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Resumo

Objetivo: Analisar a morfologia e a histomorfometria do tecido
muscular esquelético de ratas submetidas & estimulacio elétrica
neuromuscular (EENM). Material e métodos: Foram utilizadas oito
ratas divididas em dois grupos, contendo quatro animais cada, sendo:
grupo I (GI) - controle; e grupo II (GII) - submetido 4 EENM.
A EENM foi realizada no musculo gastrocnémio das ratas do GII
durante 8 semanas. Apds esse periodo, os animais foram sacrificados
e o musculo gastrocnémio foi removido para montagem nas liminas
com a colora¢ao de hematoxilina e eosina. As liminas foram analisa-
das em microscopia de luz e as imagens capturadas em um sistema
de anilise de imagens, no qual foi mensurada a circunferéncia das
fibras musculares e os dados foram analisados estatisticamente.
Resultados: Nossos dados revelaram maior circunferéncia das fibras
musculares no GII (1876,1 + 33,98 pm?) em relagio ao GI (1516,6
+318,1 um?), diferenca esta sendo estatisticamente significativa (P <
0,001). Conclusio: Foi mostrado que a EENM promove a hipertrofia

do miusculo esquelético.
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Abstract

Objective: To analyze the morphology and histomorphometry
of musculoskeletal tissue of female rats submitted to neuromuscular
electrical stimulation (NMES). Material and methods: Eight female
rats divided into two groups, each containing four animals, were
used as follows: group I (GI) - control; and group II (GII) - submit-
ted to NMES. NMES was performed in rats gastrocnemius muscle
of GII for 8 weeks. After this period, the animals were sacrificed and
the gastrocnemius muscle was removed and mounted on glass slides
with haematoxylin and eosin staining. Glass slides were analyzed
by optical microscopy and their images were captured in a picture
analysis system, the musculoskeletal cells circumference was mea-
sured and data were statistically analyzed. Results: Our data showed
that musculoskeletal cells circumference of GII (1876.1 + 33.98
pm?) was larger than GI (1516.6 + 318.1 m?), and this difference
is statistically significant (P < 0,001). Conclusion: We concluded that
NMES promotes musculoskeletal hypertrophy.
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Introducéio

A estimulagio elétrica neuromuscular (EENM) consiste
na aplicacdo intermitente de corrente elétrica para promover a
contragio em musculos superﬁciais [1]. Esse tipo de corrente
produz contragoes musculares através de estimulagdes elétricas
que despolarizam o nervo motor, produzindo uma resposta
sincronica em todas as unidades motoras do musculo [2].

A resposta da unidade motora muscular proporciona a base
para a aplicagdo terapéutica da estimulagio elétrica, a qual a
atividade fica restrita ao musculo estimulado, e o musculo é
menos influenciado pelas outras alteragées que podem ocorrer
no corpo durante o exercicio [3]. As alteragdes induzidas pela
estimulagao elétrica na propriedade contritil do musculo estao
associadas s alteragoes na composigio das proteinas miofibri-
lares, determinadas por alteragbes na expressio génica dessas
proteinas e enzimas musculares, como forma de adaptagio do
musculo as mudangas do seu padrio de atividade [4].

De acordo com Dellito e Snyder-Mackler [5], hd duas
teorias distintas para a explicacdo do fortalecimento usando a
EENM. A primeira teoria propde que o ganho de for¢a com
EENM ocorre de maneira similar ao ganho de forca com
exercicio voluntdrio. Uma segunda teoria propoe diferencas
fisiolégicas entre a excitagdo elétrica e a contragdo voluntdria,
por exemplo, a forma inversa de ordem do recrutamento das
unidades motoras.

Durante a contragio voluntdria recrutam-se primeiro as
células de formato pequeno, de conducio lenta (tdnicas) que
s20 mais resistentes a fadiga e, posteriormente, recrutam-se as
do tipo II (fésicas). J4 na contracio eletricamente induzida, o
recrutamento ocorre primeiro nas células do tipo II (menos
resistentes a fadiga) e posteriormente nas células do tipo I [6].

Segundo Evangelista ez al. 7], a EENM pode ter o mesmo
efeito que a contracio muscular voluntdria no que se diz respeito
a0 aumento tempordrio do metabolismo muscular. Porém,
ainda s3o necessdrios estudos para se pesquisar mais especi-
ficamente quais os efeitos da EENM na varia¢ao metabdlica.

Nas clinicas de Fisioterapia, a EENM ¢ um recurso fisico
empregado para o fortalecimento e hipertrofia muscular [8],
sendo aplicado para as situagdes de coadjuvante do exercicio,
cura de enfermidades ou melhora do condicionamento fisico
[9]. Mas existe certo ceticismo na aplicacio de EENM devido
a escassez de conhecimento sobre os efeitos que este recurso
exerce na fisiologia muscular [1].

Atualmente, espera-se um maior desenvolvimento nas
pesquisas em relagdo 2 aplicagao da EENM, tendo em vista
que a terapia por EENM ainda ¢ incipiente e abre novas pers-
pectivas em relacdo as estratégias para o recondicionamento
do musculo esquelético [10].

