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RESUMO: A estimulagio elétrica neuromuscular (EENM) é um recurso fisioterapico muito utilizado para produzir
fortalecimento e hipertrofia muscular. O objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos morfologicos da EENM na musculatura
sinergista e antagonista ao masculo diretamente estimulado. O musculo tibial anterior (TA) direito de seis ratos (Wistar) foi
submetido a eletroestimulagdo e os musculos extensor digital longo (EDL) e séleo, sinergista e antagonista ao TA, respectivamente,
foram analisados. A EENM foi realizada em uma freqiiéncia de 52 Hz., com ciclo ON-OFF na proporgéo de 1/1, rampa de
subida de trens de pulso de 2,2 seg. e intensidade de aproximadamente 0,5 mA. Foram produzidas 20 contragdes em cada
sessdo, 3 vezes por semana, durante 8 semanas. Posteriormente os animais foram anestesiados, ¢ os misculos EDL e séleo
direito e esquerdo foram removidos, pesados, congelados, seccionados e corados com Azul de Toluidina, para avaliagdo
morfoldgica das fibras musculares. Estudo prévio, realizado no TA diretamente estimulado, ndo revelou alteragdes morfologicas
significativas no mésculo". Aqui também ndo foram observadas diferengas significativas no peso, area média das fibras ¢
incidéncia de sinais de lesdo no EDL e no séleo, quando comparados com os musculos da pata controle ndo estimulada. Esses
resultados indicam que o protocolo utilizado para EENM, ndo produziu alteragdes morfoldgicas significantes nos misculos
EDL (sinergista) e séleo (antagonista) apds estimulagio do TA.
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INTRODUCAO

hipertrofia muscular representa uma adaptagéo

o tecido muscular a um determinado estimulo,
sendo caracterizada pelo aumento da area das fibras
musculares isoladas, decorrente de um aumento na
sintese de proteinas contrateis'?.

Os estimulos responsaveis pela hipertrofia muscular
podem ser induzidos, por exemplo, através de programas
de fortalecimento muscular com exercicios fisicos*'®"!
e também utilizando-se a estimulag¢do elétrica
neuromuscular (EENM)*&15.16,

Sabe-se que as alteragdes induzidas pela estimulagdo
elétrica na propriedade contractil do musculo estéo
associadas as alteragdes na composi¢do das proteinas
miofibrilares, determinadas por alteragdes na expressdo
génica dessas proteinas e enzimas musculares, como
forma de adaptagdo do misculo as mudangas no seu
padrdo de atividade?®'.

O interesse de se verificar os efeitos da
eletroestimulagdo muscular tem levado a realizagéo de
vérios estudos, utilizando-se diferentes técnicas e
pardmetros de aplicagdo da eletroestimulagdo! 141824,

E importante ressaltar que os estudos realizados para
avaliar o efeito da eletroestimula¢do nos musculos
esqueléticos ndo se restringiram em analisar somente o
musculo diretamente estimulado, mas também seu efeito
em muasculos agonistas, sinergistas, antagonistas e
também contralateral. Trabalho anterior'’ descreveu a
eficacia da eletroestimulag@o em atenuar ndo sé a atrofia
do musculo diretamente estimulado, tibial anterior
cranial (TA), mas também do seu antagonista (séleo),

uma vez que este Gltimo sofre um alongamento passivo -

durante a estimulag@o.

Este € um aspecto interessante a ser estudado, pois
recentemente foi observada uma relag¢8o direta entre o
alongamento passivo e aumento do didmetro da fibra
muscular®, Foi também observado que o alongamento
muscular estatico foi mais eficiente para a sintese
muscular protéica do que a contragdo muscular induzida
eletricamente’®.

