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Resumo

Introducao: Ha muito se discute a existéncia de efeitos colaterais da utilizacao de micro-
ondas e terapia T.E.C.A.R. em Fisioterapia. No entanto, poucos sao os estudos desenvolvidos
com o objetivo de reconhecer os efeitos colaterais adjacentes a sua utilizacao. Objetivo: Avaliar
os efeitos colaterais da alta frequéncia em organismos Daphnia magna. Metodologia: Foram
utilizadas 45 Daphnia magna com dez dias de idade, distribuidas aleatoriamente por 3 grupos
(n=15): grupo experimental exposto a terapia T.E.C.A.R. (GEr) com frequéncia de 448kHz; grupo
experimental exposto a microondas (GEy) com frequéncia de 2450 MHz; grupo de controlo
(GC). Cada grupo experimental foi submetido a duas exposicées. Os trés grupos foram
mantidos nas mesmas condicoes de cultura. Durante 21 dias, foram registados diariamente os
valores relativos a sobrevivéncia, crescimento e reproducao. A resposta sensério-motora foi
avaliada no 112 (M1), 132 (M2) e 31° dia de idade (M3). Foram utilizados os testes Shapiro-Wilk
e o Kruskal-Wallis, sequido das comparac6es multiplas de Dunn, com um nivel de significancia
de 0,05. Resultados: Na sobrevivéncia ndo se verificaram diferencas significativas. No
crescimento, o GEr apresentou dimensoes significativamente superiores do que os restantes
grupos (p<0,001). No GEy relativamente a resposta sensdério-motora, observaram-se
diferencas significativas entre os grupos na distancia percorrida em M1 (p=0,007) e em M3
(p=0,049) e a reproducdo deste grupo foi significativamente inferior (p<0,001). Conclusao:
Observaram-se efeitos colaterais que interferem no crescimento, resposta sensério-motora e

nareproducao das Daphnia.

Palavras-chave: Alta Frequéncia; Fisioterapia; Efeitos colaterais; Daphnia magna



Abstract

Introduction: The existence of side effects in the use of microwaves and T.E.C.A.R. therapy in
Physiotherapy has been discussed for a long time. However, there are studies developed with
the aim of recognizing the side effects adjacent to their use. Objetive: Evaluate the side effects
of high frequency using the organism Daphnia magna. Methodology: 45 ten-day-old Daphnia
magna were used, randomly distributed in 3 groups (n=15): the T.E.C.A.R. therapy experimental
group (GEr) with 448kHz frequency; in the microwave therapy experimental group (GEw) with
2450 MHz frequency; in the control group (CG). Each experimental group was subjected to two
exposures. The three groups were maintained under the same culture conditions. During the
21-day period, survival, growth and reproduction values were recorded daily. The sensory-
motor response was evaluated on the 11th (M1), 13th (M2) and 31st day of age (M3). Shapiro-
Wilk and Kruskal-Wallis tests were used, followed by Dunn's multiple comparisons, with a
significance level of 0.05. Results: In therms of survival, no significant differences were found.
For growth, the GE; presented significantly larger dimensions than the other groups (p<0.001).
In the GEw regarding the sensorimotor response, significant differences were observed
between the groups in the distance travelled in M1 (p=0.007) and in M3 (p=0.049) and
reproduction of this group was significantly lower (p<0.001). Conclusion: Side effects that

interfere in Daphnia growth, sensory-motor response and reproduction, were observed.

Keywords: High frequency; Physiotherapy; Side effects; Daphnia magna
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1. Introducao

Atualmente, muitas sao as tecnologias utilizadas na Fisioterapia, nomeadamente
na area Dermatofuncional, que tornam os tratamentos mais eficazes. Embora os seus
efeitos terapéuticos e beneficios sejam, maioritariamente, bem documentados, poucos
sao os estudos desenvolvidos com o objetivo de reconhecer os efeitos colaterais. Estes
tém por definicao “efeito diferente daquele efeito principal expectavel (..) assim, um efeito
colateral pode ser benéfico ou indiferente, e nao necessariamente adverso, indesejavel”
(Noél, 2013).

Entre as estratégias utilizadas na Fisioterapia Dermatofuncional, surge a
eletroterapia de alta frequéncia que é, muitas vezes, utilizada como uma ferramenta para
a reducao da gordura localizada e flacidez tecidular (Bonan et al., 2019; Tassinary et al.,
2019). A eletroterapia de alta frequéncia engloba todas as tecnologias de fisioterapia que
utilizam frequéncias superiores a 100000 Hz. As tecnologias de alta frequéncia,
nomeadamente, as microondas e a terapia por Transferéncia Eletromagnética Capacitiva
e Resistiva (T.E.CA.R) sao bastante eficazes para obter um efeito térmico. Estes
aparelhos sao muitas vezes designados de aparelhos de diatermia pois caraterizam-se
pelo facto de as ondas eletromagnéticas provocarem calor por rotacao de dipolos,
produzindo indmeros efeitos terapéuticos, tais como: aumento da taxa metabdlica,
aumento do fluxo sanguineo, promove a reducao da inflamacao do tecido conjuntivo,
diminuicao darigidez articular, alivio da dor e espasmos nos tecidos profundos e mudancas
na excitabilidade neural (Cordero, 2008; Kitchen, 2003).

A diatermia por microondas produz calor através da conversao de energia
eletromagnética de alta frequéncia, proporcionando o aumento da energia cinética nas
moléculas. Tem capacidade de aquecer os tecidos que sao mais vascularizados, uma vez
que a radiacao é ahsorvida seletivamente pela agua neles presente e, por isso, 0s seus
efeitos bioldgicos dependerao fundamentalmente da estrutura dos tecidos que
atravessam, ou seja, das suas propriedades elétricas e conteddo de agua, como € o caso
do tecido muscular, vasos sanguineos, pele e drgaos, o que permite o seu aguecimento
seletivo e homogéneo (Cordero, 2008; Ortega et al., 2014). Segundo a Décima Quarta
Comissao Federal de Comunicacoes, para que sejam consideradas microondas com

efeitos terapéuticos, estas devem possuir frequéncias entre 915 MHz e 2450 MHz



(Cameron, 2012). A frequéncia de microondas comumente usada é centrada em
aproximadamente 2,45 GHz, que estd dentro da banda de radio Industrial Scientific and
Medical (ISM) e é reservada para tais propdésitos (Gartshore et al,, 2021). Essencialmente,
quanto maior for o teor de dgua do tecido, maior a absorcao. A especificidade de ter uma
frequéncia mais alta faz com que tenha menor poder de penetracao e, por isso, o calor
permanece em tecidos superficiais (Cordero, 2008; Ortega et al., 2014).