Devido a caréncia de estudos de embasamento histofi-
siolégico para a aplicagio da EENM em mdsculos sadios, o
presente trabalho teve como objetivo analisar a morfologia ¢
a histomorfometria do tecido muscular esquelético de ratas

submetidas 8 EENM.

Material e métodos

Animais

Apés a aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sao Paulo (CEP - UNIFESP) sob o
parecer 0986/07, o experimento foi iniciado. Para o estudo,
foram utilizadas oito ratas adultas (Rattus norvegicus albinus),
de aproximadamente trés meses de idade, e peso médio de
195 gramas, sendo estas fornecidas pelo Centro de Desen-
volvimento de Modelos de Experimentagio (CEDEME) da
Universidade Federal de Sio Paulo (UNIFESP) e mantidas
no Biotério da Disciplina de Histologia e Biologia Estrutural
em condigio de confinamento em gaiolas pldsticas medindo
45 x 35 x 15 cm, respectivamente, de comprimento, largura
e altura, com tampa gradeada de metal, com alimentagio e
dgua ad libitum, em temperatura ambientes de 22 °C, ilumi-
nagio artificial com [Ampadas fluorescentes (modelo luz do
dia de 40W, Phillips) mantendo-se fotoperiodo claro de 12
horas intercalado com escuro de 12 horas, considerando-se
o periodo de luz das 7:00 as 19:00 horas. Os animais foram
divididos em dois grupos, alocados em duas gaiolas pldsticas
diferentes, com quatro animais cada, de modo que o grupo
I (GI) foi utilizado como controle ¢ o grupo II (GII) foi
submetido 3 EENM.

Protocolo de aplicagio da EENM

Apos anestesia na regido peritoneal e tricotomia da regido
posterior da pata esquerda, os animais foram imobilizados em
decubito ventral, de modo a permitir movimentagio livre da
articulagio talocrural esquerda no momento da EENM. Dois
eletrodos, de 1 cm? cada, com gel condutor (CARCI) foram
acoplados a pele dos animais, sendo um eletrodo préximo a
insercdo distal do musculo gastrocnémio e o outro no ponto
motor do referido musculo, préximo a sua insercio proxi-
mal. A EENM foi realizada através do apareclho FESMED
II (CARCI), com pulso bifdsico assimétrico, parametrizado
em frequéncia de 50 Hz, ciclo ON-OFF na propor¢io de
1/1 e rampa de subida de trens de pulso de 2,2 segundos. A
intensidade aplicada foi de, aproximadamente, 0,5 mA. O
experimento teve duragio de oito semanas, de modo que as
intervengdes com EENM ocorreram trés vezes por semana em
dias nao consecutivos. Em cada intervencio foram induzidas
eletricamente 20 contragbes musculares. Este protocolo foi

adaptado de Camargo ez al. [8].

Processamento do musculo gastrocnémio para
histologia

Ap6s oito semanas de experimento, os animais, sob efei-
to anestésico, foram sacrificados e o musculo gastrocnémio
esquerdo foi retirado de cada animal. Estes musculos foram
fixados em formol a 10% por 12 horas, e em seguida desidra-
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tados em concentracoes crescentes de dlcool etilico absoluto,
diafanizados pelo xilol e impregnados pela parafina liquida em
estufa com a temperatura em 60°C. A inclusio foi realizada
para que fosse possivel observar, nas laminas histoldgicas,
cortes transversais do musculo esquelético. Em seguida, os
blocos foram cortados em micrétomo do tipo Minot, ajustado
para 4 um. Os cortes obtidos foram colocados em laminas
previamente untadas com albumina de Mayer e, depois,
mantidas em estufa regulada & temperatura de 46°C, durante
24 horas, para secagem. As liminas foram entdo submetidas
ao método de coloragio pela hematoxilina e eosina (HE)
para posteriores andlises morfoldgica e histomorfométrica
ao miscroscépio de luz (modelo Axiolab Standart 20, Carl
Zeiss), com aumento de 400x.

Protocolo para anilise histomorfométrica

A anilise histomorfométrica foi realizada por meio de um
microscépio de luz (Axiolab Standart 20, Carl Zeiss) acoplado
a uma cimera de video colorida (modelo Hyper Had SSC-
-DC 54, Sony) que transmite a imagem para um computador,
dotado de um software de andlise gréfica (Imagelab, Softium)
instalado em sistema operacional Windows XP.

Foi utilizado um campo representativo de toda regido do
tecido muscular esquelético para o estudo das laminas e, em
seguida, foi mensurada a circunferéncia em pm? de cada fibra
muscular para posterior andlise estatistica.

Anadlise estatistica

Apés o célculo da média do total de mensuracoes da
circunferéncia das fibras musculares das ratas do grupo I
e grupo II, verificou-se a significAncia estatistica entre os
valores das mensuragoes dos grupos experimentais pelo teste
T*student nao pareado, com valor de significAncia estipulado
em p < 0,05.

