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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito da estimulagao elétrica (EE) sobre o perfil metabolico e morfométrico dos misculos do membro posterior
de ratos submetidos a imobiliza¢do durante 15 dias. Método: Ratos Wistar foram divididos em 3 grupos (n=5): controle, imobilizado
por 15 dias e imobilizado associado a EE por 15 dias. Foram avaliados: reserva de glicogénio (RG) dos musculos sdleo (S),
extensor longo dos dedos (ELD), gastrocnémio branco (GB), gastrocnémio vermelho (GV) e tibial anterior (TA), além do peso
do soleo, area das fibras e tecido conjuntivo do S. A analise estatistica foi feita pelos testes ANOVA e Kruskal-Wallis (p<0,05).
Resultados: A imobilizagdo promoveu alteragdes significativas (p<0,05) como: redugao nas RG (S: 44,73%, GB: 47,82%, GV: 46,34%,
ELD: 41,66%, TA: 48,38%), no peso (7,2%) e na area 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 musculos imobilizados (S: 90,47%, GB: 62,5%, GV:
95,45%, ELD: 76,19%, TA: 56,25%), no peso (20,94%) e na area das fibras (19,65%) do S e também promoveu redugao significativa
(15,38%, p<0,05) na densidade do tecido conjuntivo. Conclusdes: A EE minimizou a redugdo das RG, preveniu a reducao da area
das fibras e a prolifera¢do do tecido conjuntivo nos musculos submetidos a imobilizagao.

Palavras-chave: estimulagdo elétrica, imobilizagdo, morfometria, metabolismo, fisioterapia.

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 (WQ), 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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INTRODUCAO

A hipotrofia muscular ocorre como conseqiiéncia da
desnervacdo, lesdes musculoesqueléticas, imobiliza¢cdo
articular, repouso prolongado, tratamento por glicocorticoide,
septicemia, cancer e até mesmo pelo envelhecimento'.

Desse modo, o desuso muscular promove reducio na
area das fibras musculares, bem como na densidade dos
capilares®3. Simultaneamente, ocorre proliferagdo do tecido
conjuntivo intramuscular tanto no perimisio quanto no
endomisio, além de aumento do “turnover” do colageno no
tecido*°.

A homeostasia metabdlica das fibras musculares também
pode ser comprometida, induzindo o quadro de resisténcia
a insulina e a um estado catabdlico nos musculoesqueléticos
afetados de humanos’®. Porém, ainda nio esta claro como
o desuso muscular cronico ou a imobilizagdo alteram a
sinalizagdo de insulina’.

E importante salientar que os estudos de imobilizagdo
apresentam carater multifatorial diferindo quanto ao modelo
e material utilizado para promover o desuso, tempo da
imobilizacdo, posi¢ao articular, atividade eletromiografica e
tipagem das fibras musculares analisada, e isso, conseqiien-
temente, determina os resultados'?.

Segundo Qin et al.'' a atrofia por desuso varia de 15%
a 70%, dependendo dos animais utilizados e das fibras
avaliadas. Alguns autores sugerem que a maioria das mudangas
ocorre nos primeiros sete dias>®!2, Porém, outros trabalhos
demonstram atrofia significativa no periodo de 14 dias em
diferentes modelos de desuso muscular'!3,

No intuito de minimizar os eventos desencadeados pelo
desuso muscular, diversas técnicas tém sido utilizadas,
buscando melhorar as condi¢des homeostaticas das fibras
musculares, com destaque para estimulacdo elétrica neuro-
muscular (EE)'.

Nesse contexto, foram estudados os efeitos da EE sobre
a morfologia e reservas de glicogénio e a densidade de area
das fibras por 15 dias em musculo séleo denervado e foi
observada reduco da densidade de area do tecido conjuntivo,
apontando para possivel redu¢do da fibrose, e aumento na
quantidade de granulos de glicogénio'®.

A EE também promove a elevacao na atividade contratil
das fibras musculares, desse modo a dindmica de captagdo
e metabolismo da glicose e a atividade das vias metabdlicas
celulares sdo aumentadas, uma vez que os grupos submetidos
somente a EE apresentaram maiores reservas de glicogénio's.