Estudo recente desenvolvido em nosso laboratério
nfo revelou alteragdes morfoldgicas significantes no
musculo TA do rato, submetido a um protocolo de
estimulagdo similar ao freqiientemente utilizado na
clinica®. O musculo TA estimulado ndo apresentou
diferenga quando comparado ao TA da pata contralateral
nio-estimulada. O objetivo do presente estudo foi in-

' KW Industria Nacional de Tecnologia Eletronica Ltda
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vestigar, nesses mesmos animais, um possivel efeito da
EENM em musculos sinergistas e antagonistas ao TA.

MATERIAL E METODO
GRUPO EXPERIMENTAL

Foram utilizados ratos Wistar machos (n = 06),
adultos, com peso médio de 300 g, adquiridos no Biotério
Central da Universidade Federal de Sdo Carlos, UFSCar.
Estes animais foram mantidos agrupados em gaiolas de
polietileno no biotério do Laboratério de Neurociéncias
da UFSCar, com livre acesso a d4gua e ragéo peletizada.

PROTOCOLO DE ELETROESTIMULACAO

Apos prévia anestesia e tricotomia da regido lombo-
sacra ¢ da superficie antero-lateral da pata posterior
direita, o animal foi imobilizado em decubito lateral
esquerdo, com fita adesiva, de modo a permitir a livre
movimentagdo da articulagdo tibio-tarsica direita no
momento da eletroestimulaggo.

Dois eletrodos foram acoplados & pele do animal.
Um eletrodo dispersivo de 16,5 cm? foi acoplado, com
fita adesiva, a 2 cm do bordo lateral superior direito da
articulagdo lombo-sacra. Um eletrodo ativo, em forma
de caneta, com 0,5 cm de didmetro, foi posicionado
manualmente sobre a por¢do proximal do musculo TA,
com uma ligeira lateraliza¢8io para localizar o ponto
motor do muisculo.

Para permitir um melhor contato entre a pele e o
eletrodo, além de proteger a pele do animal de uma
possivel queimadura na regido de contato e facilitar a
condugdo da corrente elétrica, foi aplicada uma camada
de gel entre os eletrodos e a regido estimulada.

A eletroestimulacgdo foi realizada através de um
aparelho Eletro Kinesis' com pulso bifésico assimétrico.

As estimulag8es foram realizadas numa freqiiéncia
de onda de 52 Hz, freqiiéncia ideal para produzir
contragdo tetanizante da musculatura. Foi utilizado ciclo
ON-OFF na proporgdo de 1/1 (10 segundos de contracdo
muscular seguidos de 10 de repouso) e rampa de subida
de trens de pulso de 2,2 segundos. A intensidade aplicada
foi suficiente para produzir uma contragdo maxima
sustentada do musculo (aproximadamente 0.5 mA,
medidos com carga de 100 Q, conforme teste piloto).

Foram produzidas 20 contragSes musculares
eletricamente induzidas em cada sessdo de intervengéo,
durante 8 semanas, 3 vezes por semana, em dias ndo
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consecutivos, exceto nos finais de semana. ANALISE DA AREA DAS FIBRAS MUSCULARES . .

A andlise da area das fibras foi realizada com auxilio
do software Vinspec?, naregido média do ventre de cada
Os animais foram pesados no primeiro dia de ele- musculo, onde ha a maior concentragdo dé fibras
troestimulagdo e dez dias apds a dltima sess@o da  musculares. Cerca de 110 fibras musculares, escolhidas
eletroestimulagdo. Apds o sacrificio dos animais, através  de modo aleatorio com auxilio do charriot do microsco-
de overdose de inalagéo com éter etilico, os musculos EDL  pio, foram quantificadas em cada musculo.
e soleo direito e esquerdo foram removidos e pesados.

PESO CORPORAL E PESO MUSCULAR

ANALISE ESTATISTICA

HISTOLOGIA Para a analise dos resultados foi utilizado o teste

Imediatamente apds a pesagem, cada musculo foi  Student-t, com nivel de significancia de 5%.
individualmente congelado em isopentano (pré-
congelado em nitrogénio liquido) e mantido em freezer RESULTADOS
-56 °C até ser analisado.