A terapia T.E.C.A.R. é uma corrente elétrica sinusoidal que oscila a frequéncias de
radio nos tecidos entre um elétrodo ativo (capacitivo ou resistivo) e uma placa dispersiva
colocada de forma distante a zona de aplicacao, sendo gerada por um equipamento de
radiofrequéncia monopolar com frequéncias entre 250 e 1200 KHz, frequéncias bastante
mais baixas quando comparadas com a terapia por ondas curtas e microondas. As ondas
ao atravessar os tecidos geram campos magnéticos oscilantes que movem cargas
eletricamente carregadas, produzindo calor, sendo que a quantidade de calor produzida
depende da bioimpedancia dos tecidos alvo (Lei de Joule). O modo continuo causa,
normalmente, niveis de aquecimento superiores em compara¢ao com o modo pulsado,
resultando em varios efeitos como: 0 aumento da temperatura da pele, vasodilatacao,
aumento do fluxo sanguineo superficial e profundo, aumento da saturacao de
hemoglobina, diminuicao do edema, alteragdes viscoeldsticas dos tecidos e aumento da
proliferacao celular, com beneficios clinicos associados como a diminui¢ao da dor e
melhoria da funcao (Beasley & Weiss, 2014; Bito et al., 2019; Clijsen et al., 2020; Fousekis
et al. 2020: Grimnes & Martinsen 2000; Kotnik & Miklavcic, 2000: Kumaran & Watson,
2020; Levy et al., 2016; Lopez-De-Celis et al., 2020; Sadick et al., 2016; Trillo et al., 2021;
Yokota et al., 2018; Zati et al., 2018). De acordo com a bibliografia existente, a maioria dos
estudos apontam para a utilizacao no modo continuo nas duas tipologias de aplicacao,
primeiramente o modo capacitivo, durante cinco minutos, seguida do modo resistivo por
dez minutos, totalizando quinze minutos por zona anatémica (Bito et al., 2019; Bito et al.,
2020: Bretelle et al., 2020; Cau et al,, 2019: Kumaran et al., 2017; Kumaran & Watson,
2018a; Kumaran & Watson, 2018; Kumaran & Watson, 2020; Pavone et al., 2017; Tashiro
etal, 2017: Yokota et al., 2018).

De modo a estudar os efeitos colaterais destes equipamentos de fisioterapia,
surge a necessidade de utilizar um organismo animal que seja modelo laboratorial, com

estrutura e manutencao simples e de curto ciclo de vida. O crustdceo Daphnia magna



apresenta inumeras carateristicas que fazem deste organismo um potencial modelo de
estudo: é uma espécie diploide, partenogenética, com uma vida util média relativamente
curta (~50-100 dias, dependendo das condicdes ambientais), tem um curto periodo entre
ciclos reprodutivos (por exemplo, uma fémea pode produzir uma ninhada de 1-25
neonatos a cada trés dias) e o seu genoma e plano corporal complexo sao
significativamente mais homdlogos aos humanos do que outros organismos, permitindo a
andlise de manifestacdes de envelhecimento especificas de tecidos relevantes para
humanos (Dudycha, 2003; Dudycha & Tessier, 1999; Ebert, 2005; Kim et al.,, 2014;
Robinson et al., 2012: Smirnov, 2017).

Daphnia magna, comumente chamadas de “pulgas de dgua’, sao crustaceos
filtradores que possuem como principais carateristicas externas um olho tnico e um par
de antenas ramificadas que permitem a sualocomocdo. Possuem também uma carapaca
transparente com funcao de protecao do térax e do abdémen. Esta zona, para além de
conter o coracao, o tubo digestivo e varios pares de apéndices locomotores, que estao
também envolvidos no processo de alimentacao, aloja a camara incubadora onde se
desenvolvem os ovos diploides resultantes de reproducao assexuada que ocorre quando
existe abundante alimento e condicdes ambientais favordveis. Estes organismos sao
partenogenéticos, as fémeas reproduzem-se assexuadamente originando descendentes
geneticamente idénticos (Kim et al, 2014). Contudo, sdo capazes de mudar o seu modo de
reproducao parareproducao sexuada em resposta a condicdes ambientais desfavordveis.
Fatores ambientais como curtaduracao do dia, deplecao de alimentos e elevada densidade
populacional sao conhecidos como chaves para o inicio da reproducao sexuada
(Tatarazako & Oda, 2017).

Estes organismos aquaticos sao amplamente utilizados em investigacao ha varias
décadas, especialmente em testes de avaliacao da toxicidade. Mais recentemente,
comecaram a ser utilizados para avaliar agentes e riscos ambientais, por exemplo, na area
da poluicao sonora, onde foi possivel concluir que as vibragoes produzidas por sons de alta
frequéncia desencadeiam efeitos prejudiciais em Daphnia, dependendo da intensidade e
duracao com que sao aplicados (Yagcilar & Yardimci, 2021).

Na area da Fisioterapia, a par dos avancos tecnoldgicos que ocorrem
transversalmente em varios contextos, surge também a necessidade de entender de que

forma a aplicacao dos diversos aparelhos interfere com o meio envolvente.



O presente estudo tem como objetivo entender os possiveis efeitos colaterais da
alta frequéncia, nomeadamente do equipamento de microondas e terapia T.E.CAR. em

fisioterapia, a partir de um estudo em organismos modelo.



2. Metodologia
2.1. Desenho de estudo

Trata-se de uma investigacao de natureza quantitativa, sendo um estudo
experimental randomizado controlado que compreende trés grupos distintos: dois grupos
experimentais e um grupo de controlo, cuja distribuicao de participantes é aleatdria.
Realizado conforme as normas de Consolidated Standards of Reporting Trials (CONSORT),
este estudo foi desenvolvido no Centro de Investigacao em Satide e Ambiente (CISA) da

Escola Superior de Saude do Instituto Politécnico de Porto, Portugal.

2.2. Amostra

0 organismo modelo escolhido foi a Daphnia magna e a escolha da amostra foi do
tipo randomizada, atendendo aos critérios de inclusao da pesquisa. O principio da
randomizacao foi realizado de forma simples e baseado na condicao de que os
participantes de um determinado estudo tenham a mesma probabilidade de receber tanto
aintervencdo a ser testada quanto o seu controlo (Collins et al., 1996).

Para a selecao da amostra foram estabelecidos como critérios de inclusao,
especificamente, juvenis de Daphnia com dez dias de idade provenientes de fémeas
progenitoras que se reproduziram por partenogénese em laboratdrio, em condicoes
constantes e otimizadas de temperatura, fotoperiodo e alimentacao, visando garantir o
mesmo padrao para todos os descendentes (OECD, 2004; OECD, 2012). Por outro lado,
foram excluidas da amostra, os organismos que tivessem morrido até ao momento da
aplicacao da tecnologia.

A amostra final foi constituida por quarenta e cinco Daphnia da populacao alvo,
sendo que nenhuma foi excluida. Quinze Daphnia foram alocadas no Grupo de Controlo
(GC), outras quinze Daphnia foram designadas para o Grupo Experimental exposto a
terapia T.E.CAR. (GE;) e as quinze Daphnia restantes foram colocadas no Grupo

Experimental exposto a microondas (GEw).



2.3. Instrumentos
2.3.1. Instrumentos de avaliacao

Lupa LEICAZOOM 2000 - LEICA MICROSYSTEMS®:

Durante toda a experiéncia, foi utilizada a lupa LEICA ZOOM 2000, fabricada pela
LEICA MICROSYSTEMS®, para observacao dos juvenis.

Camara de filmar CASIO HIGH SPEED EXILIM EX-FC100:

Utilizou-se a camara de filmar CASIO HIGH SPEED EXILIM EX-FC100, para
registar o movimento das Daphnia.
Microscdpio LEICA ICC50 HD:

Para visualizacao das carapacas recolhidas durante a experiéncia, utilizou-se o
microscopio LEICA ICC50 HD, equipado com uma objetiva HI Plan 10x.
KINOVEA 9.5:

Oprograma KINOVEA 9.5, foi utilizado para a analise do comportamento senscrio-
motor das Daphnia. Este software possibilitou o cdlculo da distancia percorrida e da
velocidade das Daphnia.