Partindo dessas observagdes, o objetivo desse trabalho
foi avaliar o efeito da EE sobre o perfil metabolico e
morfométrico dos musculos do membro posterior de ratos
submetidos a imobilizagdo por ortese de resina acrilica durante
15 dias.
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MATERIAL E METODOS

Ratos Wistar (3 a 4 meses, 250-300g) foram mantidos
em condic¢des controladas de biotério, recebendo agua e racao
ad libitum e tratados segundo recomendagdes do Guide for
Care Use of Laboratory Animals (National Research Council,
1996). A caixa, contendo 3 animais, tinha a dimensao de
40x30cm e foi forrada com jornal, j& que a serragem poderia
entrar no compartimento interno da értese, podendo provocar
lesdes cutaneas.

Os animais foram divididos em 3 grupos (n=5): controle
(C), imobilizado durante 15 dias (I) com ortese de resina
acrilica'’, e imobilizado associado a EE durante 15 dias (IEE).
Ap0s anestesia com pentobarbital sodico (40 mg/Kg peso),
o membro posterior esquerdo foi tricotomizado ¢ a EE foi
realizada em sessao didria de 20 minutos, por um periodo
de 15 dias, iniciando 24 horas ap6s a imobilizagdo. Um eletrodo
foi colocado na regido inguinal e o outro no musculo triceps
sural, sendo que no membro imobilizado este segundo eletrodo
foi acoplado dentro da ortese. Os pardmetros da estimulagdo
elétrica foram: freqiiéncia de 10 Hz, T= 0,4 ms, pulso
quadratico bifésico. A intensidade da corrente foi padronizada
em 5.0 mA, a partir da visualizagdo da contracdo muscular,
sendo acrescida de 1.0 mA a cada 5 minutos, com intuito
de manter o nivel de contra¢do durante todo o periodo de
estimulagdo. Os eletrodos de silicone-carbono apresentavam
area de 1 cm? cada.

Ap6s o periodo experimental, as analises realizadas foram:
contetido de glicogénio segundo proposta de Siu et al.'$, dos
musculos soleo (S), extensor longo dos dedos (ELD),
gastrocnémio branco (GB), gastrocnémio vermelho (GV)
e tibial anterior (TA), além do peso, area das fibras e densidade
do tecido conjuntivo do musculo séleo.

Para a analise morfométrica do séleo o segmento ventral
foi fixado em solugdo tamponada de formol a 10% e o material
foi processado em parafina obtendo-se varios cortes
transversais ndo seriados de 7 um de espessura, que foram
corados pela Hematoxilina-Eosina (HE).

Foi utilizado um sistema de analise de imagens constituido
de um software Image Pré-plus 4.0 (Media Cybernects),
camera digital (JVC) acoplada a um microscopio (Zeiss) com
integragdo a um microcomputador. Todas as imagens foram
captadas com objetiva de 10x.

Foram analisadas as areas de 375 fibras do musculo
soleo por animal, assim escolhidos: 15 fibras por area, sendo
5 areas por corte, num total de 5 cortes por animal. Utilizou-
se de um reticulo quadriculado para a escolha de 15 fibras
por corte, aleatoriamente, que coincidiam com as intersecdes
de retas.

Para a analise da densidade do tecido conjuntivo
intramuscular foi utilizado o sistema de planimetria por
contagem de pontos', e a quantificagdo foi realizada por meio
de um reticulo com quadrados de 2500 um? contendo 56
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interseccdes de reta. Foram contados os pontos coincidentes
no endomisio e perimisio, em 5 areas por corte, sendo 5 cortes
por animal, perfazendo um total de 1400 pontos por animal.

A érea relativa do tecido conjuntivo (densidade de area)
foi calculada dividindo-se a soma do numero de pontos
coincidentes nas intersecc¢des de reta sobre o tecido conjuntivo
(endomisio e perimisio) pelo nimero total de pontos.

A analise estatistica foi realizada inicialmente pelo teste
de normalidade Kolmogorov-Smirnov. Para as variaveis peso
muscular e glicogénio, que apresentaram distribui¢do normal,
foi utilizado a ANOVA seguido do teste de Tukey. Para as
variaveis areas das fibras musculares e densidade do tecido
conjuntivo foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, ja que as
mesmas ndo apresentaram distribui¢do normal. Em todos os
calculos foi fixado um nivel critico de 5% (p<0,05).

