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O efeito do intervalo da estimulacao
elétrica no musculo desnervado de rato

The effect of time interval between electrical stimulation
on the denervated rat muscle

Caierao QM', Betini ]!, Teodori RM'2, Minamoto VB'*

Resumo

Objetivo: Comparar o efeito da estimulagéo elétrica (EE) aplicada diariamente e em dias alternados na densidade de &rea do tecido
conjuntivo (TC) e na drea de secgéo transversa (AST) das fibras do musculo desnervado. Materiais e métodos: Trinta e cinco ratos foram
divididos em grupos controle (C), desnervado (D), desnervado + eletroestimulado diariamente (EED) e desnervado + eletroestimulado
em dias alternados (EEA). A aplicagdo da EE no musculo gastrocnémio teve inicio 24 horas apds lesdo nervosa do tipo axoniotmese,
sendo a mesma aplicada durante 20 e 30 dias. Cortes transversais foram corados com HE para mensura¢des da AST e densidade
de area de TC. Andlise estatistica: teste Shapiro Wilk, seguido pela anélise de variancia (ANOVA) F (one-way) e teste de Tukey (5%).
Resultados: Na andlise da densidade de érea do TC, observou-se que somente o Grupo EED apresentou valores similares ao Grupo C
nos dois periodos analisados. No Grupo 20 dias, ndo houve diferenga na AST quando comparados 0s grupos submetidos a EE com o
Grupo D (p> 0,05), e ap6s 30 dias todos os grupos experimentais alcangaram valores similares ao Grupo C. Conclusdes: A EE n&o foi
eficiente para minimizar a atrofia das fibras musculares. Entretanto, o TC foi responsivo a EE, sendo a aplicagao diéria mais benéfica
ao musculo do que a aplicagdo em dias alternados, sugerindo que o intervalo de aplicagdo da EE em musculo desnervado é variavel
importante para as adaptagoes do TC.
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Abstract

Objective: To compare the effect of electrical stimulation (ES) applied daily and on alternate days, on the area density of the connective
tissue (CT) and on the cross-sectional area (CSA) of the denervated muscle fibers. Methods: Thirty-five rats were divided into the
following groups: control (C), denervated (D), denervated + daily electrical stimulation (D+DES) and denervated + alternate-day
electrical stimulation (D+ES). The application of ES on the gastrocnemius was started 24 hours after nerve damage of axonotmesis
type and was applied for 20 and 30 days. Cross-sections were stained with hematoxylin-eosin to measure the CSA and area density
of CT. The statistical analysis consisted of the Shapiro Wilk test followed by analysis of variance (ANOVA) F (one-way) and the Tukey
test (p< 0.05). Results: Analysis of the area density of CT showed that only the D+DES Group presented values similar to those of the
C Group, for the two analysis periods. There was no difference in CSA in the 20-day Group between the ES Groups and the D Group
(p>0.05). After 30 days, all the experimental groups reached CSA values similar to the C Group. Conclusions: The ES was inefficient for
minimizing the muscle fiber atrophy. However, the CT was responsive to ES, and daily applications were more beneficial for the muscle
than were alternate-day applications, thus suggesting that the interval for applying ES to denervated muscle is an important variable
for CT adaptation.
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Introducao

As fibras musculares apresentam intima relacdo com o
tecido conjuntivo (TC) que as envolve, sendo este importante
para a manutencéo da integridade e das propriedades do mus-
culo esquelético, dentre as quais estd a produgédo de movimento
e forga'®. Ambas as estruturas, fibra muscular e matriz extrace-
lular (MEC), respondem, de forma direta, ao estimulo elétrico,
por meio da contragédo dos filamentos de actina e miosina e
regulacdo da sintese protéica na MEC, respectivamente’.