Posteriormente, os masculos foram seccionados em
micrétomo criostato (Microm HM 505 E) no sentido Foi observado um ganho de peso corporal médio de
distal-proximal. A regido média dos musculos, 114 g+ 9 durante o periodo em que os animais foram
identificada pela presenca da inervacdo muscular, foi  submetidos a eletroestimulagfio. Ndo foi observada
estudada através da analise de cortes histologicos  diferenga significativa no peso relativo dos musculos
transversais e seriados (10 um), corados com Azul de  EDL e séleo, quando comparado os misculos da pata
+ Toluidina. As caracteristicas morfologicas das fibras  estimulada com o membro contra-lateral nfo estimulado
musculares foram avaliadas em microscépio 6ptico. (Tabela 1).

PESO CORPORAL E PESO MUSCULAR

TABELA 1 - Peso corporal e peso dos musculos soleo e EDL do rato

Animais  Peso corporal  Peso corporal  Ganho de peso EDL direito EDL esquerdo Soleo direito Séleo esquerdo
inicial final (Sinergista) (Controle) (Antagonista) (Controle)
n=6 291 £33 405 +29 114+9 0.24 £ 0.02 023 +£0.02 0.25+0.02 0.23£0.01

Todos os dados sdo média £ desvio padrio

ASPECTOS MORFOLOGICOS tanto quando comparados entre si, como quando
O padrdo morfoldgico dos musculos foi normal.  comparados aos musculos da pata contrateral (Tabela
Nio houve diferenga entre os misculos EDL e s6leo  2).

TABELA 2 - Incidéncia dos sinais de lesdo nos musculos soleo e EDL do rato

Sinais agudos Sinais crdnicos
Animais Musculos FL N I NC FF
n=6 EDL direito (sinergista) 1.0 £2.0 - - 3.83+ 2.63 0
n==6 EDL esquerdo (controle) 1.33+£1.50 - - 3.16 £50.3 1.0 £2.0
n=06 Séleo direito (antagonista) 0.33 £ 0.81 - - 13+9.95 2.5 + 3.88
n=06 Séleo esquerdo (controle) 1.0 £2.0 - - 833 + 7.73 35 £ 35

Foram avaliados o niimero de fibras lesadas (FL), presenga de fibras necrosadas (N), presenga de infiltragao celular (1), nimero de fibras com nicleo centralizado
(NC) e nimero de fibras fragmentadas (FF). - (rara)

* Desenvolvido pelo grupo de Visao Cibernética do Instituto de Fisica da USP- Sao Carlos, SP
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Nas raras fibras musculares lesadas encontradas  com nucleo centralizado (Figura 1) e fibras frag-
predominaram os sinais cronicos de lesdo, como fibras  mentadas.

FIGURA T - A - Muasculo EDL da pata submetida a eletroestimulagao. Notar fibra com sinais cronicos de lesio como fibra

com nucleo centralizado (seta) ¢ também fibras com padrao morfolégico normal (N). B - Masculo EDL da pata
controle. Observar padrao morfologico normal. com fibras integras ¢ presenca de nucleos periféricos (N).
Colora¢ao Azul de Toluidina. Bar: 3 Tpum.

AREA DAS FIBRAS MUSCULARES valores obtidos nas fibras dos musculos EDL e séleo

com os observados na pata contra-lateral ndo estimulada

Nio foi observada diferenga significativa na area  (Figura 2). Ou seja, ndo houve hipertrofia muscular em
média das fibras musculares, quando comparados os  nenhum dos musculos avaliados.

Il EDL Controle

[ EDL Sinergist Hl Soleo Controle
inergista

[] Soleo Antagonista

Area das Fibras (pm?)
Area das Fibras (um?)

Animais

FIGURA 2 - Arca média (um?) das fibras musculares dos musculos soleus ¢ EDL do rato
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DISCUSSAO

Os resultados desse estudo realizado no musculo
esquelético do rato, indicam que a EENM aplicada no
miusculo TA n#o produziu nenhum efeito morfolégico
significativo nos musculos séleo (antagonista) e EDL
(sinergista).

