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ELETROESTIMULACAO SELETIVA MANTEM ESTRUTURA E
FUNCAO DO TIBIAL ANTERIOR DESNERVADO DE RATOS
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Objetivo: A eletroestimulagéo para tratamento de musculos desner-
vados deve ser aplicada através do tratamento seletivo. Este estudo
avaliou o efeito da eletroestimulagao seletiva do musculo desner-
vado sobre sua estrutura e fungéo. Métodos: Foram utilizados cin-
glenta ratos Wistar distribuidos em controle, desnervado estimula-
do e desnervado néo-estimulado. Apos avaliagéo eletrodiagndstica
de estimulo pré-desnervagdo, os animais sofreram desnervagéo
proximal completa do musculo tibial anterior unilateral. Houve re-
avaliagdo semanal para adaptagao dos parametros de tratamento
seletivo, aplicado trés vezes por semana. Os animais foram mortos
apods 7, 14, 28 e 56 dias do pos-cirdrgico. Foram realizados procedi-
mentos histoquimicos e estudos morfoldgicos e morfométricos. Re-
sultados: Os animais desnervados estimulados nao apresentaram
contratura da articulagao do tornozelo e nao houve automutilacoes
nas patas. Alteragoes significativas nas areas das fibras musculares
tipo 1IB (desnervados estimulados aos 7 dias) e tipo IIA e hibridas
(desnervados estimulados 28 e 56 dias) indicaram menor atrofia.
Transicao do tipos de fibras musculares foi significativa, indicando
uma manutengdo do padréo funcional do musculo tibial anterior nos
periodos de 7 e 14 dias. Conclusao: Conclui-se que houve manu-
tengao temporaria da estrutura e fungdo do musculo tibial anterior
desnervado através da eletroestimulacao seletiva.

Descritores: Estimulacéo elétrica. Denervagéo. Musculo esquelé-
tico. Atrofia. Eletrodiagnostico. Reabilitagao.

OObijective: Electrical stimulation for treatment of denervated
muscles should be implemented by selective treatment. This study
evaluated the effect of selective electrical stimulation on the struc-
ture and function of denervated muscle. Methods: Fifty Wistar mice
were allocated to control, stimulated denervated and non-stimulated
denervated groups. Following an electrodiagnostic evaluation, the
animals underwent complete unilateral denervation of the proximal
anterior tibialis muscle. Weekly re-assessment was carried out in
order to adjust the parameters of the selective treatment, applied
three times a week. The animals were sacrificed at 7, 14, 28 and
56 days after undergoing the surgical procedures. Histochemical
procedures and morphologic and morphometric studies were car-
ried out. Results: The denervated stimulated animals did not pres-
ent contracture of the ankle joint and self-mutilation was not found
on the feet. Significant alterations around the type IIB (denervated
stimulated at 7 days), type IIA and hybrid (denervated stimulated
at 28 and 56 days) fibers showed less atrophy. The transition of
muscle fibers types was significant, indicating the preservation of
the functional pattern of the anterior tibialis muscle at 7 and 14
days. Conclusion: We found that the selective electrical stimulation
was able to temporarily maintain the structure and function of the
denervated anterior tibialis muscle.
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INTRODUCAO

O musculo esquelético € um tecido especializado constituido
por células alongadas, na maioria das vezes do comprimento do
musculo, denominadas fibras musculares. Essas células, quando
observadas em corte transversal, possuem forma poliédrica ou
hexagonal e niicleos muiltiplos periféricos e achatados.

Esse tecido é capaz de se adaptar frente aos mais diversos es-
timulos. A interrupgéo do suprimento nervoso € capaz de tornar
fibras musculares lentas mais répida e fibras musculares rapida

em mais lentas devido a alteracéo da concentragao das isoformas
de MHC.2® As fibras musculares esqueléticas, rapidas e lentas,
sofrem atrofia apos a desnervagado. Quando a desnervacéo do
musculo acontece através da secgéo completa de seu ramo mo-
tor, todas as suas fibras se atrofiardo.* O principal efeito direto da
atrofia por desnervagao € a reducéao da area e do diametro da
fibra muscular e consequente reducdo em sua forca. Ha também
a conversao de tipos de fibra, de lenta para rapida, em musculos
desnervados.5®
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A Fisioterapia é capaz de auxiliar os pacientes portadores de lesdes
nervosas periféricas, tendo como principal objetivo o tratamento das
consequéncias dessa leséo. Para esse tratamento, varios recursos
terapéuticos podem ser usados, entre eles cinesioterapia passiva e
ativa, reeducacao neuromuscular, massoterapia e eletroterapia.