LEICAACQUIRE 3.4.7:
Utilizou-se o programa LEICA ACQUIRE, versao 3.4.7, para fotografar as

carapacas recolhidas durante a experiéncia e medir o exopddito’das mesmas.
2.3.2. Equipamentos de Fisioterapia

Micro Zimmer Elektromedizin da marca Zimmer MedizinSysteme GmbH®,

frequéncia de 2450 MHz + 25 MHz.

Indiba Activ 902°, frequéncia de 448 kHz monopolar.

' Estrutura anatémica encontrada na sequnda antena da Daphnia magna



2.4. Procedimentos
2.4.1. Estudo Piloto

Foi realizado um estudo piloto para testar a sobrevivéncia das Daphnia e prever a
viabilidade do estudo na resposta a alta frequéncia, nomeadamente, microondas e terapia
T.E.CAAR.. Para a cultura e reproducao de Daphnia, foi utilizado o meio de cultura M4
(Anexo 1) (Elendt & Bias, 1990). Os organismos foram mantidos em frascos de vidro
graduados da marca Duran Schott® de capacidade de 500 mL com 400 mL de meio; 0
meio foi renovado em dias alternados; as culturas foram feitas a temperatura de 20+12 C,
e fotoperiodo de catorze horas de luz e dez horas de escuro. A alimentacdo didria foi
composta por células da microalga Chlorella vulgaris, na concentracao de 3x10°
células/mL de meio. Para composicao da amostra do estudo piloto, foi necessario isolar
duas fémeas e aguardar que estas libertassem descendentes. Foram utilizadas trinta
Daphnia com idades heterogéneas, distribuidas equitativa e aleatoriamente por dois
frascos 500 mL de meio de cultura M4.

Os organismos foram distribuidos por trés frascos, dez Daphnia para o grupo
experimental do equipamento de terapia T.E.CA.R,, dez para o grupo experimental do
equipamento de microondas e dez para o grupo de controlo.

Um frasco com dez Daphnia foi submetido ao equipamento de microondas,
aplicado a distancia de trinta centimetros do equipamento de microondas e do
fisioterapeuta que administrou a terapia. O tratamento aplicado teve as seguintes
especificacoes: modo de frequéncia pulsado, intensidade de 50 W, durante um tratamento
comduracao de vinte minutos (Ortega et al., 2014). Paralelamente, outro frasco foi exposto
a um tratamento de terapia T.E.C.AR. onde os organismos foram colocados a trinta
centimetros do aparelho e do fisioterapeuta que administrou a terapia, no modo de
frequéncia continuo durante quinze minutos - cinco minutos no modo capacitivo seguido
de dez minutos no modo resistivo - com os elétrodos de 55 mm de diametro (Bito et al.,
2019: Bito et al., 2020:; Bretelle et al.,, 2020: Cau et al., 2019; Kumaran et al., 2017; Kumaran
& Watson, 2018; Kumaran & Watson, 2020: Pavone et al., 2017; Tashiro et al., 2017;
Yokota et al., 2018). O frasco correspondente ao grupo de controlo, ndo foi exposto a
qualquer tratamento. Porém, foi submetido as mesmas condicoes ambientais e de

manutencao dos grupos anteriores. Os parametros utilizados foram baseados na pratica



clinica em fisioterapia e na evidéncia cientifica disponivel (Bito et al., 2019; Bito et al,, 2020;
Bretelle et al., 2020; Cau et al., 2019; Kumaran et al.,, 2017; Kumaran & Watson, 2018;
Kumaran & Watson, 2020; Ortega et al., 2014; Pavone et al,, 2017; Tashiro et al., 2017;
Yokota et al,, 2018).

A avaliacao da sobrevivéncia dos organismos foi realizada apds 24 horas e 48
horas da exposicao. As Daphnia foram consideradas mortas quando nao ocorriam
movimentos dos organismos, durante pelo menos 15 segundos, na presenca de um

estimulo luminoso.
2.4.2. Procedimento experimental

A amostra do estudo foi composta por 45 Daphnia, obtidas em culturas
laboratoriais em condicbes controladas de acordo com a norma OECD (2012) e OECD
(2004). Foram utilizados organismos com dez dias de vida, geneticamente idénticos,
obtidos por partenogénese a partir de fémeas isoladas previamente e mantidas em
laboratdrio, em condi¢des controladas. Estas carateristicas foram definidas por questoes
praticas e de sensibilidade. Tal como realizado no estudo piloto prévio, os organismos
foram mantidos em laboratdrio com um fotoperiodo de catorze horas de luz e dez horas de
escuro, onde o meio foi renovado em dias alternados e as culturas foram realizadas a
temperatura de 20+12 C. A alimentacao didria foi composta por células da microalga
Chlorella vulgaris, na concentracao de 3x10° células/mL de meio.

Para a avaliacao, quinze organismos foram expostos ao tratamento de
microondas, quinze expostos ao tratamento de terapia T.E.C.AR. e os restantes quinze
foram utilizados para grupo controlo. Desta forma, 45 Daphnia foram transferidas,
cuidadosamente, com o auxilio de uma pipeta de plastico, para frascos de 100 mL, com
meio M4. Foram realizados dois momentos de exposicao a cada corrente, o primeiro ao
décimo dia de vida e, 0 sequndo momento, ao décimo segundo dia de vida.

Cada organismo foi colocado num frasco, previamente etiquetado, a fim de se proceder ao
protocolo de exposicao.

No grupo experimental de microondas (GEw), quinze Daphnia foram submetidas a
um tratamento com o equipamento de microondas, onde foram colocadas a trinta
centimetros do equipamento de microondas e do fisioterapeuta que administrou a terapia.

As especificacoes do tratamento aplicado foram as seguintes: modo de frequéncia



pulsado, intensidade de 50 W, durante um tratamento com duracdo de vinte minutos
(Ortega et al., 2014). Passadas quarenta e oito horas, o processo foi repetido, tendo sido,
as mesmas quinze Daphnia, submetidas novamente ao mesmo tratamento.

No grupo experimental de terapia T.E.C.A.R. (GE+), quinze Daphniaforam colocadas
a trinta centimetros do aparelho de terapia T.E.C.A.R. e do fisioterapeuta que administrou
a terapia com os seguintes parametros: modo de frequéncia continuo, durante quinze
minutos - cinco minutos no modo capacitivo seqguido de dez minutos no modo resistivo -
com os elétrodos de 55 mm de didmetro (Bito et al., 2019: Bito et al., 2020:; Bretelle et al.,
2020:; Cau et al, 2019; Kumaran et al,, 2017: Kumaran & Watson, 2018; Kumaran &
Watson, 2020: Pavone et al.,, 2017: Tashiro et al,, 2017: Yokota et al., 2018). Passadas
quarenta e oito horas, o processo foi repetido, tendo sido, as mesmas quinze Daphnia,
submetidas novamente ao mesmo tratamento.

Os quinze organismos, pertencentes ao grupo de controlo (GC), ndo foram
submetidos a qualquer tratamento. Contudo, estiveram sujeitos as mesmas condicoes
ambientais e de manutencao os grupos anteriores.

