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Artigo Original

EFEITO DA CINESIOTERAPIA NA LESAO ISQUEMICA E

REPERFUSAO EM RATOS

Flavia Moscardini, Everton Horiquini Barbosa, Estela Fagionato Garcia, Ana Paula Oliveira Borges, José Alexandre Bachur,

Paulo Roberto Veiga Quemelo

RESUMO

Objetivo: Verificar o efeito da cinesioterapia na funcionalidade
do membro pélvico de ratos apos lesdo isquémica e reperfuséo.
Métodos: Foram utilizados 10 ratos, divididos em dois grupos,
Gl (controle) e Gll (cinesioterapia). Todos os animais foram sub-
metidos a isquemia por um periodo de trés horas, seguido de
reperfuséo tecidual. No Grupo Gl foi realizado cinesioterapia sis-
témica (natagéo) ndo resistida em trés sessdes semanais de 50
minutos durante quatro semanas, enquanto que no grupo Gl os
animais permaneceram em repouso. A analise funcional do com-
portamento motor foi realizada semanalmente. Posteriormente, os
animais foram mortos e retirados os musculos séleo, gastrocnémio
e nervo ciatico para analise histopatolégica. Resultados: Houve
uma recuperagao significativa do comportamento motor com o
tratamento cinesioterapéutico ao longo das quatro semanas de
tratamento. No entanto, na avaliagao histoldgica os tecidos nao
mostraram alteragdes morfologicas de lesao e reparagao celular.
Conclusao: Nao foi possivel afirmar que o exercicio mostrou-se
eficiente na reparacgao celular, pois, tanto no grupo controle como
no experimental, ndo apresentou diferenga histolégica. Por outro
lado, a cinesioterapia sistémica apresentou um efeito benéfico
na reabilitagdo funcional apds isquemia e reperfuséo. Nivel de
Evidéncia Ill, Estudo Caso-Controle.

Descritores: Isquemia. Reperfusdo. Exercicio. Cinesiologia aplicada.

ABSTRACT

Objective: To investigate the effect of kinesiotherapy on the func-
tionality of the pelvic limb of rats after ischemic and reperfusion
injury. Methods: 10 rats were divided into two groups, Gl (control)
and Gll (kinesiotherapy). All the animals underwent ischemia for
a period of three hours, followed by tissue reperfusion. In Group
Gll, non-resistive systemic kinesiotherapy was performed (swim-
ming) in three weekly sessions of 50 minutes, over a period of
four weeks, while the Gl animals remained at rest. Functional
analysis of motor behavior was evaluated weekly. The animals
were then sacrificed, and the soleus, gastrocnemius and sciatic
nerve removed for histopathological analysis. Results: There
was a significant recovery of motor behavior with kinesiothera-
peutic treatment during the four weeks of treatment. However,
the histological tissues showed no morphological changes of
cell injury and repair. Conclusion: It was not possible to affirm
that the exercise was effective in cell repair, because neither of
the groups (control and experimental) showed any histological
difference. On the other hand, systemic kinesiotherapy showed
a beneficial effect on functional rehabilitation after ischemia and
reperfusion. Level of evidence Ill, Case-Control Study.
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INTRODUGCAO

A isquemia em membros inferiores provoca sinais e sintomas
decorrentes da insuficiéncia arterial nos tecidos de um determi-
nado segmento do corpo humano. Se o tratamento nao for efi-
caz, pode ocorrer perda das condigdes funcionais.! As principais
consequéncias da isquemia ocorrem em territério arteriolo-capilar
e, persistindo a isquemia, surgem as primeiras areas de necrose
capilar e tecidual.? Durante a isquemia, a tolerancia dos tecidos é
variavel e multifatorial, dependendo do tempo de isquemia, neces-

sidades metabdlicas dos tecidos, do aporte da circulagdo colateral
e de fatores humorais. Desta maneira, nao se pode delimitar um
periodo exato em que cada tecido ficaria com a sua integridade
irreversivelmente comprometida diante de um periodo isquémico.?
Com a persisténcia da isquemia, surgem dareas de necrose e,
em determinado momento, havera areas de tecido normal inter-
mediadas com areas de tecidos alterados funcionalmente, mas
viaveis, juntamente com areas de tecido necrosado. Quando se
inicia o processo de reperfusao e a circulagao é restaurada, te-
cidos viaveis se recuperam e voltam a sua fungéo e os tecidos
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necrosados sofrem processos de reabsorgao, organizacgao e fi-
brose. Havera, entdo, consequéncias bioquimicas, hemodinami-
cas e anatomo-patolégicas em espago variavel. Isso sempre vai
acontecer quando grandes areas musculares forem afetadas e a
isquemia perdurar por um longo periodo.? A resposta inflamatoria,
com a liberagcdo de grandes quantidades de mediadores, com
efeito quimiotatico, causa uma intensa migracéo leucocitaria para
0s vasos sanguineos dos tecidos isquémicos e uma consequente
adeséo endotelial e ativagéo, podendo levar a obstrugdo da mi-
crocirculagao, piorando a isquemia.*

