Estimulacao elétrica minimiza alteracoes metabdlicas musculares
durante e apds a imobilizacao de membro posterior de ratos

Electrical stimulation minimizes muscle metabolic alterations during and
after immobilization of rats hindlimb
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RESUMO
O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da estimulacao elétrica (EE) no perfil metabdlico e no
peso muscular de membro posterior de ratos durante a imobilizacao e ap6s a retirada da értese.
Trinta e seis ratos Wistar foram divididos em controle (C), controle associado a estimulagao
elétrica (CEE), imobilizado (Im), imobilizado associado a estimulagao elétrica (ImEE), imobilizado
e mais sete dias de recuperagdo poés-retirada da értese (ImR), e imobilizado com estimulagao
elétrica durante a recuperagao pés-retirada da értese (IMREE). Apds o periodo experimental, os
musculos séleo (S), gastrocnémio branco (GB) e vermelho (GV), tibial anterior (TA) e extensor
longo dos dedos (ELD) foram coletados para analise das reservas de glicogénio (RG) e
avaliacao do peso do S e ELD. Péde-se observar, no grupo apenas imobilizado, que a imobilizacao
promoveu reducdo significativa nas reservas de glicogénio em todos os musculos e no peso
muscular do S e ELD. A EE aumentou significativamente as RG dos grupos CEE e ImEE, porém nao
interferiu no peso. No periodo de recuperacdo, no grupo que ndo recebeu EE houve reducao
significativa nas RG e no peso muscular, enquanto no grupo que recebeu EE aumentaram
significativamente as RG (257,9% S, 308,1% GB, 343,3% GV, 312% TA, 240,7% ELD) e o
peso do ELD (12%). A EE minimizou pois os efeitos deletérios durante a imobilizagdo e no
periodo de remobilizacdo, mostrando-se de grande eficacia no tratamento clinico de situagoes
que levam ao desuso muscular.
DESCRITORES: Estimulacao elétrica; Imobilizagao; Reabilitagao
ABSTRACT

This study aimed at assessing the effect of electrical stimulation (ES) in muscles metabolic
profile and weight of rats hindlimb during the limb immobilization period and after casts were
removed. Thirty-six Wistar rats were divided into 6 groups: control (C); control but receiving
ES (CES); immobilized (Im); immobilized receiving ES during immobilization (ImEE); immobilized
and observed during recuperation for seven days after cast removal (ImR); and immobilized and
receiving ES during recuperation for seven days after cast removal (IMREE). After the experimental
period the soleus (S), white gastrocnemius (WG), red gastrocnemius (RG), anterior tibial (AT)
and extensor digitorum longus (EDL) muscles were collected for analysis of glycogen reserves
(GR), besides S and EDL weight evaluation. Results show that, in the Im group, immobilization
caused significant GR and muscle weight reduction. Inversely, ES produced significant GR
increase in CEE and ImEE groups, but did not interfere in muscle weight. During recuperation
after cast removal, the group that did not receive ES (ImR) showed significant reductions in
muscle GR and weight, while in the INREE group there was significant increase in RG (257.9% S,
308.1% WG, 343.3% RG, 312% AT, 240.7% EDL) and in EDL weight (12%). ES thus minimized
deleterious effects both during and after immobilization, pointing to its great efficiency in
clinical treatment situations of muscle disuse.
KEY WORDS: Electrical stimulation; Immobilization; Rehabilitation.



INTRODUCAO

A plasticidade das fibras musculares esqueléticas permite que estas se adaptem,
deflagrando mudancas na tipagem ou no tamanho de fibras. Mdltiplos estimulos
podem promover essas mudancas, merecendo destaque a desnervagao, imobilizagao,
inatividade prolongada, alteracdes hormonais, nutricdo, estimulacdo elétrica, entre
outrosl. Matthews e St. Pierre2 ressaltam que tanto a atrofia muscular quanto forga
reduzida, ocasionadas pela imobilizacdo ou ato cirdrgico, nem sempre voltam ao normal,
apesar de extensiva reabilitacao.