Apds as exposicoes a microondas e a terapia T.E.CA.R, cada Daphnia foi
individualmente colocada num frasco de 100 mL, com 80 mL de meio de cultura, mantidas
em condigOes iguais as descritas para a manutencao das culturas, para posterior avaliagao
da sobrevivéncia, crescimento, reproducao e resposta sensdrio-motora.

A avaliacao dos organismos foi realizada diariamente, até aos 21 dias apds a

exposicao inicial (OECD, 2004, 2012).
2.4.2.1Sobrevivéncia

Com o objetivo de avaliar a sobrevivéncia da Daphnia, foi realizado um registo
didrio dos organismos até ao momento da sua morte ou até completarem 21 dias de

experiéncia (Anexo 2).
2.4.2.2 Crescimento

Para a determinacao do crescimento, foram recolhidas as carapacas de todos os
organismos durante o periodo de 21 dias, iniciando-se a recolha ao décimo dia de vida.
Deste modo, as carapacas recolhidas foram colocadas separadamente em tubos
Eppendorf devidamente identificados e procedeu-se a sua congelacao de modo a

preservar as mesmas até a avaliacao. No momento de avaliacao, e apds o seu



descongelamento, procedeu-se a medicao do primeiro exopddito da segunda antena das
carapacas libertadas apds a primeira postura?, ao décimo terceiro dia de idade, e a ultima
postura de cada Daphnia, ao vigésimo nono dia de idade (Anexo 3). Assim, as carapacas
foram colocadas cuidadosamente numa laminade vidro e cobertas por umalamela, sendo,
posteriormente, observadas a microscopio LEICA ICC50 HD, com a objetiva de 10x, de
forma alocalizar o exopddito (Figura 1).

Os valores obtidos para o comprimento do primeiro exopddio da segunda antena,
foram convertidos em comprimento do corpo, utilizando a equacao que se encontra no
Anexo 4 (Pereira et al., 2004). Esta avaliacao foi realizada digitalmente pelo programa

Leica Acquire com recurso a uma fotografia, de forma a obter o tamanho dos organismos

na primeira e tltima medicao (Figura 2).

Figura 1 - Daphnia magna com a Figura 2 - Primeiro exopddio na segunda antena
localizacao do exopddito na segunda (ampliagao 100x)
antena.

2.4.2.3 Resposta sensério-motora

Na primeira avaliacao da resposta sensdrio-motora, foram selecionados cinco
organismos expostos a terapia T.E.CA.R, cinco expostos a microondas e cinco

organismos pertencentes ao grupo de controlo. Estamedicao e avaliacao foirealizada trés

2 Nome utilizado para referir o momento no qual a Daphnialiberta novos juvenis

10



vezes: a primeira vez no décimo primeiro dia de vida (M1), a sequnda vez no décimo terceiro
dia de vida (M2) e, por fim, ao trigésimo primeiro dia de vida (M3) (Figura 3). Em cada
momento de avaliacao, foram escolhidos cinco organismo de cada grupo, tendo sido
utilizados sempre organismos diferentes de maneira a todos serem alvo de avaliagao.

Assim, com o auxilio de uma pipeta de plastico, a Daphnia foi transferida,
cuidadosamente, para um tubo com uma altura de catorze centimetros de altura com 50
mL de meio de cultura M4, onde ja se encontrava assinalado o ponto inicial e o ponto final
a trés centimetros de distancia entre ambos. Posteriormente, o tubo de vidro foi coberto
com papel de aluminio, de forma a garantir que a Daphnia se encontrava no fundo do tubo,
aquando doinicio dafilmagem. Para a filmagem, foi utilizado o equipamento CASIO EXILIM
High Speed Demo Movie, colocado a distancia de dez centimetros do tubo onde se
encontrava o organismo que ia ser avaliado.

De acordo com abibliografia existente, a Daphnia apresenta fototropismo positivo,
ou seja, reage aos estimulos luminosos movimentando-se em dire¢ao ao mesmo (Clark &
Wolf,1932). Portanto, foi colocada uma lampada, a uma distancia de dois centimetros do
tubo onde se iria proceder a avaliacao das alteracoes motoras e sensitivas. Quando
estavam garantidas as condicoes do teste, sabendo que a Daphniase encontravano ponto
inicial, deu-se inicio a filmagem, retirando o papel de aluminio e ligando o estimulo
luminoso.

Apds a obtencao da filmagem, esta foi analisada utilizando o programa Kinovea
9.5. Por meio desse software, foi possivel realizar a medicao da distancia percorrida pelo
organismo e o tempo necessario para atingir o ponto final, nos trés momentos de avaliacao
definidos. Com essas informacaes, foi possivel calcular a velocidade do movimento e a
distancia percorrida da Daphnia (Anexo 5). Foi definido como “inexisténcia de resposta ao
estimulo luminoso” quando o organismo nao atingia o segundo ponto em dez minutos, em
duas tentativas separadas por um intervalo de cinco minutos sem exposicao a fontes de

luz.

2.4.2.4 Reproducao

Relativamente a avaliacao da reproducao, esta foi realizada de forma quantitativa
e qualitativa, tendo em conta a presenca de ovos vidveis/invidveis, nomeadamente ovos

abortados (OA), juvenis mortos (JM) e juvenis imdveis (JI). Além disso, realizou-se a
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contagem dos juvenis libertados em cada postura, totalizando-os para obter um nimero

final por Daphnia (Anexo 6).

A sequinte figura apresenta uma visao geral da metodologia utilizada no estudo

(Figura 3).
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« Avaliagdo da

reproducdo
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2* Exposigcdo do GEy
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Figura 3 — Esquema temporal do procedimento experimental e respetivas avaliacées

2.5. Procedimentos estatisticos

A anadlise estatistica foi realizada através do software IBM SPSS Statistics

(versdo 27.0; IBM Corp, Armonk, NY USA) (Anexo 7), com um nivel de significancia de 0,05.

A comparacao entre grupos na variavel reproducdo, quantificada através do

numero total de juvenis, foi realizada através do teste Kruskal-Wallis seguido das

comparacoes mudltiplas de Dunn. A utilizacao da versao nao paramétrica dos testes

prendeu-se com o nao cumprimento dos pressupostos dos testes paramétricos,
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nomeadamente o pressuposto da normalidade (verificado por meio do teste de Shapiro-
Wilk).
A mediana e os percentis 25 e 75 foram utilizados como estatistica descritiva

(Maréco, 2014).
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3. Resultados
3.1. Sobrevivéncia

No estudo piloto que foi realizado para avaliar a sobrevivéncia dos organismos aos
tratamentos, uma vez que se pretendia avaliar efeitos sub-letais, nao foi registada
mortalidade nos grupos experimentais nem no grupo de controlo.

Durante os 21 dias de experiéncia em que as Daphnia foram avaliadas, apenas foi
registada uma morte no GEr (ocorrido com 21 dias de vida), resultando numa taxa de
sobrevivéncia de 93,33% neste grupo e de 100% nos restantes grupos. Assim, a amostra

final foi constituida por 44 organismos, distribuidos pelos 3 grupos em andlise (Figura 4).

