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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito da estimulação elétrica (EE) sobre o perfil metabólico e morfométrico dos músculos do membro posterior
de ratos submetidos à imobilização durante 15 dias. Método: Ratos Wistar foram divididos em 3 grupos (n=5): controle, imobilizado
por 15 dias e imobilizado associado à EE por 15 dias. Foram avaliados: reserva de glicogênio (RG) dos músculos sóleo (S),
extensor longo dos dedos (ELD), gastrocnêmio branco (GB), gastrocnêmio vermelho (GV) e tibial anterior (TA), além do peso
do sóleo, área das fibras e tecido conjuntivo do S. A análise estatística foi feita pelos testes ANOVA e Kruskal-Wallis (p<0,05).
Resultados: A imobilização promoveu alterações significativas (p<0,05) como: redução nas RG (S: 44,73%, GB: 47,82%, GV: 46,34%,
ELD: 41,66%, TA: 48,38%), no peso (7,2%) e na área das fibras (35%) do S, além do aumento da densidade do tecido conjuntivo
(160%). A EE promoveu aumento significativo (p<0,05) nas RG de todos os músculos imobilizados (S: 90,47%, GB: 62,5%, GV:
95,45%, ELD: 76,19%, TA: 56,25%), no peso (20,94%) e na área das fibras (19,65%) do S e também promoveu redução significativa
(15,38%, p<0,05) na densidade do tecido conjuntivo. Conclusões: A EE minimizou a redução das RG, preveniu a redução da área
das fibras e a proliferação do tecido conjuntivo nos músculos submetidos à imobilização.
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ABSTRACT

Effects of Neuromuscular Electrical Stimulation on Rat Hind Limbs Immobilized for 15 Days:
Metabolic and Morphometric Analyses

Objective: To evaluate the effect of electrical stimulation on the metabolic and morphometric profile of rat hind limb muscles
subjected to immobilization for 15 days. Method: Wistar rats were divided into three groups (n=5): control; immobilized for 15
days; and immobilized for 15 days with electrical stimulation. The glycogen reserves of the soleus, extensor digitorum longus
(EDL), white gastrocnemius (WG), red gastrocnemius (RG) and tibialis anterior (TA) muscles were evaluated, along with the weight,
fibrous area and conjunctive tissue of the soleus. The statistical analysis was performed using the Anova and Kruskal-Wallis
tests (p<0.05). Results: Immobilization promoted significant alterations (p<0.05), such as: reductions in the glycogen reserves
(soleus: 44.73%, WG: 47.82%, RG: 46.34%, EDL: 41.66%, TA: 48.38%) and in the weight (7.2%) and fibrous area (35%) of the soleus,
and also increased connective tissue density (160%). Electrical stimulation promoted a significant increase (p<0.05) in the
glycogen reserves of all the immobilized muscles: (soleus: 90.47%, WG: 62.5%, RG: 95.45%, EDL: 76.19%, TA: 56.25%) and in
the weight (20.94%) and fibrous area (19.65%) of the soleus, and also promoted a significant reduction (15.38%, p<0.05) in
connective tissue density. Conclusion: Electrical stimulation minimized the reduction in glycogen reserves and prevented the
reduction in fibrous area and proliferation of connective tissue in the muscles subjected to immobilization.

Key words: electrical stimulation, immobilization, morphometry, metabolism, physical therapy.
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INTRODUÇÃO

A hipotrofia muscular ocorre como conseqüência da
desnervação, lesões musculoesqueléticas, imobilização
articular, repouso prolongado, tratamento por glicocorticóide,
septicemia, câncer e até mesmo pelo envelhecimento1.

Desse modo, o desuso muscular promove redução na
área das fibras musculares, bem como na densidade dos
capilares2,3. Simultaneamente, ocorre proliferação do tecido
conjuntivo intramuscular tanto no perimísio quanto no
endomísio, além de aumento do “turnover” do colágeno no
tecido4,5,6.

A homeostasia metabólica das fibras musculares também
pode ser comprometida, induzindo o quadro de resistência
à insulina e a um estado catabólico nos musculoesqueléticos
afetados de humanos7,8. Porém, ainda não está claro como
o desuso muscular crônico ou a imobilização alteram a
sinalização de insulina9.

É importante salientar que os estudos de imobilização
apresentam caráter multifatorial diferindo quanto ao modelo
e material utilizado para promover o desuso, tempo da
imobilização, posição articular, atividade eletromiográfica e
tipagem das fibras musculares analisada, e isso, conseqüen-
temente, determina os resultados10.