Por ser um evento clinico frequente, a isquemia se apresenta ao
cirurgido vascular com uma forte indicagéo para ato cirdrgico res-
taurador. A restauracao do fluxo sanguineo €, em geral, necessaria
para se recuperar a fungao celular normal. Por outro lado, a reper-
fusdo do sangue oxigenado nos tecidos isquémicos pode levar
a lesdes teciduais ainda mais graves do que as provocadas pela
isquemia, devido ao aumento dos radicais livres, um fendmeno
chamado de estresse oxidativo.5” Os radicais livres sdo moléculas
instaveis ou fragmentos de moléculas com um elétron impar em
sua Orbita externa. Tais moléculas atuam sobre os lipidios, car-
boidratos, proteinas e &cidos nucléicos e levam a modificagoes
da fungéo e da estrutura celular, ocasionando morte celular.®1°
A cinesioterapia é definida etimologicamente como a arte de curar,
utilizando todas as técnicas do movimento do corpo ou das partes
corporais para alivio de sintomas ou melhorar a fungéo. A cine-
sioterapia tem lugar de destaque como método fisioterapéutico
para a reabilitagdo, sendo capaz de determinar um conjunto de
adaptacdes funcionais e estruturais com o objetivo de prevenir
atrofia muscular e recuperar a motricidade e a sensibilidade das
areas comprometidas.'!3

Neste contexto, ha um déficit de estudos clinicos e experimentais
com o proposito de estimular a reparagao dos tecidos isquémicos
através da cinesioterapia. Em estudo experimental utilizando a
cinesioterapia para promover regeneracao nervosa e a recupera-
¢ao funcional da locomogéao em ratos com leséo traumatica do
nervo ciatico houve um efeito benéfico na recuperacao funcional
dos animais.'

Desta maneira, o objetivo do presente estudo é analisar os efeitos
da cinesioterapia sistémica na reparacéo tecidual e reabilitagdo
funcional ap6s isquemia e reperfusdo do membro pélvico de ratos.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Uni-
versidade de Franca sob N° 015/09-A.

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Fisioterapia Experi-
mental da Universidade de Franca. A amostra foi composta por
10 ratos albinos da linhagem Wistar, machos, com peso oscilando
entre 300 a 350 gramas, provenientes do biotério da Universidade
de Franca. Os animais foram distribuidos equitativamente em dois
grupos: Gl (controle) e Gll (cinesioterapia), sendo mantidos em
gaiolas de pléastico, recebendo agua e alimento ad libitum.

O procedimento anestésico foi realizado com 0,6 ketamina base
solugao (50 mg/Kg) (ketamina® - Pfizer do Brasil Ltda, S&o Paulo,
Brasil) e 0,1 xilazida (10 mg/Kg) (rompum®- Bayer do Brasil Ltda,
Sé&o Paulo, Brasil) injetadas na regiao abdominal. Posteriormente
foi realizada a isquemia durante o periodo de trés horas com a uti-
lizac&o de torniquete na extremidade proximal do membro pélvico
direito dos animais, seguida de reperfusao tecidual.

As sessoes de cinesioterapia sistémica (natagéo) néo resistida
iniciaram-se apds dois dias do procedimento isquémico nos
animais do grupo GlI, em trés sessdes semanais de 50 minutos

durante quatro semanas em um tanque medindo 100cm x 50cm
e profundidade de 40cm, contendo agua a 30°C em quantidade
suficiente para evitar que 0s animais apoiassem a extremidade da
cauda no fundo do tanque. Ja os animais do grupo Gl (controle),
nao foram submetidos a nenhum tipo de atividade, permanecendo
em repouso durante todo o experimento.