Oaphniaselecionadas (n=45)

¥

Randomizadas {n=45)

= L J L l
B
§ Alocacao para GC (n=15) Alocacao para GEw (n=15) Alocacao para GEr (n=15)
=T
. ¥ ¥
T {n=14]
% =15 in=15] Perdade sequimento poi
= maorte de arganismo (n=1
(W51

i l L4
=
= Analisados in=15) Analisados (n=15) Analisados (n=14]
<

Legenda: GC: Grupo de controlo; GEus: Grupo Experimental exposto uma vez ao ultrassom e GEusz: Grupo Experimental

exposto duas vezes ao ultrassom

Figura 4 - Diagrama da composicao da amostra de Daphnia
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3.2. Crescimento

0 tamanho das Daphniafoi determinado indiretamente pela medicao do exopddito
da segunda antena, nas carapacas libertadas nas mudas que ocorreram apds a libertacao
dos juvenis nas varias posturas.

Quando analisadas as dimensdes das Daphnia entre os grupos (Tabela 1)
verificaram-se diferencas significativas entre os grupos no tamanho do corpo na primeira
carapaca recolhida, no tamanho do corpo na ultima carapaca libertada e também no
crescimento  (p<0,001). Especificamente, observou-se que as Daphnia do GEr
apresentaram dimensoes significativamente superiores as dos restantes grupos
(p<0,001), sendo o crescimento também significativamente superior ao GC (p<0,001) e ao
GEw (p=0,041).

Embora a primeira medicdao do tamanho do corpo do GEv apresentasse valores
significativamente inferiores ao GC (p=0,020), 0 mesmo nado se observou na dltima
medicdo efetuada (p>0,05). Este comportamento foi suportado por um crescimento

significativamente superior do GEy face ao GC (p=0,007).

Tabela 1- Crescimento, tamanho do corpo (mm)

Kruskal-\Wallis

Mediana (P25. PT5) {comparacoes muiltiplas)

Valor p*
Tamanho (mm)
Primeira medicao <0, 001
GC 2,19 (2,19, 2,30) {GE £ +6C:p=0,001)
GE. 2,09 (1,88; 2,19 {BE*GE =, 001)
GE, 2,72 (2,61, 2,82) (GC-GEMOD:p=0 020)
Ultima medicao =0.001
GC 2,93 (2,93;3,03) {GE -6 p=0,001)
GE. 293 (2,93,3,03} (GE 1 ~GE i p=0 001
GE, 3,77 (3,66,3,87)
Crescimento <0001
GC 0,73 (0,63;084) 1GE =6C: p=0,001)
GE. 0,84 (0,73;1,05) (GE o GE i p=0 041}
GE, 1,05 (0,94;1,15) {BC=GE i p=0,007)

N amostral =15 em cada grupo {n=14 no GET)
‘Apresentado ovalor prova do teste Kruskal-Wallis (comparacées maltiplas de Dunn)

Legenda: Pzs: Percentil 25; P7s: Percentil 75; Primeira medicao: Medicao realizada ao 132 dia de idade;
Ultima medicao: Medicao realizada ao 292 dia de idade; GC: Grupo de controlo; GEmo: Grupo
Experimental exposto a microondas; GErc: Grupo Experimental exposto a terapia T.E.CAR..
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3.3. Resposta sensdrio-motora

Relativamente a resposta sensdrio-motora, observaram-se diferencas
significativas entre os grupos na distancia percorrida em M1(p=0,007) e em M3 (p=0,049),
sem que houvesse diferencas significativas no que respeita a velocidade (p>0,05).
Especificamente observou-se que no M1 o GEv apresentou distancias percorridas
significativamente superiores aos grupos GC (p=0,003) e ao GEr (p=0,020). Jd em M3 o
grupo que apresentou uma distancia percorrida maior foi o GC, tendo sido significativa face

ao Gy (p=0,034) (Tabela 2).

Tabela 2 - Mediana e Percentis da distancia percorrida e velocidade.

Mediana {Pui Pyl Valorp Mediana P Pyl Valorp
{comparacies multiplas! {comparacies muliplas!
Distancia percorrida {cm) Velocidade {cm/s)
M1 M1
G 47 {3.85;4,90) 0,007 G 067 {058;079)
GEw 157 (10,65, 17,40) {GEw=GC:p=0,003) GEx 056 {054;076) =0,05
GE, 85 {3,85; 9,60 (GEw>GEr: p=0,020) GE, 073 {067:1.22)
Me M2
GC 53 (3,95, 6,80) ac 07 (059 079)
GE, 96 (5.45;16,75) =005 GE, 066 {0,59;0,85) =0,05
GE; 76 {4,45; 9,00) GE; 081 070,117)
M3 M3
G 13,3 {850,13,35) 0,049 G 08 {0,78,094)
GEw 588 {4,40,7,31) {GEm <GCP=0,034) GEw 068 (063,072 =0,05
GE, 5.7 {5.45;9.35) (GE =GCp=0.053) GE, 077 0,67,1,00)

M amostral =5 em cada grupo (n=2 em M3no GEW

Legenda: Pzs: Percentil 25; P7s: Percentil 75; GC: Grupo de controlo; GEwr: Grupo Experimental exposto a microondas; GEr: Grupo Experimental
exposto a terapia T.E.CA.R.; M1: primeira avaliagdo da resposta sensdrio-motora, onze dias apds o nascimento; M2: segunda avaliacdo da
resposta sensorio-motora, treze dias apds o nascimento; M3: terceira avaliacdo da resposta sensdrio-motora, trinta e um dias apos o
nascimento.

3.4. Reproducao

Quando analisada a reproducao das Daphnia, constatou-se que no GEwo esta foi
significativamente inferior ao GC (p<0,001) e ao GErc (p<0,001). Pela estatistica descritiva
(mediana) foi possivel observar que se tratou de uma reducao de cerca de 70% face aos
restantes grupos. O GEr nao apresentou diferencas significativas em relacdao ao GC

(p>0,05) (Tabela 3).
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Tanto no GC como no GEy, a idade da fémea na primeira postura é de 13 dias. No
GEw, a primeira postura libertada ocorreu ao 202 diade idade e apenas neste grupo, e nessa
postura, registaram-se quatro juvenis inviaveis e onze juvenis mortos. O GE; registou
quatro juvenis mortos.

Relativamente aos ovos abortados, contabilizaram-se trés no GEr e um no GEw.

No GC nao se verificou a existéncia de ovos invidveis, juvenis mortos nem juvenis

inviaveis.
Tabela 3 — Reprodugao
. ‘ Valor p
Mediana (pES’ P?5) (comparacoes miiltiplas)
Reproducao
Ne de juvenis final <0,001
GC 48,00 (46,00; 48,00) (GEy<GC: p<0,001)
GEy 14,00 (11,00; 17,00) (GEy<GE: p<0,001)
GE; 44,00 (42,00;50,00)

N amostral =15 em cada grupo {n=14 no GE;)

Legenda: GC: grupo controlo; GEm:grupo experimental microondas; GEw:grupo experimental
terapia T.E.CAR.