Segundo Qin et al.11 a atrofia por desuso varia de 15%
a 70%, dependendo dos animais utilizados e das fibras
avaliadas. Alguns autores sugerem que a maioria das mudanças
ocorre nos primeiros sete dias5,6,12. Porém, outros trabalhos
demonstram atrofia significativa no período de 14 dias em
diferentes modelos de desuso muscular1,13.

No intuito de minimizar os eventos desencadeados pelo
desuso muscular, diversas técnicas têm sido utilizadas,
buscando melhorar as condições homeostáticas das fibras
musculares, com destaque para estimulação elétrica neuro-
muscular (EE)14.

Nesse contexto, foram estudados os efeitos da EE sobre
a morfologia e reservas de glicogênio e a densidade de área
das fibras por 15 dias em músculo sóleo denervado e foi
observada redução da densidade de área do tecido conjuntivo,
apontando para possível redução da fibrose, e aumento na
quantidade de grânulos de glicogênio15.

A EE também promove a elevação na atividade contrátil
das fibras musculares, desse modo a dinâmica de captação
e metabolismo da glicose e a atividade das vias metabólicas
celulares são aumentadas, uma vez que os grupos submetidos
somente à EE apresentaram maiores reservas de glicogênio16.

Partindo dessas observações, o objetivo desse trabalho
foi avaliar o efeito da EE sobre o perfil metabólico e
morfométrico dos músculos do membro posterior de ratos
submetidos à imobilização por órtese de resina acrílica durante
15 dias.

MATERIAL E MÉTODOS

Ratos Wistar (3 a 4 meses, 250-300g) foram mantidos
em condições controladas de biotério, recebendo água e ração
ad libitum e tratados segundo recomendações do Guide for
Care Use of Laboratory Animals (National Research Council,
1996). A caixa, contendo 3 animais, tinha a dimensão de
40x30cm e foi forrada com jornal, já que a serragem poderia
entrar no compartimento interno da órtese, podendo provocar
lesões cutâneas.

Os animais foram divididos em 3 grupos (n=5): controle
(C), imobilizado durante 15 dias (I) com órtese de resina
acrílica17, e imobilizado associado à EE durante 15 dias (IEE).
Após anestesia com pentobarbital sódico (40 mg/Kg peso),
o membro posterior esquerdo foi tricotomizado e a EE foi
realizada em sessão diária de 20 minutos, por um período
de 15 dias, iniciando 24 horas após a imobilização. Um eletrodo
foi colocado na região inguinal e o outro no músculo tríceps
sural, sendo que no membro imobilizado este segundo eletrodo
foi acoplado dentro da órtese. Os parâmetros da estimulação
elétrica foram: freqüência de 10 Hz, T= 0,4 ms, pulso
quadrático bifásico. A intensidade da corrente foi padronizada
em 5.0 mA, a partir da visualização da contração muscular,
sendo acrescida de 1.0 mA a cada 5 minutos, com intuito
de manter o nível de contração durante todo o período de
estimulação. Os eletrodos de silicone-carbono apresentavam
área de 1 cm2 cada.

Após o período experimental, as análises realizadas foram:
conteúdo de glicogênio segundo proposta de Siu et al.18, dos
músculos sóleo (S), extensor longo dos dedos (ELD),
gastrocnêmio branco (GB), gastrocnêmio vermelho (GV)
e tibial anterior (TA), além do peso, área das fibras e densidade
do tecido conjuntivo do músculo sóleo.

Para a análise morfométrica do sóleo o segmento ventral
foi fixado em solução tamponada de formol a 10% e o material
foi processado em parafina obtendo-se vários cortes
transversais não seriados de 7 μm de espessura, que foram
corados pela Hematoxilina-Eosina (HE).

Foi utilizado um sistema de análise de imagens constituído
de um software Image Pró-plus 4.0 (Media Cybernects),
câmera digital (JVC) acoplada a um microscópio (Zeiss) com
integração a um microcomputador. Todas as imagens foram
captadas com objetiva de 10x.

Foram analisadas as áreas de 375 fibras do músculo
sóleo por animal, assim escolhidos: 15 fibras por área, sendo
5 áreas por corte, num total de 5 cortes por animal. Utilizou-
se de um retículo quadriculado para a escolha de 15 fibras
por corte, aleatoriamente, que coincidiam com as interseções
de retas.

Para a análise da densidade do tecido conjuntivo
intramuscular foi utilizado o sistema de planimetria por
contagem de pontos19, e a quantificação foi realizada por meio
de um retículo com quadrados de 2500 μm2 contendo 56
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intersecções de reta. Foram contados os pontos coincidentes
no endomísio e perimísio, em 5 áreas por corte, sendo 5 cortes
por animal, perfazendo um total de 1400 pontos por animal.