A avaliagdo do comportamento motor foi realizada em uma arena
circular (campo aberto), confeccionada em acrilico transparente,
medindo 60cm de didmetro e 50cm de altura. O assoalho, tam-
bém em acrilico transparente, sob o qual encontra-se desenhado
um circulo dividido em 12 partes iguais, usadas para se quanti-
ficar a frequéncia das respostas comportamentais. Os animais
foram colocados um a um no interior da arena, onde poderiam
movimentar-se liviemente. A taxa de deambulacéo, (chamada de
cruzamento) andando e/ou correndo, foi mensurada durante 10
minutos através da contagem do nimero de secgdes do ambien-
te transpassadas pelo animal, desde que o0 mesmo coloque as
quatro patas no outro quadrante.’™'® A resposta exploratéria de
levantar-se nas patas traseiras que € a resposta de erguer-se sobre
as duas patas traseiras, mantendo as patas dianteiras elevadas,
estando completamente ereto no meio da arena ou semi-apoiado
contra a parede de acrilico.!”'® A andlise funcional foi realizada
semanalmente nos dois grupos (Gl e Gll).

No final do experimento (ap6s 30 dias) os animais foram mor-
tos em camera de CO2 e o tecido musculo-esquelético (séleo e
gastrocnémio) e nervoso (nervo cidtico) foram coletados, fixados
em formalina tamponada a 10% por 24 horas e posteriormente
desidratado em concentracéao crescente de etanol, diafanizado
em xilol e incluido em parafina.

Os blocos de parafina foram seccionados em micrétomo rotativo,
com cortes histolégicos de 4um de espessura. Os cortes foram
recolhidos em laminas de vidro e corados com Hematoxilina e
Eosina (HE) e Tricromico de Gomori. A andlise histologica foi rea-
lizada em microscopio convencional.

Para a analise estatistica foi utilizado o programa prisma 4.0 para
o teste “t” de student, considerando significativo quando o valor
de foi menor que 0,05.

RESULTADOS

Durante o procedimento isquémico foi possivel observar que
0S animais apresentavam cianose, e queda na temperatura do
membro e apds a retirada do torniquete e restabelecimento das
funcbes dos animais pds-anestésico, notava-se que 0s animais
apresentavam importante claudicacao, que melhorou com o pas-
sar das semanas e se restabeleceu apds as quatro semanas de
experimento.

A seqguir sdo apresentados os resultados experimentais obtidos. As
Figuras mostram a evolugao temporal, durante as quatro semanas
de avaliagdo (frequéncia de levantamentos e de cruzamentos).
A Figura 1 apresenta os resultados da avaliacao do comportamen-
to exploratério. A média de levantamentos dos animais foi usada
como uma medida do grau de recuperagdo da lesdo. Um maior
numero de levantamentos indica uma recuperagao mais rapida
dos movimentos musculares do animal. Na figura 1, nota se a
recuperacao dos animais ao longo das semanas de avaliagdo. Nas
duas primeiras semanas, 0s dois grupos avaliados apresentaram
médias de levantamentos similares. Nota-se também o aumento
do nimero de levantamentos dos dois grupos da primeira para
a segunda semana, o que pode corresponder ao inicio da re-
cuperacao muscular dos animais. A partir da terceira semana,
observa-se claramente o efeito do tratamento de cinesioterapia,
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I Grupo |
= Grupo Il

N° de levantamento

1°semana 2°semana 3°semana 4°semana

Figura 1. Meédia de levantamentos apresentados pelo grupo | (controle)
e grupo Il (experimental) durante as 4 semanas de avaliagao.* Significati-
vamente diferente.

pois o Grupo Il (experimental) apresentou um aumento do nimero
de levantamentos, enquanto que o grupo de controle obteve uma
média de levantamentos bem inferior. Os resultados mostram que,
para o cenario experimental utilizado, o tratamento cinesioterapeu-
tico proporcionou, ao final do periodo de quatro semanas, uma
melhora significativa na recuperacao dos movimentos musculares
do grupo experimental em relagéo ao grupo de controle de 150%,
com diferenca estatistica significativa (p=0,0331).

A Figura 2 apresenta o nimero de cruzamentos da arena circular.
Sao apresentadas as médias dos cinco animais de cada grupo
avaliado durante as quatro semanas de avaliagao. Os resultados
da Figura 2 apresentam um panorama similar ao da Figura 1,
pois os dois grupos avaliados tiveram um comportamento similar
durante as duas primeiras semanas e o Grupo Il (experimental)
apresentou melhor recuperacao a partir da terceira semana. Ao
final do periodo de avaliagao, notou-se uma melhora significativa
(60,4%) na recuperacao da atividade motora do grupo experimen-
tal em relagéo ao grupo controle (p= 0, 0136).