17



4. Discussao

Resultante da vasta utilizacao de aparelhos de eletroterapia de alta frequéncia na
fisioterapia, torna-se importante entender os possiveis efeitos adjacentes a sua utilizacao.
Tal como foi possivel verificar nos resultados obtidos, quando expostos as correntes de
alta frequéncia, ocorrem interacdes entre os campos eletromagnéticos gerados pelos
aparelhos de alta frequéncia e os sistemas bioldgicos que os rodeiam. Contudo, estas
interacoes térmicas e nao térmicas sao alvo de um debate significativo sobre mecanismos
de acao, potenciais beneficios, limitacbes do seu uso e questdes de biosseguranca
(Gartshore, Kidd & Joshi. 2021: Mumtaz et al., 2022).

Neste estudo utilizou-se o organismo modelo Daphnia magna pois, segundo o
Daphnia Genomics Consortium (DGC), estes organismos de genoma bem definido e
estudado sao um modelo de primeira linha para a investigacao de interagcoes ambientais,
facilitando investigagdes interdisciplinares (Bauer, 2007). O curto ciclo de vida dos
organismos permite estudar dados como o crescimento, resposta sensdrio-motora e a
reproducao, tanto em idade jovem, como em idade adulta (Pellegri et al., 2014; Tatarazako
& 0da, 2017; Tollrian & Leese, 2010). Os protocolos utilizados sao haseados em evidéncias
praticas e clinicas (Bito et al., 2019; Bito et al., 2020; Bretelle et al., 2020; Cau et al., 2019;
Kumaran et al.,, 2017; Kumaran & Watson, 2018; Kumaran & Watson, 2020; Ortega et al.,,
2014; Pavone et al., 2017; Tashiro et al., 2017; Yokota et al., 2018).

Neste trabalho, relativamente a sobrevivéncia, os resultados do estudo piloto
indicaram que os valores dos parametros utilizados nos dois tratamentos, microondas e
terapia T.E.C.A.R., nao causaram danos letais aos organismos, o que levou a decisao de
utilizar esses mesmos valores no estudo final. De acordo com os resultados do estudo
experimental, tanto no grupo experimental exposto a microondas como no grupo de
controlo, a sobrevivéncia nao sofreu alteracoes, uma vez que, todos os organismos se
mantiveram vivos durante toda a experiéncia. Ja naintervencao comaterapia T.E.CAR. a
sobrevivéncia foi afetada, resultando em 93,33% (um organismo nao sobreviveu). Nos
dados bioldgicos descritos em estudos relativamente ao organismo Daphnia magna, é
relatada a existéncia de uma variagao considerdvelrelativamente ao tempo de vida destas
espécies. Sequndo Finch e Tanzi (1997), os fatores ambientais, a restricdo alimentar e os
fatores genéticos contribuem para esta variacao, sendo que, estes Ultimos representam

menos de 35% desta variacao (Bishop & Guarente, 2007; Finch & Tanzi, 1997; Fontana et
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al., 2010; Lee et al., 2006; Mair & Dillin, 2008; Narasimhan et al., 2009). Na experiéncia
com terapia T.E.CAR, todos os organismos foram sujeitos rigorosamente as mesmas
condicdes ambientais e de alimentacao, e a unica morte ocorreu de forma isolada ao
décimo primeiro dia de experiéncia, parece porisso nao estar relacionado diretamente com
a exposicao a corrente, sugere-se que tenha sido um caso isolado, que nao contribui para
as diferencas significativas entre grupos.

No que diz respeito ao crescimento das Daphnia, verificaram-se diferencas
significativas entre grupos, sendo que o grupo experimental da terapia T.E.C.A.R. foi o que
apresentou maiores valores, tanto no momento da primeira medicdao do tamanho como no
ultimo, e também no crescimento total, em relagao ao grupo de microondas e ao grupo de
controlo. Pelo pouco tempo entre as exposicdes as correntes e a primeira medicao do
tamanho do corpo, nao se esperava que o tamanho da primeira medicao do corpo das
Daphniaapresentasse diferencas significativas. Este resultado pode ter tido origem numa
distribuicao ndo aleatdria dos organismos pelos varios grupos. Em relagcao ao tamanho da
ultima medicao e ao crescimento, sabe-se que a aplicacao da terapia T.E.C.A.R. pode levar
a vdrias alteracoes fisioldgicas, incluindo o aumento do metabolismo celular e 0 aumento
do fluxo sanguineo. Deste modo, quando expostas a energia eletromagnética da terapia
T.E.CAR, pode ocorrer um aumento da atividade metabdlica, resultando num maior
consumo de energia como relatado em diversos estudos e, eventualmente, estimulando o
crescimento dos organismos (Goats, 1989; Kumaran & Watson, 2015; Levy et al., 2016).
Além disso, os efeitos térmicos produzidos por ambas as correntes de alta frequéncia
provocam um aumento do fluxo sanguineo, o que pode levar a uma melhor perfusao dos
tecidos, fornecendo nutrientes e oxigénio de forma mais eficiente, favorecendo o
crescimento e o desenvolvimento destes organismos. Relativamente a esta variavel, ja
existem estudos que expde Daphnia a campos eletromagnéticos extra baixos e que
descrevem uma diminuicdo de tamanho (Krylov & Osipova, 2013). Isto pode significar que
correntes de alta frequéncia com diferentes valores podem levar a respostas diferentes.
Sabe-se que quanto mais alta for a frequéncia, menor é o poder de penetracao, e o facto
da terapia T.E.CA.R. emitir correntes de frequéncia significativamente mais baixa em
comparacao aos aparelhos de microondas, pode pressupor que a terapia T.E.C.A.R. tenha
uma capacidade de penetracao maior e, por isso, apresentar respostas distintas das

microondas.
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Em relacdao ao desempenho sensdrio-motor, observaram-se diferencas
significativas na distancia percorrida entre grupos. No M1, o GEy apresentou distancias
percorridas significativamente superiores aos grupos GC e ao GEr e no M3, verificou-se
que trés dos cinco organismos que foram alvo de avaliagcao sensdério-motora no GEy, nao
responderam ao estimulo luminoso. No que diz respeito a velocidade, embora se
esperasse que organismos maiores apresentassem maior velocidade, o0 mesmo nao se
verificou. Estes resultados pressupéem que a exposicao a microondas, possivelmente,
interferiu com a forma como é realizado o0 movimento de natacao das Daphnia, uma vez
que, umas das teorias aponta que uma mudanca de sinal de fototropismo envolve o
controle de musculos antagonistas nos apéndices natatérios (Clark & Wolf, 1932).
Contudo, os efeitos das microondas sobre a forca muscular apresentam baixa evidéncia,
podendo haver ou nao relacdo desta resposta com os seus efeitos terapéuticos (Akyol et
al..2012; Page et al., 2016). Face aos resultados, pensa-se que no primeiro momento, as
Daphnia nao tiveram alteracoes significativas na capacidade de resposta sensario-
motora. No entanto, no momento final, em que temos o efeito cumulativo de duas
exposicoes, a distancia total percorrida foi menor. Tal como explicado para o crescimento,
o aumento do metabolismo celular e 0 aumento do fluxo sanguineo, podem justificar este
resultado no primeiro momento de avaliacao (Goats, 1989; Kumaran & Watson, 2015; Levy
et al, 2016). Porém, quando duplicada a exposicao, os resultados obtidos sao distintos.
Estes resultados podem, eventualmente, ser justificados pela dose de efeito térmico que
incide sobre os fusos musculares e a sua resposta reflexa ao alongamento, uma vez que,
sao elementos importantes no aumento de tdnus muscular e que, quando se verifica uma
temperatura elevada do sistema nervoso central, a atividade gama eferente é diminuida
(Downey, 1964).