A eletroestimulagéo de musculos desnervados tem como objetivo
exercitar eletricamente esse musculo para que ele se mantenha o
mais saudavel possivel enquanto os axonios lesados se regene-
rem e voltem a inerva-lo. Assim sendo, a recuperacao funcional
ficara facilitada ap0s a reinervacao. Os efeitos da eletroestimula-
¢éo do musculo desnervado podem ser feito sob varios aspectos.
J& foram realizadas anélises dos efeitos da estimulacéo elétrica
sobre o metabolismo das fibras musculares, influéncias sobre a
reinervacéo e sobre a manutencao das propriedades contréteis do
musculo desnervado, conversao entre os tipos de fibras, anélises
eletrofisiolégicas, efeitos sobre a atrofia por desnervagéo.”®

A eletroestimulagao dos musculos desnervados, exige uma adapta-
¢ao dos parametros de estimulagao as caracteristicas de excitabili-
dade do tecido.'® Esse é o papel do Eletrodiagnéstico de Estimulo,
teste que determina os exatos parametros que um musculo desner-
vado necessita para ser estimulado num determinado momento,
respeitando suas alteragdes de excitabilidade. Ele compreende a
construgao das curvas de intensidade—-duracao usando-se pulsos
quadrados e exponenciais além do conhecimento dos pontos indi-
cativos de eletrodiagndstico (reobase, cronaxia, acomodagéo).'
O objetivo deste estudo foi analisar o efeito da eletroestimulagcao
transcutanea na manutencdo do musculo esquelético totalmente
desnervado do rato, através da utilizagdo de um gerador universal
de pulsos e parametros de estimulacéo especificos adquiridos
por meio da construcdo de uma curva intensidade-duracao e de
pontos indicativos de eletrodiagndstico.

MATERIAIS E METODOS

O trabalho experimental foi desenvolvido no Laboratério de Bioen-
genharia da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto e aprovado
pelo Comité de Etica em Experimentagao Animal — CETEA, da
Faculdade de Medicina da USP de Ribeirdo Preto.

Foram utilizados 50 ratos machos adultos da linhagem Wistar,
com peso corporal variando entre 250 - 300 gramas, agrupados e
mantidos em gaiolas plasticas padrao, em condigoes ambientais
controladas (luminosidade: 12 horas de ciclo claro/escuro) com
livre acesso a agua e ragao peletizada ad libitum. Tais animais
foram alocados aleatoriamente em trés grupos: um grupo controle
e dois grupos experimentais, grupo desnervado e grupo desner-
vado e estimulado.

Antes do procedimento de desnervacao, os animais dos grupos
experimentais foram anestesiados com injecao intramuscular de
Ketamina (70mg/kg de peso corporal) e Xylazina (10mg/kg de peso
corporal) e submetidos ao eletrodiagnéstico de estimulo inicial.

Procedimento de desnervacao proximal completa (Figura 1)

Os animais dos grupos experimentais foram anestesiados com
injecao intramuscular de Ketamina (70mg/kg de peso corporal) e
Xylazina (10mg/kg de peso corporal) e posicionados em decubito
ventral, com a face lateral do membro experimental devidamente
tricotomizada e fixado em mesa operatéria. A anti-sepsia foi re-
alizada com solugéo de alcool-iodado a 20%. O nervo citico foi
abordado através de uma inciséo cutanea longitudinal retilinea,
na face lateral da coxa, que se estendia da coluna vertebral até
o joelho. O espago entre os musculos biceps femoral e gliteo
superficial foi desenvolvido por disseccao romba e o nervo foi
identificado desde sua emergéncia da coluna até sua trifurcagao
no joelho. O nervo cidtico foi completamente seccionado proximal-

Figura 1 - Procedimento cirtrgico. A) posicionamento do animal; B) inci-
sdo cutdnea; C) exposicdo do nervo ciatico; D) sec¢ao do nervo ciatico;
E) nervo cidtico seccionado; F) nervo ciético suturado em musculatura
contralateral e G) sutura final.

mente a uma distancia aproximada de 01 cm de sua emergéncia
na coluna e seus cotos proximal e distal foram suturados (Prolene
6/0, Ethicon®) em musculatura adjacente, impedindo a reinerva-
¢ao do musculo tibial anterior. A musculatura e a pele dos animais
foram posteriormente suturadas.

