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ARTIGO ORIGINAL

EFEITOS DA ESTIMULACAO ELETRICA NEUROMUSC
NO MUSCULO SOLEO DE RATOS:
ANALISE MORFOMETRICA E METABOLICA

EFFECTS OF NEUROMUSCULAR ELECTRIC STIMULATION ON RATS’ SOLEUS MUSCLE:
A MORPHOMETRIC AND METABOLIC ANALYSIS

JoAo Luiz QuaacLiotti DUriGANT, KARINA MaRiA CANCELLIERO?, RINALDO ROBERTO DE JESUS GUIRRCS,
CARLOs ALBERTO DA SiLvA®, MariA Luiza Ozores PoLAcow?

RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da estimulagao elétrica
neuromuscular (EE) fasica sobre os parametros morfométrico e
metabdlico do musculo séleo de ratos, nos periodos de 3, 7 e 15
dias. Ratos Wistar foram divididos em 4 grupos (n=5): controle
(C), EE por 3 dias (EE-3), 7 dias (EE-7) e 15 dias (EE-15). Foram
analisado o conteudo de glicogénio, massa muscular, area das
fibras e densidade de area do tecido conjuntivo intramuscular.
A anélise estatistica foi realizada pela ANOVA e Tukey (p<0,05).
Com relagdo a massa muscular, ocorreu aumento significativo
no EE-15 de 11,55% comparado ao C. O contetido de glicogénio
muscular ndao apresentou alteracoes significativas no EE-3 quando
comparado ao C. Ja o EE-7 e EE-15 demonstraram aumento signi-
ficativo de 74,19% e 80,64%, respectivamente, comparados ao C.
Na analise morfométrica, ocorreu aumento significativo no EE-15
de 16,23% em relacéo ao C. A densidade do tecido conjuntivo
intramuscular nao apresentou alteracoes significativas em todos
0s grupos submetidos a EE quando comparados com o C. A EE
promoveu aumento das reservas de glicogénio nos periodos de 7
e 15 dias, bem como aumento na massa muscular, area das fibras
e nas reservas de glicogénio no periodo de 15 dias.

Descritores: Terapia por estimulagéo elétrica; Ratos Wistar,
Morfologia ; Metabolismo; Fisioterapia.

Citacao: Durigan JLQ, Cancelliero KM, Guirro RRJ, Silva CA, Polacow MLO.
Efeitos da estimulagéo elétrica neuromuscular no musculo séleo de ratos: andlise
morfométrica e metabdlica. Acta Ortop Bras. [periddico na Internet]. 2008; 16(4):
238-241. Disponivel em URL: http://www.scielo.br/aob.

INTRODUCAO

Os programas de fortalecimento muscular sdo procedimentos
importantes e muito utilizados na clinica fisioterapéutica. Além
da reabilitagcdo, ha outros objetivos para se produzir hipertrofia
muscular, como o fator estético, bem como para se ter um melhor
rendimento esportivo.

Aestimulagao elétrica neuromuscular (EE) tornou-se um importante
recurso para a producao de hipertrofia muscular, especialmente
apos os relatos do médico russo Yakov Kots em 1977 apud Kramer
etal.") que a EE podia produzir ganhos de forga em atletas de elite
em valores de 30 a 40% maiores do que aqueles produzidos pela
contragédo voluntéria maxima do musculo

Embora os seus protocolos experimentais nao fossem bem do-
cumentados e seus resultados nunca puderam ser reproduzidos
no ocidente, seus relatos contribuiram para ampliar os estudos da
relacao entre a EE e o fortalecimento muscular. Desde entao, os

Trabalho realizado na Uni

idade Metodista de Piracicaba, SP - Brasil.

SUMMARY

The aim of this work was to evaluate the effect of
muscular electric stimulation (ES) on morphometric
parameters of rats’ soleus muscles for 3, 7and 1
rats were divided into four groups (n=>5): control (C)
(ES-3), ES for 7 days (ES-7) and ES for 15 days (ES
content, muscle mass, fibers area and area fraction
cular connective tissue were assessed. The statistic
performed by ANOVA and Tukey (p<0.05).
Regarding muscle mass, there was a significant i
15 (11.55%) compared to C. The glycogen conte
significant changes in ES-3 when compared to C. E
showed the significant increase of 74.19% and 8(
tively, compared to C. In the morphometric analysi
increase in ES-15 (16.23%) compared to C was fc
fraction of the intramuscular connective tissue didr
nificant changes in all groups submitted to ES whe
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content in 15 days.
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estudos desenvolvidos parecem dar suporte a afirm
recurso pode fortalecer musculos tanto de indivic
quanto aos submetidos a condigdo de desuso mus
No ambito da experimentagao com animais, a maior
envolvendo a EE utilizou protocolos crénicos, ou st
periodos, além de eletrodos implantados. Esses est
traram que o recurso predispde mudanga das fibre
para lenta (IlA e 1), aumento da resisténcia a fadige
da sua tenséo tetanica, aumento da densidade d
perfuséo, além do aumento do contelido de miog
ceélulas satélites®9.