A área relativa do tecido conjuntivo (densidade de área)
foi calculada dividindo-se a soma do número de pontos
coincidentes nas intersecções de reta sobre o tecido conjuntivo
(endomísio e perimísio) pelo número total de pontos.

A análise estatística foi realizada inicialmente pelo teste
de normalidade Kolmogorov-Smirnov. Para as variáveis peso
muscular e glicogênio, que apresentaram distribuição normal,
foi utilizado a ANOVA seguido do teste de Tukey. Para as
variáveis áreas das fibras musculares e densidade do tecido
conjuntivo foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, já que as
mesmas não apresentaram distribuição normal. Em todos os
cálculos foi fixado um nível crítico de 5% (p<0,05).

RESULTADOS

As reservas de glicogênio dos músculos do membro
inferior submetidos à imobilização durante 15 dias,
apresentaram redução significativa (p<0,05) em todos os
músculos analisados: no S (44,73%), GB (47,82%), GV
(46,34%), ELD (41,66%) e no TA (48,38%), conforme
mostra a tabela 1. Vale destacar que, a imobilização também
promoveu redução significativa de 7,2% (C: 123,5±5,28, I:
114,6±6,42, p<0,05) do peso muscular do sóleo .

Quanto à análise morfométrica, a imobilização promoveu
redução significativa (p<0,05) da área das fibras do músculo
sóleo em 35% (tabela 2, figura 1-B), bem como aumento
significativo (p<0,05) da densidade do tecido conjuntivo
intramuscular em 160% em relação ao grupo controle,
conforme mostra a tabela 3 (figura 1-B).

A EE promoveu aumento significativo (p<0,05) nas
reservas de glicogênio em todos os músculos imobilizados
analisados: 90,47% no S, 62,5% no GB, 95,45% no GV,
76,19% no ELD e de 56,25% no TA, conforme mostra a tabela
1.

Com relação ao peso do músculo sóleo, a EE promoveu
aumento significativo de 20,94% (I: 114,6±6,42, IEE:
138,6±6,42, p<0,05) se comparado ao grupo imobilizado.
A análise das fibras do músculo sóleo mostrou que o recurso
promoveu aumento significativo de 19,65 % (p<0,05), se

 

 S GB GV ELD TA 

C 0,38±0,09 0,46±0,06 0,41±0,04 0,36±0,08 0,31±0,09 

I 0,21±0,05* 0,24±0,01* 0,22±0,04* 0,21±0,07* 0,16±0,03* 

IEE 0,40±0,03# 0,39±0,12# 0,43±0,11# 0,37±0,11# 0,25±0,05# 

Tabela 1. Média±dpm da concentração de glicogênio (mg/100mg) do músculo sóleo (S), gastrocnêmio branco (GB), gastrocnêmio vermelho (GV),
extensor longo dos dedos (ELD) e tibial anterior (TA) dos grupos controle (C), imobilizado por 15 dias (I) e imobilizado associado à estimulação
elétrica neuromuscular por 15 dias (IEE), n=5. *comparado ao C, #comparado ao grupo I, p<0,05.

comparado ao grupo imobilizado (tabela 2, figura 1-C). A EE
também promoveu redução de forma significativa na ordem
de 15,38% (p<0,05) da densidade do tecido conjuntivo se
comparado com o grupo imobilizado (tabela 3, figura 1-C).

DISCUSSÃO

Clinicamente, a imobilização articular pode promover
efeitos deletérios no sistema musculoesquelético, como
redução da elasticidade muscular, redução da amplitude de
movimento e até mesmo a contratura muscular devido à
proliferação do tecido conjuntivo20. Além dessas alterações,
sabe-se também que o desuso pode levar a hipotrofia muscular,
redução das reservas de glicogênio, creatina quinase, dos
sarcômeros em série, da força e resistência à fadiga8.

Tem sido observado que as fibras musculares lentas (tipo
I) possuem maior vulnerabilidade à atrofia do que as fibras
das fibras musculares rápidas (tipo II), devido a diferenças
no seu metabolismo21. Nesse contexto, foi observado que
as enzimas oxidativas respondem por meio da diminuição da
sua atividade durante a imobilização, sugerindo que as fibras
musculares que possuem metabolismo predominantemente
oxidativo (tipo I), foram as mais susceptíveis à atrofia
muscular22.