Desta forma, o comprometimento da inervagdo muscular
afeta tanto a fibra muscular, evidenciado pela diminuicdo da
drea de secgdo transversa da fibra (AST)>¢, como a MEC, ob-
servado pelo aumento do TC intramuscular®’. Como resultado,
o musculo desnervado apresenta deficiéncia na sua fungéo,
observada pela diminui¢éo da produgéo de for¢a e aumento da
resisténcia muscular passiva®*.

Essas modificagdes ocorrem imediatamente apés a des-
nervagéo e persistem enquanto o musculo estd desprovido de
suprimento nervoso. Caso a desnervagéo permanega por longo
periodo, o TC fibroso substituird os elementos contrateis do
musculo, inibindo completamente a regeneracdo muscular'’.

A estimulagéo elétrica (EE) é um recurso utilizado ap6s le-
sdo nervosa periférica, com o objetivo de minimizar a degene-
racéo e a fraqueza muscular durante o perfodo em que o nervo
estd se regenerando’>"®.

Estudos referentes ao uso da EE como forma de tratamento
terapéutico sdo controversos entre si, devido aos diferentes
pardmetros e protocolos utilizados na aplicagdo da EE. No en-
tanto, eles sdo importantes para a compreenséo dos efeitos desse
recurso no musculo desnervado. Sabe-se que algumas varidveis,
como diferentes intervalos de aplicacdo da EE ao longo de 24 ho-
ras" e quantidade de estimulo por dia®, sdo determinantes nos
resultados obtidos com este tipo de intervengao. Esses estudos
mostraram que, enquanto cem contragdes aplicadas diariamente,
em intervalos constantes, foram eficientes para manter a massa
e a forga muscular, 0 mesmo niimero de contragdes, durante
quatro horas de sessdo de EE, seguida por 20 horas de repouso,
ndo foram suficientes para manutengdo dessas variaveis''. Além
disso, foi também observado que um ntimero de 200 contracdes
foi o ideal para se obter efeitos significativos na massa e forca
muscular'®. Os resultados deste tltimo estudo também permitem
concluir que, apesar de ser necessario um niimero minimo de
contracdes, contragoes em excesso podem aumentar o dano ao
tecido, devido a grande quantidade de energia aplicada ao mus-
culo. Estudo recente'® mostrou que 20 contragdes didrias, eletrica-
mente induzidas, ndo foram suficientes para prevenir a atrofia das
fibras musculares. Importante enfatizar que Dow et al.'® e Russo
et al.® utilizaram diferentes pardmetros fisicos da corrente, o que
influencia os resultados encontrados.

Os efeitos da EE no musculo desnervado também podem
ser dependentes da fase de regeneracéo na qual o nervo se en-
contra. Esta hipdtese é fundamentada por estudos prévios, que
mostram que o musculo inervado néo responde a EE'"*%, sendo,
portanto, esperado resposta diferenciada do musculo quando
a EFE é aplicada em diferentes fases da regeneragio nervosa.

Destemodo, o objetivo deste estudo foi comparar as adapta-
¢bes morfoldgicas do musculo gastrocnémio desnervado apds
utilizacdo de dois protocolos de aplicacdo de EE. Foi testada
a hipétese de que tais adaptagdes seriam influenciadas pelo
intervalo de aplicagdo de EE (aplicagdo em dias alternados ou
diariamente). Além disso, foi estudado o efeito deste recurso
durante diferentes perfodos da lesdo nervosa (20 e 30 dias apds
amesma). Acredita-se que os resultados advindos deste estudo
possam auxiliar na escolha de tratamento fisioterapéutico
mais adequado para o musculo desnervado.