Quanto a reproducao, foi possivel aferir que o grupo experimental microondas
apresentou um valor significativamente inferior em comparacao aos restantes grupos.
Relativamente aos efeitos no sistema reprodutivo, muitos sao os estudos feitos com
microondas de baixa frequéncia, nomeadamente associados a dispositivos de
telecomunicacdes. Dentro dos aparelhos com microondas que sao considerados para fins
terapéuticos, um estudo que avaliou a exposicao de ratos Wistar a microondas de 2,45
GHz durante uma hora por dia, 30 dias consecutivos, concluiu que ocorreu

comprometimento testicular no sistema reprodutor masculino em termos de
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espermatogénese e necrose de coagulacao (Bilgici et al, 2018; Singh et al. 2018). 0 mesmo
se concluiu num estudo em que se aplicou a mesma intensidade em camundongos albinos
suicos machos durante duas horas por dia por 30 dias consecutivos, apontando que as
microondas de 2,45 GHz causam stress oxidativo nos testiculos e pode levar a efeitos
prejudiciais na fertilidade do sistema reprodutor masculino (Meena et al., 2014; Singh et al.
2018). Considerando os resultados obtidos, a presente experiéncia permite inferir que a
interacao do campo eletromagnético de um aparelho de microondas com frequéncia de
2,45 GHz, gerado num raio de 30 centimetros, pode ter interferéncias no sistema
reprodutor dos organismos modelo. Neste aparelho, a transmissao de energia das
microondas é realizada através de um dispositivo chamado klystron, o qual desempenha
a funcdo de amplificador de energia (Ram et al., 2022). Em contrapartida, no caso da
terapia T.E.CAR, a transmissao de energia ocorre por um meio dielétrico, no modo
capacitivo, que funciona através de elétrodos que possuem um revestimento isolante,
transmitindo energia de forma seletiva (Kumaran et al, 2017). Assim sendo, esta
especificidade das microondas podera ser a justificacao para os resultados significativos
obtidos neste grupo, reforcando a importancia de clarificar em que escala sera segura a
exposicdo do sistema reprodutor, tanto feminino quanto masculino, no raio de utilizacao
de aparelhos de microondas.

Tal como se pode verificar nos resultados obtidos (Anexo 8), estes efeitos sobre a
reproducao dos organismos expostos a microondas podem influenciar, nao sé o numero
de posturas libertadas, como tamhém o nimero total de juvenis que as compunha. No que
diz respeito a viabilidade dos juvenis libertados, o nimero de ovos abortados e juvenis
inviaveis foi reduzido, sobressaindo apenas o nimero de juvenis mortos do grupo exposto
as microondas. Estes observaram-se apenas na primeira postura, libertada tardiamente
aquando comparada com os restantes grupos, que pode, eventualmente, refletir alguma
influéncia desta corrente em organismos acabados de nascer. Ja existem alguns estudos
relativamente a estes parametros em Daphnia mas utilizando campos eletromagnéticos
de 17 Hz e 500 Hz, que descrevem efeitos negativos na maturacao e sobrevivéncia dos
descendentes desta espécie, apontando como possiveis causas a inibicao de certos
processos relacionados com partenogénese (Krylov, 2008). No presente estudo, devido a

este reduzido niimero e ao padrao aleatdrio de ovos abortados, juvenis mortos e invidveis,
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nao foi possivel realizar uma associacao direta com a exposicao as correntes de
microondas e terapia T.E.CAR..

Por fim, é importante destacar que a relacao entre as microondas, a terapia
T.E.CAR. e as variaveis estudadas, assim como os resultados obtidos, requerem uma
analise mais aprofundada. E de extrema importancia realcar que as extrapolacdes dos
dados devem ter em conta diversos fatores, incluindo a dose administrada (intensidade,
frequéncia e duracdo da exposicao), bem como as carateristicas individuais dos
organismos testados. E importante considerar que o estudo foi realizado em organismos
modelo, especificamente da espécie Daphnia magna. As diferencas anatémicas e
fisioldgicas destes organismos podem influenciar as respostas aos estimulos das
microondas e da alta frequéncia, sendo por isso fundamental considerar que os resultados
obtidos num estudo animal podem nao ser diretamente extrapolados para os efeitos em
seres humanos.

Em relacao ao que correu hem, este trabalho conseguiu investigar os efeitos dos
aparelhos de microondas e de terapia T.E.CA.R. em Daphnia, recolhendo dados e
observacoes relevantes sobre os efeitos destas correntes e proporcionando um novo
organismo modelo para futuros estudos nesta area.

No entanto, ha aspetos que poderiam ser abordados de forma diferente. Devido ao
tempo limitado para a realizacao deste estudo, nao foi possivel explorar outros aspetos
importantes. No contexto dos estudos futuros, é recomendado que sejam incorporados
outros parametros para uma compreensao mais abrangente dos efeitos colaterais dos
aparelhos de microondas e da terapia T.E.C.A.R. utilizados na fisioterapia., como por
exemplo, ainclusao de marcadores bioquimicos e estudos genéticos permitiria aprofundar
o estudo destes efeitos a outros niveis de organizacao. Uma limitacao identificada neste
estudo é a possivel auséncia de aleatoriedade na distribuicao das Daphnia nos frascos
experimentais dos trés grupos. Ao agrupar quinze Daphniaem cadafrasco, pode ter havido
uma tendéncia de selecionar primeiramente as Daphnia menores e menos ativas,
deixando as maiores e potencialmente mais rdpidas para o fim. Essa alocacao nao
aleatdria pode ter causado uma diferenca inicial entre os grupos, o que pode ter
influenciado os resultados do estudo.

Abordagens mais abrangentes poderiam fornecer uma visao mais detalhada dos

potenciaisimpactos destes aparelhos em termos de satide e seguranca. Portanto, estudos
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futuros sao fundamentais para obter uma compreensao mais completa dos potenciais

riscos associados ao uso de dispositivos de alta frequéncia e sua aplicacao terapéutica.
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5. Conclusao

Os resultados obtidos neste estudo mostram haver interacoes importantes entre
0s campos eletromagnéticos gerados pelos aparelhos de alta frequéncia, tanto nas
microondas como na terapia T.E.C.A.R,, e o0s sistemas bioldgicos que os rodeiam. Estas
interacdes nao afetaram diretamente a sobrevivéncia dos organismos.

Quanto a efeitos benéficos, verificou-se que as duas correntes tém efeitos que se
assemelham relativamente ao crescimento.

Relativamente aos aparelhos de microondas, conclui-se que podem existir efeitos
colaterais na reproducao e na resposta sensdrio-motora, nomeadamente na distancia
percorrida quando expostos a duas sessoes.