Para Halar e Kathleen3, o desuso reduz a reserva funcional do sistema
musculoesquelético, resultando em fraqueza, atrofia e baixa resisténcia a fadiga. A
fraqueza muscular que decorre da imobilizagdo esta associada a reducao das reservas
de glicogénio e creatina quinase, dos sarcomeros em série, bem como a redugdo da
forca e resisténcia a fadiga, decorrente da atrofia das fibras | e Il e da fungdo aerdbia.

Hirose et al.4 observaram a presenca do quadro de resisténcia a insulina em
pacientes inativos fisicamente ou imobilizados, porém ainda ndo estd claro se ou
como o desuso muscular crénico ou a imobilizacao alteram a sinalizacao de insulina.
Segundo Henriksen>, ha uma diminuicdo dos transportadores GLUT4 pelo
desenvolvimento da resisténcia ao transporte de glicose estimulado pela insulina.

Foi demonstrado que o aumento na atividade contratil induzida pelo exercicio
fisico favorece a captacao de glicose pelas fibras musculares. Isso é explicado pela
translocagao de transportadores GLUT4 insensiveis a insulina de reservatérios
citos6licos para a membrana, aumentando com isso a captacao de glicoseb. Segundo
Goodyear e Kahn7, o exercicio induz uma melhora na sensibilidade do musculo para
a insulina, sendo que seus efeitos podem durar por vdrias horas ap6s o final do exercicio.

No entanto, muitos pacientes ndo podem se beneficiar do exercicio fisico, por
alguma debilidade fisica, permanéncia longa no leito ou imobilizacdo de membro.
Nesse periodo, um recurso fisioterapéutico que pode substituir a atividade contratil
voluntdria, trazendo beneficios ao paciente, é a estimulacao elétrica, pelo fato de esta
promover a contragdo muscular, prevenindo ou retardando as conseqiiéncias da
atrofia por desuso.

Segundo Vanderthommen e Crielaard8, a estimulacao elétrica é freqlientemente
usada para fortalecer o mdsculo normal; na area médica, vérios pesquisadores tém
ressaltado seu valor para tratar atrofia decorrente da imobilizagao.

Em vista disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da estimulacao
elétrica no perfil energético e na massa muscular. Foi aplicada estimulagdo elétrica de
baixa freqliéncia em dois momentos de imobilizacdo do membro posterior de ratos:
uma durante o periodo de imobilizagdo e outra sete dias ap6s a retirada da ortese.

METODOLOGIA

Ratos Wistar (de 3 a 4 meses, 250-350 g), fornecidos pelo biotério da Unimep,
foram alimentados com ragao e agua ad libitum e mantidos em trés animais por
caixa9 sob condicdo controlada de biotério (12h claro/escuro, 23°C+2). Os 36
animais foram tratados segundo recomendacodes do Guide for care use of laboratory
animals10 e divididos em seis grupos (n=6 em cada grupo): controle (C), controle



associado a estimulacao elétrica (CEE), imobilizado (Im), imobilizado associado a
estimulacao elétrica (ImEE), imobilizado seguido de sete dias de recuperagdo pos-
retirada da ortese (ImR) e imobilizado associado a estimulacao elétrica durante os sete
dias de recuperagao pos-retirada da 6rtese (ImREE).

O grupo controle somente permaneceu livre na gaiola durante sete dias, sendo
sacrificado em seguida; o grupo CEE permaneceu livre na gaiola recebendo estimulacao
elétrica na pata posterior esquerda durante sete dias, sendo também sacrificado ap6s esse
periodo.

A imobilizagao foi realizada durante um periodo de sete dias utilizando a értese
de resina acrilica proposta por Silva et al.11 (Figura 1), sendo que o grupo Im apenas
permaneceu imobilizado durante o periodo; o grupo ImEE recebeu estimulacdo elétrica
durante os sete dias de imobilizacdo; o grupo ImR foi imobilizado durante sete dias e
permaneceu livre na gaiola por mais sete dias ap6s a retirada da 6rtese; e o grupo ImREE
foi imobilizado durante sete dias e recebeu estimulacao elétrica somente durante os sete
dias em que ficou livre na gaiola ap6s a retirada da ortese. Os grupos Im e ImEE foram
sacrificados logo apds a retirada da ortese; e os grupos ImR e ImREE foram sacrificados
sete dias depois da retirada da 6rtese (periodo de observacao), ou seja, 14 dias apds o
inicio dos experimentos. Por apresentar um peso reduzido (22 gramas), a imobilizagao
ndo interferiu na deambulagdo, permitindo a descarga de peso no membro imobilizado
durante a deambulacao.