A Tabela 1 resume os dados apresentados nas duas figuras ante-
riores. Em geral, observou-se que a partir da terceira semana de
avaliacdo os efeitos do tratamento cinesioterapeutico na recupe-
ragao da lesao isquémica/reperfusao tornaram-se mais evidentes.

Tabela 1. Dados da evolucéo funcional semanalmente.

Semanas Média Levantamentos Média Cruzamentos
Grupo | Grupo Il Grupo | Grupo Il

1% semana 12,8 12 36 44

2° semana 22,8 21 51,8 57

32 semana 14 21 33 47

4° semana 12,4 31 374 60

* I Grupo |
e [ Grupo |l

N° de cruzamentos

10+

1°semana 2°semana 3°semana 4°semana

Figura 2. Média de cruzamentos apresentados pelo grupo [ (controle) e
grupo Il (experimental) durante as 4 semanas de avaliacéo. * significativa-
mente diferente.
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Notou-se também que, em todas as medidas avaliadas, houve
uma melhoria mais acentuada da recuperagéo do Grupo Il (ex-
perimental) em relagao ao Grupo | (controle). Portanto, pode-se
atribuir tal melhoria ao tratamento cinesioterapéutico.

Na anélise histopatolégica de dos tecidos néo se observou pro-
cesso inflamatorio, lesao tecidual e processo de reparagdo o que
indica que o tempo de isquemia foi curto para produzir lesdes
morfolégicas no tecido musculo-esquelético e nervoso periférico.

DISCUSSAO

Na literatura biomédica existem outros modelos para produzir a
isquemia tecidual, como o clampeamento da artéria iliaca comum
unilateral. Este modelo compromete somente a irrigagao arterial
deixando livre a drenagem venosa, sendo considerado mais apro-
priado para simular uma embolia arterial. Contudo, a circulagao
colateral ficara disponivel para suprir o territério isquémico, o que
também ocorre no caso da embolia arterial.'

H& modelos de isquemia de musculo esquelético que utilizam a
secgéo da circunferéncia da pele, tela subcutéanea e musculatu-
ra da coxa, ao redor da articulagédo do quadril, preservando-se
somente 0 0ssO, nervo, artéria e veia femorais. A isquemia é
produzida pela ocluséo, sob lupa, da artéria femoral. Este mé-
todo é mais traumatico e exige uso de microscopio cirlrgico
para sua execugao, porém € o modelo ideal para eliminar toda
a circulagao colateral 202!

O modelo mais adequado para simular um trauma compressivo
ou o procedimento operatério de garroteamento usado em opera-
¢oes ortopédicas é o método que preconiza o uso do torniquete
experimental, que compromete a irrigacao arterial e drenagem
venosa simultaneamente. Argumenta-se também que este modelo
estaria privilegiando também a lesao vascular, pelo trauma da apli-
cagao do torniquete, e impedindo a resposta vasomotora e venosa
durante a reperfusdo.?>?® QOptou-se pelo modelo de torniquete
experimental por atender aos objetivos de tentar simular a ocor-
réncia de isquemia resultante de garroteamento de membros em
procedimentos operatérios mais prolongados e também aplicaveis
em traumas compressivos, como aprisionamento nas ferragens
em acidentes automobilisticos ou soterramentos.

A alteragéo funcional devido a isquemia e a reperfuséo do tecido
muscular estao associados a fadiga, conforme Murthy,?* ocasiona-
das pela diminuigao do pH intracelular e desequilibrio da bomba
de Na+/ K+, o que pode levar a uma queda na capacidade de
contragao muscular ou ate mesmo a morte desta célula.?