RESULTADOS

As reservas de glicogénio dos musculos do membro
inferior submetidos a imobilizacdo durante 15 dias,
apresentaram reducdo significativa (p<0,05) em todos os
musculos 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 imobilizagdo também
promoveu reducao significativa de 7,2% (C: 123,5+5,28, I:
114,6+6,42, p<0,05) do peso muscular do soleo .

Quanto a andlise morfométrica, a imobilizagdo promoveu
reducdo significativa (p<0,05) da area das fibras do musculo
soleo em 35% (tabela 2, figura 1-B), bem como aumento
significativo (p<0,05) da densidade do tecido conjuntivo
intramuscular em 160% em relacdo ao grupo controle,
conforme mostra a tabela 3 (figura 1-B).

A EE promoveu aumento significativo (p<0,05) nas
reservas de glicogénio em todos os musculos 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 relagdo ao peso do musculo séleo, a EE promoveu
aumento significativo de 20,94% (I: 114,6+6,42, 1EE:
138,6+6,42, p<0,05) se comparado ao grupo imobilizado.
A andlise das fibras do musculo séleo mostrou que o recurso
promoveu aumento significativo de 19,65 % (p<0,05), se
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comparado ao grupo imobilizado (tabela 2, figura 1-C). A EE
também promoveu redugdo 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).

DISCUSSAO

Clinicamente, a imobilizagdo articular pode promover
efeitos deletérios no sistema musculoesquelético, como
redugdo da elasticidade muscular, reducdo da amplitude de
movimento e at¢ mesmo a contratura muscular devido a
proliferagdo do tecido conjuntivo®. Além dessas alteragoes,
sabe-se também que o desuso pode levar a hipotrofia muscular,
redugdo das reservas de glicogénio, creatina quinase, dos
sarcomeros em série, da forca e resisténcia a fadiga®.

Tem sido observado que as fibras musculares lentas (tipo
I) possuem maior vulnerabilidade a atrofia do que as fibras
das fibras musculares rapidas (tipo II), devido a diferengas
no seu metabolismo?!. Nesse contexto, foi observado que
as enzimas oxidativas respondem por meio da diminui¢ao da
sua atividade durante a imobilizacdo, sugerindo que as fibras
musculares que possuem metabolismo predominantemente
oxidativo (tipo I), foram as mais susceptiveis a atrofia
muscular®.

Além da susceptibilidade a atrofia inerente ao
metabolismo das fibras tipo I, outro fator que determina essa
condi¢do sdo as caracteristicas de fibras posturais. Nesse
sentido, Ploug et al.” relacionaram a maior susceptibilidade
do soleo a atrofia por inatividade devido ser um musculo
postural e assim possuir uma atividade basal maior do que
0s ndo posturais.

Esses estudos corroboram a afirmacdo de Lieber,
reforcando o que a literatura relata, de que os musculos
considerados antigravitacionarios, os uniarticulares e os que
possuem maior propor¢do de fibras lentas s@o os mais
vulneraveis a atrofia induzida pelo desuso muscular®. Sendo
assim, o musculo séleo, predominantemente composto por
fibras do tipo I, foi o escolhido para a analise morfométrica
devido a sua maior susceptibilidade a atrofia inerente ao
desuso.

A imobilizag¢do durante 15 dias em posicdo neutra,
conseguiu promover, no musculo séleo, redugao significativa

Tabela 1. Média+dpm da concentragéo de glicogénio (mg/100mg) do muisculo séleo (S), gastrocnémio branco (GB), gastrocnémio vermelho (GV),
extensor longo dos dedos (ELD) e tibial anterior (TA) dos grupos controle (C), imobilizado por 15 dias (I) e imobilizado associado a estimulacao
elétrica neuromuscular por 15 dias (IEE), n=5. *comparado ao C, #comparado ao grupo I, p<0,05.