Materiais e métodos

Trinta e cinco ratos Wistar (200 + 50g) foram divididos
aleatoriamente em sete grupos experimentais (n= 5/grupo):
controle (C); desnervados e analisados ap6s 20 e 30 dias (D-20,
D-30); desnervados + eletroestimulados diariamente durante
20 e 30 dias (EED-20, EED-30) e desnervados + eletroestimu-
lados em dias alternados (EEA-20, EEA-30). Os animais foram
mantidos em gaiolas pldsticas, a temperatura de 23 +2 °C, com
livre acesso aragéo e dgua, e submetidos a ciclo claro/escuro de
12 horas. O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Sdo Carlos
(UFSCar), protocolo 008-06. Para os procedimentos de lesdo
nervosa, aplicacéo da EE e coleta do musculo, os animais foram
anestesiados com inje¢éo intramuscular de Ketalar®(cloridrato
de ketamina; 50mg/mL) e Rompun®(cloridrato de tiazina;
2g/100mL), aplicada no musculo gliteo direito, na propor-
¢éo de 1:1, em dose de 0,3mL/100g de peso corporal. Apds a
coleta do musculo, os animais foram sacrificados por deslo-
camento cervical.

Protocolo para lesdo nervosa e estimulacdo elétrica

O procedimento de lesdo nervosa foi realizado segundo
protocolo modificado previamente descrito'. Para isso, os
animais foram submetidos a incisdo de aproximadamente
15mm na regido glitea esquerda, para exposicéo e lesdo do
nervo isquidtico. O nervo foi submetido a esmagamento por
meio de pinga hemostatica, aplicando-se quatro pingamen-
tos com duracéo de 20 segundos e intervalo de um segundo
entre eles. A pressdo de pingamento foi padronizada para
todos os animais, utilizando-se como referéncia o segundo
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dente da cremalheira’, sendo todos os pingamentos realiza-
dos por um mesmo individuo.

A EE iniciou-se 24 horas ap6s a lesdo nervosa, e os animais
foram eletroestimulados diariamente (segunda a sexta-feira)
ou trés vezes/semana, durante 20 ou 30 dias, conforme o grupo
experimental. A corrente elétrica foi gerada pelo equipamento
Dualpex 961 (Quark, Brasil), utilizando-se dois eletrodos per-
cutneos auto-adesivos, com lem? de érea, posicionados na
regido inguinal e sobre o musculo gastrocnémio esquerdo. As
varidveis da estimulagéo foram: forma de pulso quadratica bi-
fasica simétrica, 3ms de largura de pulso, freqiiéncia de 10Hz
e intensidade de 5mA, padronizada a partir da visualizagéo
da contracgdo vigorosa do miusculo. Para evitar acomodagio
do misculo ao estimulo, foi acrescido ImA a cada cinco mi-
nutos de aplicagdo da corrente, totalizando 10mA ao final dos
30 minutos de eletroestimulagido’. Em todas as sessdes de EE,
foi aplicado gel na superficie do eletrodo, com o objetivo de
favorecer melhor acoplamento entre eletrodo e pele.

Coleta do material

Apbs a retirada do gastrocnémio esquerdo, o ventre da
porcéo medial do musculo foi congelado em isopentano, pre-
viamente resfriado em nitrogénio liquido, sendo as amostras
armazenadas em nitrogénio liquido para subseqiiente andlise.
Para obtencdo dos cortes histolégicos, os mtisculos foram cola-
dos com tragacanth gum sobre uma placa de madeira. De todos
os musculos foram obtidos cortes de 12pm de espessura, por
meio de micrétomo criostato (Mod. 300, Ancap, Brasil), que fo-
ram corados com hematoxilina-eosina (H&E). O melhor corte
histoldgico, livre de artefatos e vasos sangiiineos, foi escolhido
e fotografado com objetiva de 20x em toda a sua extenséo.
As imagens foram obtidas por um microscépio 6ptico BX-41
(Olympus, Japao) acoplado a camera digital C5050 (Olympus,
Japdo), sendo a densidade de drea de TC mensurada por plani-
metria por contagem de pontos® utilizando o software Image Pro
Plus 40 (Media Cybernetics, EUA). A AST de aproximadamente
200 fibras/musculo foi mensurada utilizando-se o software Motic
Image Advanced 3.2 (Motic Instruments, Canadé).

