos mostraram que o ultrassom com
diclofenaco sédico facilitou a penetragéo transcutanea (ROSIM, 2003). Para McNeill
(1992), e Fusaro (2006), a quantificagdo de diclofenaco plasmatico pode néao
ocorrer, mas existiram indicios que possa haver concentracao local, abaixo da pele

na area de fonoforese.

Em avaliacdo de penetracdo por fonoforese de diclofenaco sbédico em
gelatina, imitando pele humana, Carnio (2005), verificou que a penetracao do
medicamento foi de 3mm para a irradiagdo com 1,0W cm™ e 5mm para a irradiagdo
com 1,5W cm™ de forma continua e estacionaria. Para esta hipotese ser testada, em
cao, seria necessaria a avaliagao da area de aplicagao local e que segundo Mitchell
& Warner (1999) o IC50 (concentracdo inibitéria de 50%) para a inibicdo da
ciclooxigenase-2(COX-2) pelo diclofenaco € 50ng ml” nos tecidos imediatamente
abaixo da aplicacdo. Essa avaliacdo na espécie em questdo € necessaria, pois,

corroborando com Carnio (2006), alguns postulados teéricos largamente difundidos
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na fisioterapia sofrem mudanca quando observados do ponto de vista fisico e

pratico.

Na eletroterapia, ficou evidente a influéncia da EENM de média freqiéncia
sobre o ganho de massa muscular, analisando a média das areas 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 um valor maior da area
transversal das fibras musculares do grupo Il em relagdo ao grupo |. O tempo de
duracado de cada sessdo de EENM que foi nos animais do grupo Il por 60 minutos,
provavelmente tenha promovido a estimulacédo elétrica das fibras musculares por

mais tempo, ocasionando um maior ganho de massa muscular em relagdo ao outro

grupo.

Pode-se associar as modalidades aqui pesquisadas, apesar de neste
trabalho n&o terem sido estudadas dessa forma. O pds-operatério de procedimentos
cirargicos necessita de analgesia e tratamento anti-inflamatorio, assim sendo,
ressalta-se a necessidade de mais pesquisas, como associar a fonoforese com
posterior eletroterapia como forma de restituir a massa muscular que foi atrofiada,

em casos cirurgicos ortopédicos por exemplo.

Souza (2010) relata que animais mostraram-se impacientes nas sessdes de
fisioterapia e a contencgéo fisica em decubito lateral, quando necessaria, foi realizada
por um auxiliar, sem observar, em nenhum dos cdes manifestagdo de dor as
sessbes. Isso demonstrou a adaptacdao dos mesmos se manipulados de forma
adequada e evidenciou hipertrofia muscular com o uso da eletroterapia. Neste
trabalho também verificou-se hipertrofia muscular com a eletroterapia pelo tempo de
60 minutos, mas concorda-se com Souza (2010), que alguns animais podem ser
impacientes. O tempo de eletroestimulagédo de 60 min pode ser considerado longo e
alguns animais nao sao candidatos a eletroterapia. Ainda assim pode-se aplicar a
eletroterapia nesses pacientes, mas tem-se que estar consciente da adaptacéo
destes ao tempo de estimulacdo estipulado. Na tentativa de diminuir o tempo de
eletroestimulacao e alcancar o mesmo efeito de hipertrofia mais pesquisas séo

necessarias.
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19. Conclusao

Devido as diferentes modalidades de fisioterapia e a gama de protocolos,
novas pesquisas devem ser realizadas para se poder avaliar qual o melhor protocolo
e/ou modalidade para os animais. Esses protocolos devem ser eficientes, nao
causar desconforto ou efeitos colaterais. Alguns estudos estdo sendo realizados
associando as modalidades de fisioterapia e mostrando bons resultados, isto indica
que nao se pode abrir m&o da associacdo dessas modalidades para otimizar a
recuperacédo da afeccdo. Mas, salienta-se que cada espécie pode apresentar
resultados diferentes, portanto, essas pesquisas devem ser baseadas nas respostas

das espécies em que se deseja obter o conhecimento.
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