Além da susceptibilidade à atrofia inerente ao
metabolismo das fibras tipo I, outro fator que determina essa
condição são as características de fibras posturais. Nesse
sentido, Ploug et al.23 relacionaram a maior susceptibilidade
do sóleo à atrofia por inatividade devido ser um músculo
postural e assim possuir uma atividade basal maior do que
os não posturais.

Esses estudos corroboram a afirmação de Lieber,
reforçando o que a literatura relata, de que os músculos
considerados antigravitacionários, os uniarticulares e os que
possuem maior proporção de fibras lentas são os mais
vulneráveis à atrofia induzida pelo desuso muscular24. Sendo
assim, o músculo sóleo, predominantemente composto por
fibras do tipo I, foi o escolhido para a análise morfométrica
devido a sua maior susceptibilidade à atrofia inerente ao
desuso.

A imobilização durante 15 dias em posição neutra,
conseguiu promover, no músculo sóleo, redução significativa
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de 7,2% do peso, 35% da área das fibras, aumento de 160%
do tecido conjuntivo, além de redução das reservas de
glicogênio de todos os músculos analisados, mostrando a
inter-relação da atividade contrátil com a homeostasia
energética e a morfologia da fibra muscular, apontando para
o quadro de hipotrofia muscular.

Segundo Qin et al.11 a imobilização por diferentes
períodos resulta em atrofia variando de 15% a 70%,
dependendo dos animais utilizados e das fibras avaliadas.
Gomes et al.3, observaram redução de 43% da área da fibra
do músculo sóleo imobilizado durante 3 semanas. Kannus
et al.2 relataram redução de 69% da área das fibras desse
músculo imobilizado por meio de aparelho gessado durante
3 semanas.

Bodine et al.1 compararam o peso do músculo gastroc-
nêmio de ratos em 3 modelos de desuso, a imobilização,
suspensão e desnervação. Os autores observaram que após
14 dias de desuso, ocorreu redução de aproximadamente 50%
do peso muscular nos animais submetidos à desnervação,
45% nos imobilizados e 30% nos ratos submetidos à sus-
pensão.

Com relação à densidade do tecido conjuntivo, a imo-
bilização promoveu aumento significativo de 279%. Esses

Grupos 1º Quartil Mediana 3º Quartil 

C 2180,23 2496,13 2878,66 

I 1335,483 1624,03 * 1876,434 

IEE 1561,401 1943,21*# 2386,532 

Tabela 2. Mediana da área das fibras (μm2) do músculo sóleo nos grupos
controle (C), imobilizado por 15 dias (I) e imobilizado associado à
estimulação elétrica neuromuscular por 15 dias (IEE), n=5. *comparado
ao C, # comparado ao grupo I, p<0,05.

Grupos 1º Quartil Mediana 3º Quartil 

C 7,14 8,93  10,71 

I 16,07 23,21 * 28,57 

IEE 14,29 19,64*# 25,00 

Tabela 3. Mediana da densidade de área (%) do tecido conjuntivo dos
grupos controle (C), imobilizado por 15 dias (I), e imobilizado associado
à estimulação elétrica neuromuscular por 15 dias (IEE), n=5. *comparado
ao C, # comparado ao grupo I, p<0,05.

A

B

C

*

*

Figura 1. A - Fibras do músculo sóleo do grupo C. B - Músculo sóleo
imobilizado, observar a redução da área das fibras (asterisco) e o aumento
do tecido conjuntivo (seta) em relação ao grupo C. C - Músculo sóleo
imobilizado e tratado com EE 15 dias, observar o aumento da área das
fibras (asterisco) e redução do tecido conjuntivo (seta) em relação ao
grupo I.
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resultados estão de acordo com a literatura, já que para Józsa
et al.20, independente do modelo de desuso muscular estudado
(imobilização, tenotomia ou desnervação), a quantidade de
tecido conjuntivo intramuscular aumenta significativamente,
variando de 50% a 700%.

Williams e Goldspink observaram que, em apenas 2 dias
de imobilização na posição encurtada, o músculo sóleo
apresentou aumento do tecido conjuntivo no perimísio, sendo
que foi mais pronunciado no 14º dia5. Okita et al.6 observaram
que em 2 semanas de desuso ocorreu proliferação do tecido
conjuntivo, desarranjo das fibras de colágeno no endomísio,
redução do comprimento dos sarcômeros, bem como da
amplitude articular no músculo sóleo de ratos imobilizado em
posição encurtada de tornozelo.