A cinesioterapia tem papel importante na reabilitagdo podendo
promover adaptagoes funcionais e estruturais com o objetivo de
prevenir atrofia muscular e recuperar a motricidade e a sensibili-
dade das areas comprometidas.'-'®
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Os objetivos da reabilitagéo funcional sao promover adequada
cicatrizagéo, rapido retorno funcional do membro e prevenir com-
plicagbes causadas pelo desuso como atrofia muscular e contra-
tura articular.?®?” Os exercicios fisicos tém sido empregados em
estudos clinicos experimentais com o propdésito de estimular a
regeneracao nervosa periférica, entretanto, essas pesquisas néao
examinam os efeitos de tipos especificos de exercicios sobre a
regeneracéo das fibras nervosas periféricas. No estudo de Ilha'
foram testados os possiveis efeitos de um programa de treinamen-
to aerobico, de resisténcia muscular e a combinagao de ambos
os programas (durante cinco semanas) na regeneragao do nervo
ciatico em ratos apos lesdo nervosa por compresséo, utilizando
analise funcional e morfométrica. Os resultados obtidos no estudo
de llha' indicam que o treinamento aerdbico melhora a recupera-
¢ao funcional desde a primeira semana de treino, e a diferenciagao
morfolégica do nervo ciatico em regeneragao apds cinco semanas
de treinamento quando comparado com 0s animais lesionados
sedentarios. Em contrapartida, os resultados do nosso estudo
apontam que a cinesioterapia teve um efeito benéfico no compor-
tamento funcional a partir da terceira semana, mas nao mostrou
melhora morfolégica nos tecidos.

No presente estudo também foi observado um aumento da frequ-
éncia de cruzamentos e levantamentos na arena de acrilico nos
animais submetidos a cinesioterapia quando comparados com o0s
animais do grupo controle. O aumento do numero de levantamento
evidencia a melhora desses animais, pois 0s mesmos conseguiam
ficar apoiados nas patas traseiras. Esta melhora que ocorreu a par-
tir da terceira semana pode corresponder ao inicio da recuperagao
muscular dos animais e vai de acordo com semelhante estudo
realizado em cées, onde a cinesioterapia influenciou positivamente
na melhora funcional do membro dos cées.?®

Grande parte dos estudos que envolvem a funcionalidade do
membro pélvico de ratos estao relacionados com lesdes do nervo
ciatico®3' e sua avaliagao & obtida pelo IFC (indice Funcional do
Ciético). No entanto, pouco se sabe sobre a avaliagao funcional,
bem como a recuperacgao do tecido muscular nas lesdes por is-
quemia e reperfusao.

A avaliagdo na arena é determinada pela mensuragao dos com-
portamentos atrativos pela colocagao do animal em um novo es-
paco aberto do qual a fuga € prevenida por uma parede circular.
O desencadeamento desses comportamentos é dependente da
interagdo do animal a uma diversidade de fatores como: retirada
do animal de um ambiente familiar, exposi¢do a um ambiente
novo, injecao de drogas, lesdes neurais, alteracoes relacionadas
ao estado emocional, além da habituacédo e do aprendizado.®
Desta forma, a quantidade de movimento passa a ser um indi-
cador de comportamento exploratorio e indica uma melhora no
processo de reparagéo tecidual e funcional do animal.3® Apesar
de que Blakley** cita que ratos com maior estresse e ansiedade
tém menor comportamento exploratério, o que pode explicar a
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diminuicao do numero de cruzamento e levantamentos na terceira
semana, que foi retomada na quarta semana.

Pode-se observar nas avaliagdes que 0 grupo controle e expe-
rimental habituaram-se ao ambiente (arena) a partir da terceira
semana de avaliacao. No entanto, comparando os grupos Gl e
Gll, o grupo Gl (controle) evidenciou uma maior habituagéo na
atividade exploratéria quando comparada com o grupo Gll (ex-
perimental). Principios de habituagao podem ser compreendidos
por mecanismos de plasticidade comportamental, caracteristica
dos processos de aprendizagem e memoria®. Alguns estudos
procuram mostrar a habituagdo em ratos sem lesdo submetidos ao
algum tipo de estimulagéo. Varty®, demonstrou, através de ané-
lise de atividade locomotora, que tanto ratos estimulados quanto
controles apresentam esse fendmeno.

De qualquer maneira, os valores encontrados neste estudo suge-
rem que, mesmo os dois grupos sendo avaliados ao longo das
quatro semanas, em um mesmo ambiente (arena), e, dessa forma,
estando propensos aos mecanismos fisioldgicos de habituagao
do ambiente, o grupo GlI conseguiu explorar melhor o ambiente
em comparagao com o grupo Gl, o que reforga os efeitos da
cinesioterapia na melhora funcional desses animais.

Em relagdo aos efeitos do exercicio na reparagéo tecidual, nao po-
demos afirmar que a cinesioterapia neste estudo foi fundamental,
pois, tanto no grupo controle como no grupo experimental, nao
apresentou diferenga morfolégica na analise histologica.
Acreditamos que o método de microscopia utilizado para analisar
esse experimento nao foi totalmente adequado e, talvez, a andlise
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