Além disso, o aumento da atividade contratil g
atividade fisica constante ou pela EE, promove ¢
de uma populagao de transportadores (GLUT4)
insulina até a membrana melhorando a captac:
pelos musculos®.



Apesar dos diversos trabalhos que abordaram a EE aplicada de
forma cronica, a literatura é escassa com relagéo a sua aplicagao
em curtos periodos (fésica). Nesse contexto, Noronha et al.® nado
observaram transformagoes no tipo de fibra, bem como hipertrofia
no musculo tibial anterior de ratos estimulados em dias alternados
com eletrodos de superficie (6 minutos, 3x/semana, 8 semana).
Por outro lado, foi demonstrado aumento significativo na sintese de
proteinas miofibrilares e sarcoplasmaticas avaliadas apés 3 horas
de estimulag&o (100 Hz, T 3s, T+ 10s, eletrodos implantados,
durante 20 minutos) no musculo séleo e extensor longo dos dedos
de ratos®.

Embora existam alguns estudos em animais indicando que a EE
pode produzir fortalecimento, hipertrofia muscular e alteragoes
metabdlicas, a forma de estimulagdo empregada pode ser um
problema clinico, inviabilizando sua aplicagdo em humanos, uma
vez que estes trabalhos utilizaram protocolos de EE cronicos (se-
manas e até meses) e/ou eletrodos implantados.

Pautado na observagao que sao escassos os trabalhos com animas
que indiguem transformagao estrutural e metabdlica por meio da
EE, mimetizando os parametros que séo utilizados em humanos,
0 objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da EE fasica sobre os
parametros morfométrico e metabdlico no musculo séleo de ratos,
nos periodos de 3, 7 e 15 dias.

MATERIAIS E METODOS

Ratos Wistar (3 a 4 meses, 250-300g) foram mantidos sob condi-
¢oes controladas de biotério, recebendo agua e ragéo ad libitum
e tratados segundo recomendagdes do Guide for Care Use of
Laboratory Animals‘®. O trabalho foi aprovado pelo comité de
ética em experimentagao animal da Universidade Federal de Sao
Carlos (protocolo 010/2006).

Os animais foram divididos em 4 grupos (n=5): controle (C),
estimulacéo elétrica durante 3 dias (EE-3), 7 dias (EE-7) e 15 dias
(EE-15).

Apds anestesia com pentobarbital sédico (50 mg/Kg peso), o
membro posterior esquerdo foi tricotomizado e a EE foi realizada
em sessao diaria de 20 minutos, por um periodo de 3, 7 e 15 dias.
Um eletrodo foi colocado na regido inguinal e o outro sobre o mus-
culo triceps sural. Os paréametros da estimulagéo elétrica foram:
frequéncia de 10 Hz, fase de 0,4 ms e pulso quadrético bifasico.
A intensidade da corrente foi padronizada em 5.0 mA, a partir da
visualizagao da contracao muscular, sendo acrescida de 1.0 mA
a cada 5 minutos, com objetivo de manter uma contracéo efetiva
durante todo o periodo da sessédo. Os eletrodos de silicone-carbono
apresentavam area de 1cm?cada.

Apds o periodo experimental, as analises realizadas foram: con-
telido de glicogénio do musculo séleo, além da massa, area das
fibras e densidade de area do tecido conjuntivo intramuscular.
Para a determinagao do glicogénio muscular seguiu-se a proposta
descrita por Lo et al.!"", que consta da digestao das amostras mus-
culares em KOH 30% a 100°C e o glicogénio precipitado a partir
da passagem por etanol. Entre uma fase e outra da precipitacao, a
amostra foi centrifugada a 3000 rpm (rotagao por minuto) durante 15
minutos e o glicogénio precipitado foi submetido a hidrélise acida
na presenga de fenol. Os valores foram expressos em mg/100mg
de peso Umido.