O musculo tibial anterior foi escolhido para ser desnervado devi-
do a facil localizagao e facil visualizagéo da contragdo muscular
durante a avaliagao e do tratamento, além da acessibilidade para
colocagao do eletrodo de superficie também nesses momentos
do experimento.

Protocolo de tratamento através da eletroestimulagao

O tratamento do musculo tibial anterior desnervado foi realizado 03
dias por semana, alternadamente, tendo um tempo indeterminado
para cada sessao, dependendo da fadiga muscular (aos primeiros
sinais de fadiga, a sessao era encerrada). Como sinal de fadiga foi
considerado uma queda no vigor da contragao muscular.

Ao inicio de cada semana de tratamento, os pontos indicativos
de eletrodiagnostico (recbase, cronaxia e acomodagao) foram
quantificados para que sempre fossem adaptados parametros de
eletroestimulagdo a estado de excitabilidade atual do musculo.
Todo o procedimento de eletroestimulagéo foi realizado com um
aparelho gerador universal de pulsos Nemesys 941, da Quark
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(Figura 2). Para realizagao dos protocolos pré e pés-desnervagéo
e para o tratamento do musculo tibial anterior desnervado, a co-
locacao dos eletrodos foi padronizada: um eletrodo dispersivo
(positivo) de metal com anteparo de esponja embebida em agua
e preso ao dorso do animal através de fita adesiva e eletrodo ativo
(negativo) em forma de caneta, também com ponta embebida em
agua, com tamanho suficiente para estimular apenas a regido do
ponto motor do musculo eletroestimulado.

Os animais de cada grupo foram mortos por meio de deslocamen-
to cervical apds 07, 14, 28 e 52 dias do pos-cirlrgico e tiveram
seus musculos tibiais anteriores experimentais retirados. Esses
musculos foram pesados isoladamente em balanca de precisao
e suas extremidades distal e proximal foram excluidas.

Figura 2 - (A) equipamento de eletroestimulacao, Nemesys 941, da Quark
e eletrodos ativo, tipo caneta, e dispersivo, tipo esponja; (B) posiciona-
mento do animal para avaliagdo eletrodiagndstica e tratamento eletrote-
rapéutico durante experimento

Analise histoquimica dos musculos

O musculo tibial anterior foi exposto e retirado através de uma
incisao distal no membro posterior direito, préxima a articulagéo do
tornozelo. De cada musculo foi retirado um fragmento da porgao
média do ventre muscular. Tais fragmentos foram envoltos em
talco e submetidos ao congelamento em nitrogénio liquido. Apds
0 congelamento, os fragmentos foram estocados em um freezer
a -80°C até o processamento do material.

De todos os musculos foram obtidos cortes transversais com es-
pessura de 5 um através de Cri6tomo Micron HM 505 E a tem-
peratura de -25°C. Os cortes foram colocados em laminulas de
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24x32 mm e, posteriormente, montadas em laminas. Os cortes
foram processados para coloracao de Hematoxilina-Eosina (HE) e
reagoes histoenzimologicas para Adenosina Trifosfatase Miofibrilar
(mATPases. E.C. 2.1.3.5.7.9.1) em valores de pH &cido e bésico.
Foi feita anélise qualitativa das laminas em microscépio dptico Leica
DM 2500. Os aspectos gerais do tecido muscular esquelético foram
avaliados nas coloragdes HE e os diferentes tipos de fibras muscu-
lares esqueléticas foram determinados pela reagdo de mATPase.
Através do software UTHSCSA ImageTool, a analise morfométrica
foi realizada apds a captura das imagens a partir do microscopio
optico Leica DM 2500 pela camera de video digital Leica DFC
300FX, conectada a um microcomputador.

Andlise da proporgao

Para o musculo tibial anterior foram utilizadas apenas as laminas
pré-incubadas em pH 4.6, pois neste € possivel identificar trés
tipos de fibras que compde este musculo como as fibras tipo | (FT
I), FTIIA, FT IIB e FT Hibridas. As mensuracoes foram realizadas a

partir da obtencéo de imagens colhidas em 3 campos aleatorios
das laminas do musculo tibial anterior.

Andlise da area das fibras musculares

Em cada corte histoldgico foi mensurada a area de 100 fibras
musculares, escolhidas de modo aleatério na regiéo central da
secao histologica.

Os dados estatisticos foram devidamente tratados e analisados
através do teste U de Mann-Whitney com 5% de significancia.