Concluindo, podemos afirmar que o uso da alta frequéncia na fisioterapia, incluindo
o equipamento de terapia T.E.C.A.R. e microondas, apresenta potenciais efeitos colaterais
em organismos modelo. Portanto, estudos futuros sao necessarios para investigar
aprofundadamente os efeitos destas tecnologias em seres humanos, considerando que
estas informacdes sao essenciais para uma aplicacao mais segura e eficaz da alta

frequéncia na fisioterapia, beneficiando assim a pratica clinica e os pacientes.
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ANEXOS

Anexo 1: Composicao do Meio de cultura M4

R Volume de solugédo para 20 L de meio
eagente
(mL)
Micronutrientes
H:BO3 10
MnCl2.4H20 10
LiCl 10
RbCI 5
SI'C|2.6H20 5
NaBr 5
Na:Mo004.2H20 5
CUC|2.2H20 5
ZnCl» 5
CoCl2.6H20 5
Kl 1
Na>SeOs; 1
NH4VOs 1
Fe-EDTA 20
(Na2EDTA.2H20 + FeS04.7H20)
Macronutrientes
CaCl,.2H0 100
MgS04.7H20 100
KCl 20
NaHCO3 100
Na2Si03.5H20 20
NaNQ3 2
KH2PO4 2
KoHPO4 2
Vitaminas
Tiamina-HCL (B11)
Cianocobalamina (B12) 1
Biotina
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Anexo 2: Folhas de registo da sobrevivéncia das Daphnia magna
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Folhas de registo diario das carapacas das Daphnia magna

Anexo 3
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Anexo 4: Férmula de conversao do tamanho do exopddito para o tamanho corporal da

Daphnia magna

Corpo (mm) = 10.499 X exopddito — 0.329
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Anexo 5: Folha de registo da resposta sensdrio-motora das Daphnia magna

GC - Resposta Sensdrio-motora GET - Resposta Sensdrio-motora GEM- AResposta Sensdrio-motora

ictAnci istanci i .| Distancia Distancia | Velocidade N Distancia | Velocidade

mpa D] Tempots) | oo g:iﬁ:ﬁlcdnﬂi} topben) em | TP B | altem) [globalfemys)| | PR [Distancialem)) Tempols) | o)t | global {em/s)
1 3 £23 350 0&T 1 3 1223 964 ] 1 3 33,05 1858 056
2 3 748 £03 0&7 P 3 1236 48 ORS 2 3 N 15 OE&
3 3 5.8 483 023 3 3 3085 356 117 3 3 g2l 1623 L
4 3 4968 4 £S5 048 4 3 323 407 126 4 3 1867 978 05e
5 3 Cad 421 075 5 3 1458 9te 064 5 3 1657 15,71 0,95
6 3 L6 374 073 6 3 1215 78 080 6 3 476 648 066
7 3 B& 721 024 7 3 1272 221 060 7 3 3451 -1 0e0
8 3 908 640 0,70 8 3 6,66 £39 021 8 3 L.24 434 054
9 3 724 413 057 9 3 7E6 763 100 9 3 1128 963 08t
10 3 254 L 31 &l 10 3 26 345 33 10 3 2l7e P -
1 3 1695 338 07a n 3 11,22 &7 060 n 3 7l 444 063
12 3 1034 246 087 12 3 116 073 12 3| Sem resposta |Sem esposta Sem resposta
13 3 1663 13.25 080 13 3 9.9 059 13 E 10.2 L 0.7
14 3 204 a0z | Qi 14 3 Lo4 . 1.01 14 3| Sem resposta [Sem resposty Sem resposta
1% 3 17.21 1231 077 15 3 75 L78 Q7T 1% 2| sem resposta |Sem esposty Sem resposta
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Anexo 6: Folhas de registo da reproducao das Daphnia magna
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Anexo 7: Base de dados utilizadas no SPSS

juvenis_pds
1D Grupo Sobrevivéncia |Primeira Carapaga Ultima carapaga |Crescimento| _21 dias

1 1 1 2,09 2,93 0,84 46

2 1 1 2,19 3,03 0,84 48

3 1 1 2,30 2,93 0,63 57

4 1 1 2,19 3,03 0,84 a4

5 1 1 2,19 2,93 0,73 48

6 1 1 2,30 2,93 0,63 47

7 1 1 2,40 3,03 0,63 40

8 1 1 2,19 2,82 0,63 47

9 1 1 2,19 2,93 0,73 44

10 1 1 2,19 2,82 0,63 47

11 1 1 2,19 3,03 0,84 48

12 1 1 2,19 3,03 0,84 50

13 1 1 2,19 2,93 0,73 54

14 1 1 2,30 2,93 0,63 48

15 1 1 2,20 3,03 0,83 48

1 2 1 1,98 3,03 1,05 7

2 2 1 1,88 2,93 1,05 17

3 2 1 2,09 3,03 0,94 9

4 2 1 1,77 2,82 1,05 10

5 2 1 2,19 3,03 0,84 12

6 2 1 2,09 2,93 0,84 25

7 2 1 2,19 2,93 0,73 25

8 2 1 2,09 2,82 0,73 14

9 2 1 1,88 3,03 1,15 14

10 2 1 2,19 2,93 0,73 15

11 2 1 2,09 2,82 0,73 13

12 2 1 2,09 2,93 0,84 13

13 2 1 2,30 3,03 0,73 11

14 2 1 1,77 2,93 1,15 15

15 2 1 2,09 3,03 0,94 26

1 3 1 2,61 3,66 1,05 41

2 3 1 2,72 3,77 1,05 50

3 3 1 2,72 3,77 1,05 50

4 3 1 2,61 3,66 1,05 43

5 3 1 2,72 3,87 1,15 45

6 3 1 2,72 3,66 0,94 47

7 3 1 2,61 3,77 1,15 50

8 3 2 2,72 3,77 1,05 5

9 3 1 2,82 3,87 1,05 46

10 3 1 2,82 3,87 1,05 47

11 3 1 2,82 3,77 0,94 54

12 3 1 2,82 3,66 0,84 45

13 3 1 2,82 3,77 0,94 40

14 3 1 2,61 3,87 1,26 51

15 3 1 2,72 3,98 1,26 53
1D Grupo vel_vertical_M1 [vel_vertical M2 [vel_vertical M3 | dist_total M1 | dist_total M2 | dist_total M3 | vel_globlal_M1 | vel_globlal_M2 | vel_globlal_M3
1 1 0,57 0,58 0,18 35 38 13,4 0,67 0,73 0,79
2 1 0,40 0,35 0,29 5,0 7.2 9,0 0,67 0,84 0,87
3 1 0,52 0,33 0,18 48 5,4 13,3 0,83 0,70 0,80
4 1 0,31 0,41 0,37 47 41 8,0 0,48 0,57 100
5 1 053 0,35 0,17 42 53 133 0,75 0,61 077
1 2 0,09 0,31 042 18,6 5,5 44 0,56 0,66 0,63
2 2 014 0,09 - 15 20,9 - 0,56 0,60 -
3 2 010 057 0,29 16,2 44 7.3 0,56 084 0,72
4 2 0,16 0,27 - 9.8 9.6 - 0,52 0,85 -
5 2 0,18 0,14 - 15,7 12,6 - 0,95 058 -
1 3 023 0,25 0,27 9,6 9.8 67 0,73 0,80 06
2 3 0,24 0,22 0,25 85 8.2 8.9 0,69 0,60 0,73
3 3 0,98 0,45 0,30 3,6 54 9.8 117 0,81 0,99
4 3 0,93 0,39 0,60 41 76 51 126 1,00 1,01
5 3 0,20 115 0,40 9,6 35 5.8 0,64 133 077




Anexo 8: Grafico com média e desvio padrao do niimero total de juvenis por postura
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