Estudo prévio onde se avaliou o efeito dessa
estimulagio no TA desses mesmos animais, também néo
constatou alteragdes morfoldgicas significativas no
miusculo diretamente estimulado'®. No mesmo estudo
foi demonstrado que a EENM também ndo produziu
altera¢fio na incidéncia dos diferentes tipos de fibras no
TA. Ou seja, o protocolo clinico utilizado em humanos
para produzir aumento de forga e hipertrofia muscular,
no causou nenhuma alteragdo morfoldgica significativa
nos musculos esqueléticos de rato.

O protocolo e a técnica de aplicagdo da eletroestimu-
lagdo utilizados em um experimento sdo fatores de ex-
trema importancia para a efetividade dos resultados da
EENM. Isto explica o grande nimero de pesquisas rea-
lizadas com o objetivo de determinar o protocolo de
estimulagdo mais adequado para proporcionar um au-
mento na atividade contrati} do masculo, ou um padréo
especifico de eletroestimulagdo capaz de produzir
hipertrofia muscular.

Os diversos trabalhos realizados para verificar os
efeitos musculares da estimulagfo elétrica mostram que,
além do protocolo de estimulag@o utilizado, diversos
fatores influenciam a resposta obtida como por exem-
plo, a espécie animal a ser estimulada?', o estado trofico
do musculo, ou seja, se 0 musculo estimulado encontra-
se normal ou atrofiado e a demanda funcional a qual o
misculo estimulado esta sujeito’.

No presente estudo a estimulago elétrica no mus-
culo de rato ndo promoveu alteragdes morfoldgicas no
musculo sinergista e antagonista ao muasculo estimula-
do. Este resultado pode ser dependente da espécie ani-
mal utilizada, uma vez que estudos prévios mostraram
que a eletroestimulagdo utilizada em coelho®'?2%, gato?,
cachorro?', provocou alteragdes musculares, enquanto
que em ratos®' ndo foi observado tais alteragdes.

Do mesmo modo, a estimulagdo elétrica apresentou
alterag@o no tecido muscular quando a mesma era apli-
cada no musculo atrofiado, sendo que tais altera¢des ndo
foram observadas no musculo normal®. Infelizmente, no
presente estudo ndo foi observado o estado tréfico do
musculo antes da eletroestimulag&o.

Trabalho prévio utilizando o musculo de rato,
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mostrou alteragdes musculares somente quando a
eletroestimulagdo foi associada com a sobrecarga
muscular. Ou seja, o musculo teve influéncia da eletroes-
timulagio somente quando seu agonista foi removido’.

Como todo estudo cientifico, o presente também
apresenta suas limitagdes. Particularmente, trés aspec-
tos sdo criticos quando analisa-se os resultados apre-
sentados, os quais poderiam complementar a interpre-
tagdo da analise morfoldgica realizada.

O primeiro é de que nio se realizou nenhuma ava-
liagdo de forga muscular. Ou seja, podem ter ocorrido
alteragdes funcionais sem que necessariamente houves-
se mudanga morfologica significante. Por exemplo, o
padrdo de recrutamento das unidades motoras pode ter
sido alterado?’. O segundo aspecto importante € que a
EENM foi realizada com os animais anestesiados, dife-
rentemente da estimulag#o realizada em humanos, nor-
malmente mantidos em estado de alerta. Seria interes-
sante avaliar o efeito da EENM aplicada em animais
n#o anestesiados. Ou seja, o estado de alerta do animal
pode ter algum efeito no ganho de for¢a e/ou na
hipertrofia dos muasculos esqueléticos. Além disso, mui-
tas vezes na clinica o individuo € orientado pelo terapeuta
a realizar ativamente a contragdo muscular durante a
eletroestimulagdo. Todos esses fatores provavelmente
influenciam o ganho de forga e a hipertrofia muscular
observada em humanos submetidos 8 EENM.