Andlise dos dados

Inicialmente, foi aplicado o teste Shapiro-Wilk para testar
a normalidade entre os grupos. Em seguida aplicou-se o teste
de Levene para verificar a homocedasticidade entre os grupos.
Como todas varidveis apresentaram distribui¢do normal e ho-
mocedasticidade, foi aplicado a andlise de varidncia (ANOVA) F
(one-way), seguido pelo teste de Tukey HSD. Em todos os célculos
foi estabelecido um nivel de significancia de 5%. O sofiware uti-
lizado para os testes estatisticos foi Statistical Package for Social

Sciences for Personal Computer Windows (SPSS/PC, verséo 11.0).
Os valores estdo expressos em média e desvio-padréio.

Resultados
Densidade de area do tecido conjuntivo

A distribuicdo da densidade de TC pode ser observada na
Figura 1, na qual nota-se que sua proliferagdo foi mais evidente
no perimisio. Quanto ao padrdo morfolégico do musculo,
observa-se que o grupo submetido & EE didria por 30 dias
(Figura 1D) é o que apresenta morfologia mais similar ao mus-
culo controle (Figura 1A).

Os Grupos D e EEA analisados apds 20 dias apresentaram
maior densidade de drea de TC quando comparado ao Grupo C
(p=0,005), sendo que o Grupo EED apresentou valor similar ao
Grupo C (Tabela 1).

Nos animais analisados apds 30 dias, foi observado que o
Grupo D apresentou maior densidade de drea de TC, quando

Figura 1. Corte transversal do misculo gastrocnémio dos grupos
C (A), D20 (B), D30 (C), EED30 (D). Observar densidade de tecido
conjuntivo (asterisco), principalmente no perimisio. Coloragdo H&E;
Bar=50pum, 20x.

Tabela 1. Porcentagem de densidade de érea de tecido conjuntivo de
todos 0s grupos experimentais.

Grupos
Controle 12 +1,37

20 dias 30 dias
D 18 + 3,50 15+2,83*
EEA 17 + 2,70 13+2,46
EED 15+247 11+159

*quando comparado ao C e ao EED; p< 0,0008; fquando comparado ao C; p< 0,005;
Desnervado (D), eletroestimulado em dias alternados (EEA) e eletroestimulado diaria-
mente (EED).
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comparado aos Grupos C e EED (p< 0,0008, Tabela 1). Além
disso, ndo houve diferenga dos grupos submetidos a EE quando
comparado ao C.

Area de seccdo transversa das fibras musculares

Os animais dos Grupos D, EED e EEA analisados apds
20 dias apresentaram diminui¢do da AST das fibras, quando
comparados ao Grupo C (p< 0,0000, Tabela 2). Tanto a EED
quanto a EEA néo foram eficazes para evitar a atrofia muscu-
lar, uma vez que néo houve diferenca entre os grupos eletroes-
timulados e o D (p> 0,05, Tabela 2). Com relagéo ao periodo de

Tabela 2. Area de secgdo transversa das fibras musculares de todos
0S Qrupos experimentais.

Grupos
Controle 2337 + 323 (um?)

20 dias (um?) 30 dias (um?)
D 1246 + 368* 2052 + 430
EEA 1394 +179* 1999 + 347
EED 1579 + 207* 2078 + 203

*quando comparado ao C; p< 0,0000; Desnervado (D), eletroestimulado em dias alterna-
dos (EEA) e eletroestimulado diariamente (EED).
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Figura 2. Freqiiéncia da distribuigdo do nimero de fibras musculares
por drea de seccdo transversa (AST) dos grupos controle (C),
eletroestimulado diariamente (EED), eletroestimulado em dias alternados
(EEA) e desnervado (D), nos periodos de 20 (A) e 30 (B) dias. Observar
a concentragdo de fibras musculares com AST na razdo de 1-1999um?
nos grupos desnervados.