S GB

GV ELD TA

Cc 0,38+0,09 0,46+0,06 0,41+0,04 0,36+0,08 0,31+0,09

| 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#




300 Durigan JLQ, Cancelliero KM, Dias CKN, Silva CA, Guirro RRJ e Polacow MLO

Tabela 2. Mediana da area das fibras (um?) do musculo s6leo nos grupos
controle (C), imobilizado por 15 dias (I) e imobilizado associado a
estimulagdo elétrica neuromuscular por 15 dias (IEE), n=5. *comparado
ao C, # comparado ao grupo I, p<0,05.

Grupos 1° Quartil Mediana 3° Quartil
C 2180,23 2496,13 2878,66
| 1335,483 1624,03 *  1876,434

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

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

Grupos 1° Quartil Mediana 3° Quartil
Cc 7,14 8,93 10,71
| 16,07 23,21 * 28,57
IEE 14,29 19,64*# 25,00

de 7,2% do peso, 35% da area das fibras, aumento de 160%
do tecido conjuntivo, além de redugdo das reservas de
glicogénio de todos os musculos analisados, mostrando a
inter-relacdo da atividade contratil com a homeostasia
energética e a morfologia da fibra muscular, apontando para
o quadro de hipotrofia muscular.

Segundo Qin et al.!' a imobiliza¢do por diferentes
periodos resulta em atrofia variando de 15% a 70%,
dependendo dos animais utilizados e das fibras avaliadas.
Gomes et al.?, observaram reducio de 43% da area da fibra
do musculo so6leo imobilizado durante 3 semanas. Kannus
et al.?relataram redugdo de 69% da area das fibras desse
musculo imobilizado por meio de aparelho gessado durante
3 semanas.

Bodine et al.! compararam o peso do musculo gastroc-
némio de ratos em 3 modelos de desuso, a imobilizagao,
suspensao e desnervagdo. Os autores observaram que apos
14 dias de desuso, ocorreu redug@o de aproximadamente 50%
do peso muscular nos animais submetidos a desnervacao,
45% nos imobilizados e 30% nos ratos submetidos a sus-
pensao.

Com relagdo a densidade do tecido conjuntivo, a imo-
bilizagdo promoveu aumento significativo de 279%. Esses
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Figura 1. A - Fibras do musculo sé6leo do grupo C. B - Musculo séleo
imobilizado, observar a redugdo da area das fibras (asterisco) e o aumento
do tecido conjuntivo (seta) em relagdo ao grupo C. C - Musculo séleo
imobilizado e tratado com EE 15 dias, observar o aumento da area das
fibras (asterisco) e reducdo do tecido conjuntivo (seta) em relagdo ao
grupo [.
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resultados estdo de acordo com a literatura, ja que para Jozsa
et al.”, independente do modelo de desuso muscular estudado
(imobilizacdo, tenotomia ou desnervagio), a quantidade de
tecido conjuntivo intramuscular aumenta significativamente,
variando de 50% a 700%.

Williams e Goldspink observaram que, em apenas 2 dias
de imobilizacdo na posi¢do encurtada, o musculo séleo
apresentou aumento do tecido conjuntivo no perimisio, sendo
que foi mais pronunciado no 14° dia’. Okita et al.® observaram
que em 2 semanas de desuso ocorreu proliferacao do tecido
conjuntivo, desarranjo das fibras de colageno no endomisio,
reducdo do comprimento dos sarcomeros, bem como da
amplitude articular no musculo séleo de ratos imobilizado em
posicdo encurtada de tornozelo.

Amiel et al.* observaram altera¢des no metabolismo de
coldgeno nos tecidos conjuntivos densos imobilizados
decorrentes da falta de forgas fisioldgicas atuando sobre ele,
o que impede a formacao de ligagdes cruzadas, dando origem
a fibras imaturas, as quais sdo responsaveis pela fibrose.
Também foi relatado aumento do “turnover” do coladgeno no
tecido conjuntivo nesta situa¢do>.

O desuso muscular provocado por condi¢des de periodos
longos no leito, colocacdo de orteses ou fixagdes em membros
e microgravidades induzem resisténcia a insulina e a um estado
catabolico nos musculoesqueléticos afetados de humanos’.
Esse quadro de resisténcia a insulina pode explicar a redugdo
das reservas de glicogénio inerente a imobilizacdo em todos
os musculos analisados nesse estudo.