inserir Figura 1
Figura 1 Ortese em posicao neutra do tornozelo constituida de modelo de resina acrilica (1),
rotadores laterais (2) e cinta abdominal (3)

Para o tratamento com estimulacao elétrica, os animais dos grupos CEE, ImEE e
ImREE foram anestesiados com tiopental na concentragdo de 40 mg/kg e o membro
inferior esquerdo tricotomizado para garantir uma maior efetividade da estimulacao e
o posicionamento dos eletrodos. Os musculos séleo e gastrocnémios foram
submetidos a estimulagdo didria de 20 minutos, por um periodo de sete dias. A
freqiiéncia utilizada foi de 10 Hz, em fungdo da énfase ser dada ao musculo séleo,
constituido principalmente por fibras do tipo I, e a largura de fase foi de 0,4ms. A
intensidade da corrente foi padronizada em 5,0mA a partir da visualizagdo da
contragdo muscular e, a cada 5 minutos, foi aplicado um acréscimo de 1,0mA a
corrente, para nao haver acomodagdo. O equipamento utilizado para a estimulagao
elétrica foi o Dualpex 961 (Quark®), além de eletrodos de silicone-carbono com area
de 1 cm’ cada (Figura 2).

inserir Figura 2
Figura 2 Posicionamento de eletrodos durante a estimulacdo elétrica no membro inferior
esquerdo do grupo controle (A) e do grupo imobilizado (B), sendo o eletrodo 1
localizado na regido inguinal e o eletrodo 2 na regidao do musculo triceps sural
Apbs o periodo experimental de cada grupo ou par de grupos, conforme descrito
acima, os animais foram sacrificados por decapitacdo e os musculos séleo, gastrocnémio
branco, gastrocnémio vermelho, tibial anterior e extensor longo dos dedos coletados e
submetidos a avaliacdo do glicogénio muscular segundo a proposta de Siu et al.12, na
qual as amostras musculares sdao digeridas em KOH 30% a quente e o glicogénio
precipitado pela passagem por etanol a quente. Entre uma fase e outra da precipitacao, a
amostra é centrifugada; o glicogénio precipitado é submetido a hidrélise acida na
presenca de fenol. Os valores foram expressos em mg/100mg de peso Gmido. Os



musculos s6leo e extensor longo dos dedos também passaram pela avaliagao de peso.

A analise estatistica dos dados foi realizada pelo teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnov seguido pela ANOVA e teste de Tukey, sendo que em todos os
célculos foi fixado o nivel critico de 5% (p<0,05).

RESULTADOS

Em relagdo ao perfil energético da musculatura esquelética durante a imobilizagao
do membro posterior, em posicao neutra do tornozelo, houve significativa diminuicao
no contetido muscular de glicogénio no grupo Im: reducao de 31,6% no séleo (S), 56,6%
no gastrocnémio branco (GB), 39% no gastrocnémio vermelho (GV), 41,7% no extensor
longo dos dedos (ELD) e 45,2% no tibial anterior (TA), sugerindo uma integracao
funcional entre a homeostasia no processo contratil das fibras e o controle no
metabolismo muscular dos carboidratos (Tabela 1).

Além do comprometimento metabdlico, o peso muscular também foi afetado pela
imobilizagdo nesse periodo, havendo reducdo de 34% no musculo séleo e de 27% no
ELD no grupo Im (Tabela 2). Vale ressaltar que a estimulagdo elétrica durante os sete
dias poés-retirada da ortese nao foi eficiente em modificar o peso dos mdasculos
normais ou imobilizados, conforme mostra a Tabela 2.