RESULTADOS

No dia da morte, o peso médio dos animais foi de 248g em G,
247gem Gl, 307,5g em G2, 312g em Gll, 402,5g em G3, 365g em
Glll, 508g em G4 e 439g em GIV.

Alteracoes Macroscopicas

Foi observado durante o periodo experimental, o comportamen-
to de auto-mutilagdo dos dedos das patas traseiras que haviam
sofrido desnervacéo. Os animais roeram dedos e patas devido a
auséncia da sensibilidade e do nédo reconhecimento daquela ex-
tremidade como parte integrante de seu préprio corpo. O mesmo
nao aconteceu com os animais submetidos ao tratamento com
estimulacéao elétrica.

Observamos ainda a contratura em flexao da articulacéo do tor-
nozelo dos animais desnervados e nao-estimulados nos grupos
de 28 e 56 dias. Tal articulagéo estava rigida, ndo cedendo a ma-
nipulacéo. Os animais submetidos a estimulagdo ndo sofreram
esse tipo de comprometimento.

Estimulagao Elétrica

Os animais dos grupos desnervados e estimulados foram subme-
tidos ao exame de eletrodiagnostico e, apds a determinacao dos
parametros especificos para estimulagéo elétrica transcutanea dos
musculos, foram submetidos aos respectivos tratamentos seletivos
Na primeira semana apds a desnervagao, todos os animais estimula-
dos tiveram seus musculos faradizaveis, ou seja, respondendo a uma
corrente faradica. Apos a primeira semana, 0s parametros de estimu-
lagéo elétrica (T = tempo de estimulo-largura do pulso e cronaxia)
foram gradativamente aumentando, evidenciando a necessidade do
musculo desnervado em responder a estimulos de alta intensidade e
duracgao. Essas alteragdes mostram as mudancas na excitabilidade
sofridas pelo musculo esquelético apds sua desnervagao.

As frequiéncias de estimulacéo, diretamente relacionadas aos pa-
rametros de largura e duragdo de pulso, também variaram no
decorrer do experimento, inicialmente, aos 7 dias de experimento,
os musculos desnervados responderam a uma frequéncia de es-
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timulacao de 50 Hz que foi gradativamente caindo e atingindo os
valores minimos de 10 Hz aos 14 dias, 3 Hz aos 28 dias e 1 Hz
aos 56 dias de desnervagao.

Os valores de cronaxia, ao contrério da frequéncia de estimulacéo,
aumentaram gradativamente, tendo seus valores iniciais em 0,1
ms, compativel com valores de musculos normalmente inervados,
e atingindo 5 ms ao final do experimento.

O ponto-motor, regiao de maior excitabilidade do musculo, encon-
trou-se descaracterizado nos grupos desnervados e estimulados
no periodo de 7 dias e 14 dias. Nesses periodos, tais pontos en-
contravam-se mais distal ao ventre muscular, proximos ao tendao
de insercédo do musculo tibial anterior. Nos grupos desnervados
e estimulados no perfodo de 28 dias e 56 dias houve um retorno
do ponto motor a regido do ventre muscular.

Morfologia

Os cortes transversais do musculo tibial anterior no grupo controle
apresentaram fibras poliédricas ou hexagonais, multinucleadas,
com nucleos periféricos e achatados. A progresséo da desnerva-
¢ao evidenciou fasciculos musculares mais definidos, contornos
das fibras musculares mais irregulares e com aspecto arredondado
além de nucleos arredondados e centralizados, e com alteragdes
discrébmicas em seu interior. Tais alteragdes puderam ser observa-
das a partir do grupo GlI (14 dias apenas desnervado). Observa-
mos ainda que os musculos desnervados e estimulados sofreram
alteracoes semelhantes aos apenas musculos desnervados, mas
que demoraram mais tempo para se instalar. Estas foram notadas
a partir do grupo G3 (28 dias desnervado e estimulado).

Morfometria

NuUmero de fibras musculares

A quantidade dos diferentes tipos de fibras musculares no misculo
tibial anterior foi reduzida em todos os quatro grupos de estudo
quando comparados 0s grupos apenas desnervados aos desner-
vados e estimulados. Tais modificagbes podem ser observadas
no gréfico representada pela figura 3. Houve diferenga significa-
tiva no periodo de 7 dias em FT IIB (p=0,01855) e FT hibridas
(p=0,001528), no periodo de 14 dias em FT hibridas (p=0,01771),
no periodo de 28 dias em FT lIA (p=0,01097) e FT hibridas
(0,03808) e no periodo de 56 dias em FT IIB (p=0,001122).