Finalmente, como o experimento foi realizado ap6s
a EENM, n#o foi possivel obter-se a area das fibras
musculares antes de realizar-se a eletroestimulagéo.
Como grupo controle utilizou-se os musculos da pata
contra-lateral. Seria interessante ter uma avaliag@o mais
detalhada do mesmo musculo, antes e apds a EENM.

Estudos prévios mostraram que a hipertrofia
muscular pode ser induzida pelo alongamento muscular
passivo (30 min didrios durante 6 semanas)® devido a
uma diminui¢do da degradacdo de proteinas
musculares?®?¢, O aumento da secregdo do fator de
crescimento insulinico 1 (IGF-1), também tem sido
associado a indugdo de hipertrofia muscular®?%, E
importante ressaltar que o modelo de alongamento
utilizado nos estudos citados acima ¢é diferente do
alongamento muscular obtido neste trabalho, onde o
musculo s6leo foi passivamente alongado devido a
contragdo do musculo tibial anterior pela estimulagéo
elétrica.

No presente estudo, pode-se observar que o
alongamento passivo, produzido no musculo séleo pela
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contragdo maxima do TA, ndo acarretou em hipertrofia  produziu nenhum efeito morfolégico significativo,
muscular. Sabe-se que os exercicios ativos e que  particularmente no peso muscular e area das fibras, nos
produzem diferentes niveis de fadiga muscular sdo  musculos séleo (antagonista) e EDL (sinergista).
importantes na indug@io da hipertrofia dos musculos Estes resultados confirmam o previamente observado
esqueléticos. Provavelmente ndo tenha ocorrido fadiga  no musculo TA diretamente estimulado pela EENM, ou
muscular no séleo pelo fato do alongamento produzido  seja, nenhuma alteragdo morfolégica foi induzida nos
ser passivo, além do animal estar submetido a anestesia.  muisculos s6leo (sinergista) e EDL (antagonista). Embora
os resultados tenham sido observados em ratos, eles
CONCLUSAO indicam que outros estudos sdo necessarios para melhor
avaliar o efeito da EENM no miisculo esquelético, tanto
Os resultados apresentados neste estudo indicam que ~ em seres humanos quanto em outros mamiferos, bem
a EENM realizada no TA de ratos anestesiados, ndo  como para subsidiar seu uso clinico.
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ABSTRACT: The neuromuscular electrical stimulation (NMES) is a physical therapy method commonly used to generate
muscle strength and muscle hypertrophy. The aim of this work was to analyze the morphological effects of the NMES, in the
synergistic and antagonistic muscles of the directly stimulated muscle. Right tibialis anterior (TA) muscles of six Wistar rats
were submitted at stimulation and both extensor digitorum longus (EDL) and soleus muscles, synergistic and antagonistic of
TA muscle, respectively, were analyzed. The EENM used a frequency of 52 Hz, 1s on and 1s off, 2.2s ramp on time and 0.5mA.
It were produced 20 switches per session, 3 days per week, for 8 weeks. Afterwards, the animals were anesthetized and the right
and left EDL and soleus muscles were removed, weighted, frozen, cross-sectioned and stained with Toluidine Blue for
morphological analysis of the muscle fibers. Previous studies, realized in the directly stimulated TA muscle, did not observe
significant morphologic changes in the muscle'. Here there was also not significant differences in the muscle weight, average
area and in the incidence of injured signs in the EDL and soleus muscles. when they were compared with the muscles of control
no-stimulated hindlimb. These results indicate that the protocol of EENM used here did not produce significant morphological
changes in the EDL (synergistic) and solcus (antagonistic) muscles, after stimulation of the TA.

KEYWORDS: Rats Wistar. Electric estimulation therapy, methods. Tibia. Muscle, skeletal. Physical therapy, methods.
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