Tabela 1 Concentracao de glicogénio (mg/100mg, média + erro padrao) nos musculos séleo (S),
gastrocnémio branco (GB) e vermelho (GV), extensor longo dos dedos (ELD) e tibial
anterior (TA) dos grupos controle (C), controle com estimulacao elétrica (CEE),
imobilizado (Im), imobilizado com estimulacado elétrica (ImEE), imobilizado +
recuperacao de sete dias ap6s retirada da 6rtese (ImR) e imobilizado + recebendo
estimulagdo elétrica durante sete dias ap6s a retirada da 6rtese (ImREE)

Grupos S GB GV ELD TA
C 0,38+0,03 0,46+0,02 0,41+0,01 0,36+0,03 0,31+0,03
CEE 0,54+0,004* 0,65+0,04* 0,48+0,03 0,40+0,01 0,54+0,05*
Im 0,26+0,02* 0,20+0,02* 0,25+0,03* 0,21+0,02* 0,17+0,02*
ImEE 0,35+0,02¢ 0,29+0,009# 0,36+0,01# 0,30+0,01 0,22+0,004
ImR 0,19+0,07* 0,37+0,04* 0,30+0,01* 0,27+0,04* 0,25+0,02
ImREE 0,68+0,06¢ 1,510,174 1,33+£0,04 ¢ 0,92+0,02+¢ 1,030,064

p<0,05; * significativo quando comparado ao C; # significativo quando comparado ao Im; ¢
significativo quando comparado ao ImR

Ao avaliar o comportamento das reservas musculares de glicogénio em musculos
submetidos a tratamento com estimulacdo elétrica no grupo CEE, foi verificado um
significativo aumento nas reservas, atingindo 42,1% no S, 41,3% no GB e 74,2% no
TA, apontando para uma elevagdao na mobilizacao das reservas de glicose.

Quanto ao grupo que foi submetido ao tratamento com estimulacdo elétrica sob
a condicao de imobilizacao (ImEE), também foi verificada elevacao nas reservas,
atingindo 34,6% no S, 45% no GB, 44% no GV, 42,8% no ELD e 29,4% no TA
(Tabela 1).

Além da observacao do comprometimento energético e da massa muscular durante
os sete dias de imobilizacdo, este trabalho objetivou verificar se haveria diferenca nos
sete dias apos a retirada da ortese, observando como a musculatura se comportaria
nesse periodo de recuperagdo. Nesse interim, no grupo ImR foi observado que os
musculos analisados ainda apresentaram redugao expressiva nas reservas de glicogénio
mesmo apos sete dias da retirada da 6rtese, sendo significantemente menores no S
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(50%), no GB (19,6%), no GV (26,8%) e no ELD (25%) quando comparados ao grupo
controle (Tabela 1). E, em relagdo ao peso muscular, os musculos analisados no grupo
ImR ainda apresentaram reducao em relagdao ao controle, sendo de 26,6% no S e de
18,4% no ELD (Tabela 2).

Tabela 2 Peso muscular (mg, médiatdesvio padrao) dos musculos séleo (S) e extensor longo
dos dedos (ELD) dos grupos controle (C), controle com estimulacao elétrica (CEE),
imobilizado (Im), imobilizado com estimulacao elétrica (ImEE), imobilizado +
recuperagao de sete dias ap0s retirada da 6rtese (ImR) e imobilizado + recebendo
estimulagdo elétrica durante sete dias ap6s a retirada da értese (ImREE)

Grupos S ELD
C 123,542,1 120,6%8,5
CEE 81,3%1,8* 88,1+7,8*
Im 127,6%3,9 125,145,8
ImEE 82,8+3,1 99,5£3,6
ImR 90,7+3,8* 98,42+0,7*
ImREE 86,4+4,9 110,243,0¢

p<0,05; * significativo quando comparado ao C; # significativo quando comparado
ao Im; ¢ significativo quando comparado ao ImR

O protocolo de estimulagdo elétrica foi aplicado nos sete dias seguintes a
retirada da ortese no grupo ImREE, e foi verificado aumento expressivo nas reservas
de glicogénio, sendo de 257,9% no S, 308,1% no GB, 343,3% no GV, 312% no TA e
de 240,7% no ELD (Tabela 1). Apesar da melhora do perfil energético, o peso do
s6leo ndo foi modificado pelo tratamento; somente o peso do ELD, que teve aumento
significativo de 12% em relacdo ao grupo que retirou a o6rtese e ndo sofreu
intervencao (Tabela 2).