Para a analise morfométrica do musculo séleo, o seu segmento
ventral foi fixado em solucéo tamponada de formalina e o material
foi processado em parafina obtendo-se varios cortes transversais
nao seriados de 7um de espessura, que foram corados pela
Hematoxilina-Eosina (HE). Foi utilizado um sistema de anélise de
imagens constituido de um software Image Pro-plus 4.0 (Media

5 areas por corte, num total de 5 cortes por animal.
um reticulo quadriculado para a escolha de 15 fit
aleatoriamente, que coincidiam com as intersegoe:
Para a anélise da densidade do tecido conjuntivo in
utilizado o sistema de planimetria por contagem dé
quantificagéo foi realizada por meio de um reticulo ¢
de 2500um? contendo 56 intersecgoes de reta. Fc
0s pontos coincidentes no endomisio e perimisio, ¢
corte, sendo 5 cortes por animal, perfazendo um
pontos por animal. A érea relativa do tecido conjunt
de area) foi calculada dividindo-se a soma do ndnr
coincidentes nas intersecc¢oes de reta sobre o tec
(endomisio e perimisio) pelo nimero total de pontc
A andlise estatistica foi realizada inicialmente
normalidade Kolmogorov-Smirnov e pelo teste de
cidade (critério de Bartlett). Apds a observagao gt
contemplaram a metodologia paramétrica, foi utili:
e teste F sendo que, quando a diferenca apreser
ficante, aplicou-se o teste de Tukey HSD para as
multiplas. Para todos os calculos, foi estabelecid
significancia de 5%.

RESULTADOS

Com relacao a massa, nao foi observado alterag:
nos grupos EE-3 e EE-7 quando comparados ao C,
aumento (p<0,05) no EE-15 de 11,55% compara
disso, EE-15 apresentou aumento (p<0,05) em rel
bem como ao EE-7, de 9,53% e 8,93%, respective
que o EE-3 nao se diferiu significativamente do EE-
O contetdo de glicogénio muscular ndo apresen
significativas no EE-3 quando comparado ao C. Ja
demonstraram aumento (p<0,05) de 74,19% e 80,
vamente, comparados ao C, destacando que os
diferiram significativamente.

Na analise morfométrica, os grupos EE-3 e EE-7 néc
alteracdes significativas na area das fibras musci
comparados ao C, sendo que no EE-15 ocorreu aun
de 16,23% em relagdo ao C. Além disso, o EE-
aumento (p<0,05) de 20,78% quando comparadc
14,94% ao EE-7, destacando que o EE-3 nao demon
significativa ao EE-7.

A densidade do tecido conjuntivo intramuscular n
alteragbes significativas em todos os grupos suk
quando comparados com o C, bem como aos grup
aintervencao. Todos os valores podem ser observac
e Figura 1.

c EE-3 EE-7
Massa (mg) [124,6x5 |126,9+5,1 |127,6+3,9
Area (um2) |2574+560 |2478+351 |2603+350
gz;‘lun"vo 8,82+3,55 |7,78+3,47 |9,33+4,95
Glicogénio 14 31,603 [0,36£0,05 |0,54 + 0,04"#
(mg/100mg)

Tabela 1 MAdia+dnm da mas<a do miicctilo <Alen (ma)



Figura 1. Fibras do musculo séleo dos grupos controle (A), EE durante
3 dias (B), EE durante 7 dias (C) e EE durante 15 dias (D). Observar o
aumento da érea das fibras musculares (asterisco, em relagao ao grupo
controle).

DISCUSSAO

Varios trabalhos foram realizados demonstrando a eficacia da EE
em promover alteragdes no sistema musculo esquelético, tais como
transicao das fibras musculares, aumento da resisténcia a fadiga,
da densidade e perfuséo dos capilares, contetido de mioglobinas,
células satélites, da captagao da glicose, bem como redugédo da
sua tensdo tetanica®®. Entretanto, a forma de estimulagéo nesses
estudos nao mimetiza a pratica clinica, ja que foram utilizados pro-
tocolos com eletrodos implantados por um periodo de semanas e
até meses, inviabilizando sua aplicagdo em humanos.

No presente trabalho, o protocolo com curtos periodos de aplica-
cao e eletrodos de superficie contempla a prética clinica. Nessa
condicao experimental, foi observado que a EE promoveu aumento
do contetido de glicogénio no musculo séleo no sétimo dia, além
do aumento da sua massa, area das fibras e glicogénio no décimo
quinto dia. Tal fato demonstra a inter-relacao da atividade contratil
com a homeostasia energética e a morfologia da fibra muscular,
apontando para o quadro de hipertrofia muscular.

Alguns trabalhos demonstraram resultantes semelhantes, porém
com utilizacéo de estimulagao crénica e ou uso de eletrodos im-
plantados. Egginton e Hudlick(® utilizaram a EE (10 Hz, 8 horas/dia)
durante 3 dias emratos, aplicada com eletrodo implantado no nervo
fibular, observaram aumento de 12% na massa do musculo tibial
anterior, além de aumento do fluxo sanguineo.