Nesse contexto, Hirose et al.” observaram em ratos que
tiveram a pata esquerda imobilizada em posigdo neutra durante
7 dias, redu¢do na transdugédo do sinal intracelular estimulado
pela insulina, sugerindo déficit na ativacdo do IR (receptor
de insulina) e nas moléculas ativadas a partir deste, incluindo
a fosforilacdo do IRS-1(substrato 1 do receptor de insulina)
e a ativagdo da PI3-K (fosfatidilinositol 3-quinase), indicando
que o quadro de resisténcia a insulina também pode ser
desencadeado na imobilizacao.

Com relacdo a utilizacdo da EE nesse trabalho, o recurso
mostrou ser eficaz em minimizar o aumento da densidade
de area do tecido conjuntivo, bem como a reducdo da area
das fibras musculares do s6leo submetido a imobilizagdo
durante 15 dias. Esses resultados corroboram a afirmagao
de Avramidis et al.>® que descreveram a importancia da EE
com objetivos de recuperar a for¢a muscular, reduzir a
proliferacdo do tecido conjuntivo intramuscular, reduzir o
tempo de reabilitagdo e prevenir a atrofiamuscular decorrente
da imobilizagao.

Qin et al." utilizaram EE com freqiiéncia de 50Hz aplicada
diariamente por 30 minutos, 5 vezes na semana durante 3
semanas no musculo tibial anterior de coelhos e observaram
que o recurso foi efetivo na prevencao da atrofia muscular
minimizando a reducdo da area de seccdo transversal, fibrose
intersticial e deficiéncia de suprimento sanguineo. Além disso,
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Polacow et al.’ também demonstraram que a EE (f: 10Hz,
T: 3ms, pulsos quadraticos bifasicos, On/Off de 2:2 segundos,
20 minutos) promoveu reducdo da densidade de area do tecido
conjuntivo nos musculos séleo desnervados por 15 dias,
apontando para possivel redugdo da fibrose, e aumento na
quantidade de granulos de glicogénio.

Cabe ressaltar, conforme tabela 1, que a EE também
promoveu elevagdo nas reservas de glicogénio tanto nos
musculos normais quanto nos imobilizados. Resultados
semelhantes foram descritos por Guirro et al.'®, que a EE
promoveu aumento das reservas de glicogénio nos musculos
da pata posterior de ratos submetidos a desnervagdo por um
periodo de 30 dias.

O aumento no conteudo de glicogénio observado nesse
trabalho em todos os muisculos imobilizados se deve a maior
captacdo de glicose pela populacdo de GLUT4, insensivel a
insulina, que sdo externalizados, e decorre, ainda, da ativagéo
dos sistemas enzimaticos citosolicos na glicogénese?.
Certamente, a EE promove elevagdo na atividade contratil das
fibras musculares, desse modo a dindmica de captagdo e
metabolismo da glicose e a atividade das vias metabdlicas
celulares s3o aumentadas'*'.

Neste sentido, Etgen et al.?” avaliaram o contetido de
GLUT 4 no musculo plantar de ratos apds EE cronica, e
verificaram aumento de 82% em seu conteudo. Periodos
maiores de EE, 30 a 40 e 60 a 90 dias, mostraram somente
tendéncia ao aumento no contetido do GLUT 4, atingindo um
platd em torno de 30 a 40 dias. Um resultado importante do
estudo de Hamada et al.?® foi que a captagdo de glicose
corporal em ratos ¢ agudamente aumentada em resposta a
20 minutos de EE e este aumento perdura por pelo menos
90 minutos apo6s a finalizacdo da utilizagdo do recurso.

CONCLUSAO

A estimulac@o elétrica neuromuscular minimizou a redugao
das reservas de glicogénio nos musculos da pata posterior
submetidos a imobilizagdo durante 15 dias. Também foi
observado que o recurso preveniu a reducdo da area das
fibras, bem como da proliferagdo do tecido conjuntivo no
musculo soleo. Vale ressaltar a importancia da intervengao
fisioterapéutica durante esse periodo, com objetivo de mi-
nimizar as alteragdes musculoesqueléticas inerentes ao desuso.
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