DISCUSSAO

Situagoes que levam a imobilizagdo do membro geram inevitavelmente atrofia
muscular, concomitante as alteracdes no metabolismo de glicose e no processo
contratil das fibras. Segundo Qin et al.13, a imobilizagao tem a fungao de tratar lesdes
teciduais e 6sseas induzindo atrofia muscular e reducao da performance muscular.

A glicose é um dos principais substratos energéticos utilizado pelas fibras
musculares, cuja absorcdo é de cardter multifatorial, dependente da insulina, do
metabolismo dos tecidos ou da elevacao da atividade contratil das fibras14, sendo que
a manutencdo das reservas de glicogénio faz parte de um dos mecanismos ativados
pela insulina. Em vista disso, pode-se observar neste estudo que a imobilizacdo do
membro do animal durante sete dias provocou uma significativa redu¢ao no contetido
de glicogénio em todos os musculos analisados.

O grau de atrofia muscular varia de acordo com o tipo de fibra submetida ao
desuso, a posicao articular e o tempo de imobilizacao. Com relagdo ao tipo de fibra,
McDougall et al.15 atribuem as fibras do tipo Il o maior percentual de atrofia, porém
Williams e Goldspink16 ndo encontraram diferengas quanto ao tipo de fibra.
Entretanto, estudos mais recentes mostram que a fibra tipo | é a mais susceptivel a
atrofia muscular decorrente do desuso17,18, corroborando os resultados deste estudo,
em que a maior porcentagem de atrofia muscular ocorreu no musculo séleo, que é
um musculo de perfil oxidativo, predominantemente composto por fibras tipo I.

Quanto a posicao de imobilizacdo, Appell19 afirma que, se o miusculo for
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imobilizado em posicao de encurtamento, ocorre uma diminuicdo do comprimento
muscular por diminuicdio do ndmero de sarcdmeros. Segundo Williams e
Goldspink16, a imobilizagdo em posicao de alongamento muscular leva a um
aumento de tamanho pela elevagdao do nimero de unidades sarcoméricas. Neste
estudo, deve-se levar em conta que os musculos foram imobilizados em posicao
neutra de tornozelo, com a intencdo de nao manter qualquer tensdo na musculatura
analisada; além disso, a 6rtese possibilitava a deambulagao do animal, com descarga
de peso no membro imobilizado, mantendo o estimulo para os musculos posturais.

Com relagdo ao tempo de imobilizagdo, Qin et al.13 afirmam que a
imobilizacdao em diferentes periodos gera uma atrofia de 15% a 70%, dependendo do
animal e do tipo de fibra, mas a maior perda ocorre nos sete primeiros dias. Neste
estudo os sete dias de imobilizacao foram capazes de gerar significativas alteracoes
no perfil energético e na massa dos musculos analisados, sugerindo assim a
associagdo de um tratamento fisioterapéutico nesse periodo, visando minimizar esse
processo.

Mikines et al.20 demonstraram que a inatividade fisica causada por periodo acamado
tdo curto quanto sete dias é associada a redugdo na sensibilidade a insulina no musculo
esquelético. A inatividade fisica prolongada também mostrou reducao na capacidade
de transporte de oxigénio de musculo esquelético e resultou em diminuicdo no
contelido de GLUT4 associado com resisténcia a insulina, no estudo de Hamada21.

Neste estudo, a estimulagao elétrica foi escolhida como o exercicio fisico, pois é
capaz de propiciar aumento da captagao de glicose pela musculatura, promovendo a
translocagdo de uma populacdo de transportadores GLUT 4 insensiveis a insulina até
a membrana muscular, melhorando a captacdo da hexose22. Hamada et al.2l
demonstraram que a captacdo de glicose corporal é agudamente aumentada em resposta
a 20 minutos de estimulacdo elétrica e esse aumento perdura por pelo menos 90
minutos apos a finalizagao da sessdo.