30 dias, todos os grupos apresentaram valor de AST similares
entre si (p> 0,09, Tabela 2).

A maior concentragdo do niimero de fibras do Grupo C
encontrou-se entre fibras de AST na razédo de 1000-2999pm?*
(86%). Por outro lado, os Grupos D, EEA e EED analisados apds
20 dias apresentaram maior concentragdo de fibras com AST
na razdo de 1-1999pum? (84 a 93%), mostrando atrofia nos mus-
culos desnervados, independente do uso da EE (Figura 2A). J&
os Grupos D, EEA e EED analisados apés 30 dias apresentaram
distribuicdo do nimero de fibras por AST similar a observada
no Grupo C, com a maior concentragdo entre 1000-2999um?
(87 a 92%) mostrando o restabelecimento da AST das fibras
neste periodo (Figura 2B).

Discussao ;::.

Varios séo os fatores que determinam a eficicia da uti-
lizacdo da EE no tratamento de musculos desnervados e,
apesar do grande niimero de estudos realizados com o ob-
jetivo de determinar o melhor protocolo de tratamento'?®,
néo foi encontrada, na literatura, a influéncia da aplicacéo
didria e alternada nas adaptacdes musculares. A compara-
¢do entre esses dois tipos de aplicagdo da EE é importante,
uma vez que néo é conhecido se o intervalo de aplicacdo da
EE é varidvel importante no tratamento de musculos des-
nervados. Outro interesse do presente estudo foi analisar os
efeitos da EE em diferentes fases da regeneracdo nervosa.
Assim, baseado em estudos prévios®'*, a andlise muscular
ocorreu apdés 20 e 30 dias, quando o musculo encontra-se
em uma fase de poliinervacdo, isto é, em uma fase de remo-
delamento neuromuscular e em um periodo de recuperagéo
muscular quase completa, respectivamente.

Embora o TC e a fibra muscular sejam responsivos a ati-
vidade elétrica, os resultados apresentados sugerem que a
resposta desses tecidos a EE seja dependente de quantidade
de estfmulo de contragéo diferenciado, uma vez que somente o
TC foi responsivo ao tratamento aplicado. Uma hipétese pode
ser que a simples contracdo muscular regule a expressdo da
MEC, enquanto que o estimulo hipertréfico seja dependente
de uma sobrecarga muscular néo atingida pela EE aplicada.
Uma outra hipdtese é de que exista uma resposta temporal
diferenciada desses tecidos & EE, sendo a resposta hipertréfica
da fibra muscular observada somente em longo prazo, apds
30 dias de tratamento.

No perfodo de 20 dias, observou-se que o intervalo de
aplicagdo da EE é determinante para a adaptagéo do TC, pois
somente o tratamento didrio foi eficiente para manutenc¢éo da
densidade de area do tecido dentro dos valores normais. J4 nos
grupos tratados por 30 dias, quando a maturagéo nervosa esta
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em processo mais avancado, o intervalo entre as sessoes de tra-
tamento parece néo influenciar nesta manutengéo, uma vez
que tanto a EE didria quanto alternada manteve a densidade
de drea de TC similar ao valor controle. No entanto, somente o
grupo submetido a estimulagéo diariamente apresentou resul-
tado diferente do grupo desnervado.

A importéncia da atividade contratil em evitar a prolife-
racdo do TC intramuscular, como observada neste estudo,
também foi encontrada em estudo anterior®, sendo que este
mecanismo estd, provavelmente, relacionado ao fato de que
a expressdo de genes da MEC seja regulada por estimulos
fisicos®. A manutenc¢édo da densidade de 4rea de TC é impor-
tante, uma vez que o aumento deste tecido funciona como
barreira mecénica que dificulta o suprimento sanguineo para
as fibras musculares, o que pode contribuir para a instalacéo
da atrofia muscular®*e também prejudicar o possivel processo
de reinervagdo muscular®. Além disso, a densidade de 4rea
aumentada de TC faz com que as fibras coldgenas tenham
contato mais intimo umas com as outras, podendo estimu-
lar a formacéo de ligacdo cruzada anormal, o que resulta em
perda da extensibilidade e aumento na rigidez tecidual®.