Na mesma linha, Atherton et al.®» demonstraram que o recurso,
utilizado com frequiéncia de 100 Hz, T, 3s, T 10s, durante 20 mi-
nutos, com eletrodos implantados, promoveu aumento significativo
da sintese de proteinas miofibrilares e sarcoplasméticas avaliadas
apos 3 horas de estimulagao nos musculos séleo e extensor longo
dos dedos de ratos.

Apesar da escassez de trabalhos sobre a EE com curtos periodos,
bem como eletrodos de superficie, Noronha et al."® analisaram os
efeitos da EE no musculo tibial anterior de ratos (frequiéncia 52 Hz,
Ton 108, T 10s e subida de 2s), apds 8 semanas, 3 vezes por
semana, com 20 contragdes em cada sessao, em dias alternados,
respeitando os finais de semana. Os autores nao observaram
hipertrofia muscular ou transformacoes no tipo de fibra.

Os resultados apresentados no presente estudo diferem dos
encontrados por Noronha et al.(®, apesar dos dois trabalhos uti-

losmarmra ~ CC o ~Aar ~tiviAaa o ~AavieaAdAAa A~ AlAatradAc AA catimearfimnia Caa~

o grande nUmero de contragdes néo tetanicas (120
foi suficiente para promover alteracoes morfologicas
no musculo séleo, fato ndo observado no trabalho ¢
lizou um total de 480 contragdes tetanicas de 10 s¢
Outra diferenca esta na frequéncia utilizada, ja qu
de 10 Hz despolariza seletivamente os motoneurd
musculares do tipo |.

A hipertrofia muscular observada nesse estudo, car:
aumento da massa muscular e area das fibras do
15 dias de EE, pode ser explicada pelo fato de que
ativa uma cascata de eventos que se caracteriza
de um sinal ainda desconhecido, que regulam a
fatores especificos do crescimento do musculo tai
fator de crescimento mecanico (MGF), bem comc
Dessa forma, alguns trabalhos demonstraram que
aumento da sintese de proteinas intramusculares,
hipertrofia muscular® 19,

A importancia dos estudos que avaliam o conteud
glicogénio se fundamenta nas relagdes diretas entre
e a capacidade aerdbia ou de desempenho do organ
que as alteragdes no perfil enzimatico e nas reserve
séo responsaveis pela reducao da eficiéncia muscul
o desenvolvimento do estado de exaustéo!®.
Nesse contexto, a EE também promoveu elevagac
de glicogénio nos periodos de 7 e 15 dias. Tal fato
ficado pela maior captacéao de glicose pela popula
insensivel a insulina, que sao externalizados, e dec
ativagao dos sistemas enzimaticos citosolicos na ¢
Certamente, a EE promove elevagao na atividads
fibras musculares, desse modo a dinamica de car
bolismo da glicose e a atividade das vias metabd
s&o aumentadas‘®.

Etgen et al.”) avaliaram o contetido de GLUT4 no mUs
ratos apos EE cronica, e verificaram aumento de 82
tetdo. Perfodos maiores de EE, 30 a 40 e 60 a 90 di
somente tendéncia ao aumento no contedido do GL
um platé em torno de 30 a 40 dias. Um resultado
estudo de Hamada et al." foi que a captacédo de g
em ratos é agudamente aumentada em resposta a
EE e este aumento perdura por pelo menos 90
finalizagao da utilizacdo do recurso.

Apesar das analises desse estudo demonstrar al
morfologicas, como metabdlicas, ndo foram realiza
funcionais no musculo séleo, como por exemplo, da
para observar se houve alguma alteracao no padr
mento das unidades motoras que por sua vez tamt
influéncia na forga contratil.

Além disso, consideragdes devem ser feitas com
versas pesquisas que demonstram falhas na descr
metros metodoldgicos utilizados na EE. Para Robis
existem falhas nas descricdes dos métodos, jaquer
nao registram completamente detalhes experimenta
tais como parametros de treinamento e caracterist
corrente. Porém, nos Ultimos anos tem ocorrido um
de variaveis e uma maior uniformidade dos método
Dessa forma, torna-se extremamente importante a
dos estudos que envolvem a EE para possibilitar are
bem como comparagoes entre os diversos trabalh

CONCLUSAO

A EE promoveu aumento das reservas de glicogér
soleo de ratos durante 7 dias, bem como aumento
muscular, &rea das fibras, e nas reservas de glicogé
de 15 dias. Desse modo, destaca-se aimportancia
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