Resultados

Anilise macroscépica do miisculo gastrocnémio

Apés a observagio macroscépica do musculo gastrocnémio
notou-se que nio houve alteragio significante na morfologia
macroscopica bésica em todos os grupos, ou seja, o musculo
encontrou-se ligado a estruturas dsseas através dos tendées,
continuos com o tecido conjuntivo que o reveste, o epimisio.

Anilise morfolégica

Microscopicamente, o tecido muscular dos dois grupos
experimentais apresentou epimisio visivel, com essa camada
de tecido conjuntivo penetrando o musculo e circundando
os feixes de fibras musculares, formando o perimisio, que,
finalmente dividiu-se em uma camada delicada de fibras

reticulares ao redor de cada célula muscular, camada esta
denominada como endomisio. As fibras musculares em
corte transversal apresentaram-se normais com sua forma
poligonal, multinucleada e ndcleos periféricos (Figuras 1 e 2).
Porém, foi observada uma diferenca entre a drea das células
musculares dos grupos experimentais, de modo que as células
do GII apresentaram maior drea, sugerindo uma hipertrofia
muscular (Figura 2).

Figura 1 - Fotomicrografia do tecido muscular esquelético de rata
do grupo controle (400x).
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Figura 2 - Fotomicrografia do tecido muscular esquelético de rara
submetida & EENM (400x).

Anilise histomorfométrica

A média das circunferéncias das fibras musculares apresen-
tou-se maior no GII em relagdo ao GI, sendo que a média do
GII foi de 1876,1 + 33,98 um? e a média do GI foi de 1516,6
+ 318,1 pm?. Conforme andlise pelo teste T-student, nota-se
que o GII obteve aumento estatisticamente signiﬁcativo no
didmetro das fibras musculares quando comparado ao GI (P
<0,001) (Tabela I).
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Tabela I - Médias e desvio padrio da histomorfometria do recido
muscular esquelético.

Histomorfometria do
tecido muscular

Grupos experimentais um?2 P

Controle (GI) 1516,6 + 318,1  <0,001
EENM (GlI) 1876,1 + 33,98
Discussdo

A utilizagio de EENM vem sendo amplamente difundida
na clinica fisioterdpica quando se tem por objetivo o forta-
lecimento e hipertrofia muscular. Porém, muitos clinicos
sdo céticos em relagio ao uso da EENM devido 2 falta de
evidéncias de que a eficiéncia deste recurso seja superior ao
treinamento voluntdrio e pela escassez de conhecimento sobre
a fisiologia e metodologia de uso deste recurso. Geralmente,
os parimetros da EENM sio definidos de forma empirica, so-
brepondo a experiéncia pessoal sobre as evidéncias cientificas
[1]. Por virtude disso, os estudos das ciéncias bdsicas de satide
sdo extremamente essenciais para a aplicacio da eletroterapia.

Em nosso estudo, as células musculares esqueléticas eletro-
estimuladas apresentaram padrio morfolégico normal, sem
nenhuma alteragio compativel com indicios patolégicos. Tal
resultado ¢ de extrema importincia para a base da aplicacio
da estimulagao elétrica neuromuscular, no intuito de provar
que o recurso nio ¢ prejudicial ao tecido muscular. Porém,
a literatura apresenta escassez de estudos que visam analisar
a morfologia do tecido muscular esquelético submetido a
EENM em seus diversos protocolos de aplicagio, de modo
que pesquisas nesse sentido seriam Uteis para melhorar o
embasamento histofisiolégico para a utilizagao deste recurso
eletroterdpico.

Segundo Bax er al. [11], em sua revisdo sistemdtica, a
maioria dos estudos com EENM sio realizados em muscu-
los sadios. Mas em relaciao a histomorfometria muscular, a
literatura apresenta maior parte de seus estudos de EENM
concentrados em musculos acometidos pelo enfraquecimento
ocasionado pela imobilidade [12-14].

No presente trabalho, a aplicagio de EENM no miuisculo
gastrocnémio, com o protocolo adaptado de Camargo et al.
[8], promoveu aumento significativo da circunferéncia das
células musculares esqueléticas. Este resultado corroborou
os achados do estudo de Durigan et 4. [15], no qual houve
aumento significativo da circunferéncia das células musculares
eletroestimuladas, de forma que a EENM foi aplicada por
quinze dias no musculo séleo sadio de ratos.

Para este estudo, foram utilizados animais do género
feminino, sendo que isso pode interferir no resultado da
hipertrofia, j& que Celichowki e Drzymala [16] relatam que
a contracio e o tempo de relaxamento sio significantemente
maiores nas unidades motoras dos ratos do que nas ratas, o
que leva a diferenca no tamanho do musculo.

Concluséo

Conclui-se que o tratamento com a EENM por 8 semanas,
com o protocolo utilizado neste trabalho, ¢ eficiente na indu-
¢ao da hipertrofia das fibras musculares esqueléticas em ratas.
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