Além de sua influéncia na determinagdo da densidade
da MEC, o estimulo fisico é responsével pela organizacdo da
MEC*¥. Esta organizacéo é importante, pois as fibras muscu-
lares nem sempre se estendem de uma extremidade & outra
do miusculo, sendo a disposigédo do tecido indispensével para a
transmissdo adequada de for¢a muscular®.

A rapida perda das proteinas musculares apds desnerva-
¢lo ocorre principalmente nos componentes miofibrilares,
que representam 60% das proteinas do musculo®, sendo a
atividade contratil importante para manutengdo da AST das
fibras musculares™. No entanto, no presente estudo, os grupos
eletroestimulados diariamente ou em dias alternados ndo mos-
traram, nos dois periodos analisados, resultados diferentes dos
musculos apenas desnervados. Alguns fatores podem estar re-
lacionados com esses resultados, como insuficiente quantidade
de atividade elétrica ou estimulo inadequado de EE capazes de
provocar hipertrofia muscular e curto periodo de andlise para se
observar alteragdo na AST das fibras. Estudo prévio' mostrou
que a EE foi capaz de manter a AST em mtusculo desnervado,
porém, o protocolo de EE utilizado, distinto do utilizado no
presente estudo, néo é vidvel para o tratamento fisioterapéutico,
uma vez que os autores utilizaram eletrodos implantados.

Apesar da atrofia observada apds 20 dias da lesdo nervosa,
pode-se observar um aumento progressivo da AST ao longo do

tempo, sendo que a mesma restabeleceu-se espontaneamente
em todos os grupos analisados apds 30 dias da lesdo nervosa.
Este dado sugere que, apds lesdo nervosa do tipo axoniotmese,
na qual o periodo de desnervagéo é curto (reinervagéo inicia-se
no 14°apds a lesdo)?, o restabelecimento do estimulo elétrico
voluntario é suficiente para reverter a atrofia do musculo de
rato decorrente da desnervagdo transitéria.

Importante ressaltar que, embora a EE néo tenha sido
eficiente para minimizar a diminui¢do da AST das fibras mus-
culares, outras adaptacdes das fibras musculares, néo analisa-
das neste estudo, podem ter ocorrido com a aplicagdo da EE.
Estudos prévios mostraram que o estimulo elétrico melhora o
metabolismo das fibras musculares®”, o que contribui para a
manutencdo do padrdo energético das mesmas, favorecendo
a contragdo muscular. Além disso, foi também observado que
quando um musculo é submetido a contracéo, por pelo menos
30 minutos didrios, ocorre aumento no volume de mitocén-
drias e da capacidade enzimatica, com conseqiiente melhora
da fadiga muscular®.

Conclusodes :::.

A lesdo de nervo periférico provocou alteragdes significati-
vas nas fibras musculares e no TC intramuscular do musculo
gastrocnémio de rato, sendo que a aplicacéo da EE teve efeito
somente nas adaptacgdes do TC. A aplicacdo didria da EE foi
determinante para a resposta adequada do TC, mostrando que
o intervalo de aplicagéo do estimulo elétrico durante o periodo
de tratamento é varidvel importante para as adaptagdes deste
tecido. Essa informacdo é importante, pois fornece subsidios
para a escolha de protocolo de EE mais adequado para o mus-
culo desnervado. Apesar da importancia do estimulo elétrico
para a manutengdo da massa muscular, os protocolos de EE
utilizados néo foram eficientes para minimizar a atrofia mus-
cular, sendo que o restabelecimento da AST das fibras ocorreu
espontaneamente no perfodo de 30 dias apés a axoniotmese.
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