Segundo Mercier et al.23, a estimulagdo elétrica tem um potencial de limitar a
degeneracao muscular em situagdes em que € dificil ou impossivel para o ser humano
realizar exercicio fisico. Os resultados deste trabalho demonstram que a estimulagao
elétrica aplicada tanto durante o periodo de imobilizacdo quanto no periodo de
recuperagao apoés a imobilizacdo pode minimizar as alteracoes metabdlicas geradas
na musculatura esquelética pelo desuso, aumentando as reservas de glicogénio.

No trabalho de Qin et al.13, o musculo tibial anterior imobilizado foi submetido
a estimulagao elétrica (30 minutos, 5x/semana, durante 3 semanas, freqiiéncia 50 Hz),
a qual mostrou-se efetiva na prevencao da atrofia muscular, além de promover alguns
focos de degeneracdo muscular, provavelmente decorrentes de uma adaptacdo do
musculo frente a estimulacao elétrica.

Segundo Pattison et al.24, apés dez dias de imobilizacao ha uma perda na massa
do musculo séleo de 27% e 37%, para ratos jovens e velhos respectivamente, e ap6s
30 dias de recuperacao depois de cessada a imobilizagdo, ratos novos recuperaram
completamente a massa do séleo, enquanto que, nos velhos, a recuperagao da massa
muscular ndo foi significativa, ndo diferindo a recuperagao em 0 e 30 dias.

Neste estudo houve diminuicdo significativa tanto no peso do séleo quanto no
do ELD ap6s sete dias da retirada da értese, sendo que a associagdo da estimulagao
elétrica foi capaz de melhorar somente a massa do ELD, quando aplicada durante
mais sete dias de recuperagao.
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Lieber et al.25 analisaram o musculo tibial anterior submetido a estimulacao
didria (1 hora, cinco vezes por semana durante quatro semanas, freqiiéncias de 10 e 50
Hz), mostrando que esse protocolo atenuou a atrofia muscular ndo somente nos
musculos diretamente ativados, mas também na musculatura passivamente alongada,
secunddria a estimulagao dos musculos antagonistas. Em outro estudo26, os autores
observaram o periodo de quatro semanas de recuperacdao do mdsculo quadriceps de
cdes submetidos a dez dias de imobilizagcdo, porém com atividade normal, além de
uma corrida de 1 hora por dia. Foi observado que, mesmo apds esse periodo, havia
ainda uma diminuicao de 30% na é4rea de musculos de contragido lenta e rdpida,
porém a fracdo elevada de tecido conectivo (20%) retornou aos valores normais.

Nesse sentido, estudos observaram que, além da melhora metabdlica induzida
pela estimulagdo elétrica em musculos normais e desnervados?7, ha também reducao
na fibrose28, fatos mantenedores de integridade parcial das fibras.

Tem sido analisado o periodo de recuperacdo do membro imobilizado,
utilizando protocolos de treinamento, ou mesmo o uso de suplementagdo alimentar
para uma melhor recuperacao do animal pés-imobilizacdo. No estudo de Carvalho et
al.29, observou-se um periodo de trés semanas de imobilizagdao, onde um grupo de
ratos foi liberado para as atividades normais e outro grupo foi submetido ao exercicio
por meio de natacdo didria, durante 60 minutos, com aumento de carga progressivo.
Em ambos os grupos o trofismo retornou a seus niveis normais, e os musculos
adquiriram suas propriedades elasticas pré-existentes na remobilizacao, independente
do exercicio. Neste estudo, a estimulagdo elétrica no periodo de recuperagao
melhorou o perfil energético muscular.

CONCLUSAO

Os resultados deste estudo permitem concluir que a estimulagao elétrica melhora o
metabolismo de glicose, sendo de grande eficdcia no tratamento clinico de situagdes
que levam ao desuso muscular, visto que é capaz de minimizar os efeitos deletérios
da imobilizagdo, garantindo o fornecimento energético para o mdsculo tanto durante
a imobilizagdo,quanto na remobilizagdo, minimizando o periodo de recuperagao dos
niveis metabdlicos anteriormente encontrados nessa musculatura.
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