Amiel et al.4 observaram alterações no metabolismo de
colágeno nos tecidos conjuntivos densos imobilizados
decorrentes da falta de forças fisiológicas atuando sobre ele,
o que impede a formação de ligações cruzadas, dando origem
a fibras imaturas, as quais são responsáveis pela fibrose.
Também foi relatado aumento do “turnover” do colágeno no
tecido conjuntivo nesta situação2,5.

O desuso muscular provocado por condições de períodos
longos no leito, colocação de órteses ou fixações em membros
e microgravidades induzem resistência à insulina e a um estado
catabólico nos musculoesqueléticos afetados de humanos7.
Esse quadro de resistência à insulina pode explicar a redução
das reservas de glicogênio inerente à imobilização em todos
os músculos analisados nesse estudo.

Nesse contexto, Hirose et al.9 observaram em ratos que
tiveram a pata esquerda imobilizada em posição neutra durante
7 dias, redução na transdução do sinal intracelular estimulado
pela insulina, sugerindo déficit na ativação do IR (receptor
de insulina) e nas moléculas ativadas a partir deste, incluindo
a fosforilação do IRS-1(substrato 1 do receptor de insulina)
e a ativação da PI3-K (fosfatidilinositol 3-quinase), indicando
que o quadro de resistência à insulina também pode ser
desencadeado na imobilização.

Com relação à utilização da EE nesse trabalho, o recurso
mostrou ser eficaz em minimizar o aumento da densidade
de área do tecido conjuntivo, bem como a redução da área
das fibras musculares do sóleo submetido à imobilização
durante 15 dias. Esses resultados corroboram a afirmação
de Avramidis et al.25 que descreveram a importância da EE
com objetivos de recuperar a força muscular, reduzir a
proliferação do tecido conjuntivo intramuscular, reduzir o
tempo de reabilitação e prevenir a atrofiamuscular decorrente
da imobilização.

Qin et al.11 utilizaram EE com freqüência de 50Hz aplicada
diariamente por 30 minutos, 5 vezes na semana durante 3
semanas no músculo tibial anterior de coelhos e observaram
que o recurso foi efetivo na prevenção da atrofia muscular
minimizando a redução da área de secção transversal, fibrose
intersticial e deficiência de suprimento sanguíneo. Além disso,

Polacow et al.15 também demonstraram que a EE (f: 10Hz,
T: 3ms, pulsos quadráticos bifásicos, On/Off de 2:2 segundos,
20 minutos) promoveu redução da densidade de área do tecido
conjuntivo nos músculos sóleo desnervados por 15 dias,
apontando para possível redução da fibrose, e aumento na
quantidade de grânulos de glicogênio.

Cabe ressaltar, conforme tabela 1, que a EE também
promoveu elevação nas reservas de glicogênio tanto nos
músculos normais quanto nos imobilizados. Resultados
semelhantes foram descritos por Guirro et al.16, que a EE
promoveu aumento das reservas de glicogênio nos músculos
da pata posterior de ratos submetidos à desnervação por um
período de 30 dias.

O aumento no conteúdo de glicogênio observado nesse
trabalho em todos os músculos imobilizados se deve à maior
captação de glicose pela população de GLUT4, insensível à
insulina, que são externalizados, e decorre, ainda, da ativação
dos sistemas enzimáticos citosólicos na glicogênese26.
Certamente, a EE promove elevação na atividade contrátil das
fibras musculares, desse modo a dinâmica de captação e
metabolismo da glicose e a atividade das vias metabólicas
celulares são aumentadas14,16.

Neste sentido, Etgen et al.27 avaliaram o conteúdo de
GLUT 4 no músculo plantar de ratos após EE crônica, e
verificaram aumento de 82% em seu conteúdo. Períodos
maiores de EE, 30 a 40 e 60 a 90 dias, mostraram somente
tendência ao aumento no conteúdo do GLUT 4, atingindo um
platô em torno de 30 a 40 dias. Um resultado importante do
estudo de Hamada et al.28 foi que a captação de glicose
corporal em ratos é agudamente aumentada em resposta a
20 minutos de EE e este aumento perdura por pelo menos
90 minutos após a finalização da utilização do recurso.

CONCLUSÃO

A estimulação elétrica neuromuscular minimizou a redução
das reservas de glicogênio nos músculos da pata posterior
submetidos à imobilização durante 15 dias. Também foi
observado que o recurso preveniu a redução da área das
fibras, bem como da proliferação do tecido conjuntivo no
músculo sóleo. Vale ressaltar a importância da intervenção
fisioterapêutica durante esse período, com objetivo de mi-
nimizar as alterações musculoesqueléticas inerentes ao desuso.
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