Area das fibras musculares

As dreas dos diferentes tipos de fibras sofreram modificacoes diferen-
ciadas nos periodos avaliados. Observou-se aumento da &rea de FT |
e FT hibridas enquanto FT llA e FT IIB sofreram reducao nessa medi-
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Figura 3 — Porcentagem dos diferentes tipos de fibra muscular (tipo I, lIA,
IIB e hibridas) encontrados nos misculos tibial anterior nos diferentes gru-
pos experimentais: C — controle, G1 — desnervado e estimulado 7 dias, G/
— desnervado 7 dias, G2 — desnervado e estimulado 14 dias, Gll - desner-
vado 14 dias, G3 — desnervado e estimulado 28 dias, Glll - desnervado 28
dias, G4 — desnervado e estimulado 56 dias, GIV — desnervado 56 dias.

da. Os valores das éareas de tais fibras musculares podem ser obser-
vados na Tabela 1. Houve diferenca significativa nos valores das éreas
de FTIIB (p=0,0191) no periodo de 7 dias, de FT IIA (p=0,000001) e
FT hibridas (p=0,0008) no periodo de 28 dias e de FT lIA (p=0,00001)
e FT hibridas (p=0,0000001) no periodo de 56 dias.

DISCUSSAO

Macroscopicamente, a auséncia de contratura da articulagao do
tornozelo nos animais cujos musculos tibiais anterior foram desner-
vados e estimulados exemplificou uma das acoes benéficas desse
tratamento. A desnervagéo do musculo tibial anterior provocou um
desequilfbrio entre os musculos que envolvem a articulagdo do
tornozelo e a manutengao dessa situagao durante todo o periodo
do experimento, provavelmente contribuiu para a instalagao de um
quadro de fibrose e encurtamento permanente da capsula articular
deixando a articulagao rigida.™ A estimulagao elétrica do mésculo
desnervado através de um regime de tratamento constante (trés
Vezes por semana) promoveu a contragao do musculo tibial anterior,
mobilizando tal articulagéo, prevenindo a contratura. A influéncia da
estimulagao elétrica também pbde ser observada na auséncia de
atitudes auto-mutiladoras nos animais desnervados e estimulados.
A mudanca da localizagao do ponto motor, ponto de maior excita-

Tabela 1 — Valores numéricos das dreas (média e desvio-padrdo) dos diferentes tipos de fibras nos diferentes grupos experimentais: C — controle,
G1 - desnervado e estimulado 7 dias, Gl — desnervado 7 dias, G2 — desnervado e estimulado 14 dias, Gll — desnervado 14 dias, G3 — desnervado e
estimulado 28 dias, Glll — desnervado 28 dias, G4 — desnervado e estimulado 56 dias, GIV — desnervado 56 dias. Os valores em negrito seguidos de

asterisco sdo os com significancia estatistica (p< 0,05).

c G1 Gl Gll G3 Glll G4 GIV
d+ee d d+ee d d+ee d d+ee d
7 dias 14 dias 28 dias 56 dias
| média 42,9946 41,97 34,481 31,387 52,7924 57,792 66,4467 37,16
dp 20,1683 12,2719 12,4606 13,6287 37,1504 23,6115 52,1862 27,577
A média 71, 4178 30,023 30,645 29,4594 29,267 34,0108* 24,5424* 51,4803* 11,5069*
dp 7,64311 7,98806 7,6566 8,3142 18,5174 9,8668 24,3084 3,7089
1B média 66,5205 45,2475* 42,7195* 31,3497 31,9325 33,5214 34,5381 50,8485 45,7298
dp 28,23 17,5955 14,6703 8,0781 9,5325 24,2925 17,1058 33,7254 27,0552
Hibridas média 44,1006 41,4598 28,4427 28,7653 25,9649* 36,2871* 52,8664* 10,5344
dp 11,8472 15,5151 7,3053 8,534 16,9234 17,5918 29,9089 3,3818

Acta Ortop Bras. 2010; 18(2):85-9



bilidade devido a maior sensibilidade a acetilcolina, observada nos
musculos desnervados foi compativel com outros estudos.>'® Um
musculo esquelético normal possui uma maior sensibilidade a ace-
tilcolina na regido da sua placa motora que, na grande maioria das
vezes esta localizada no ventre muscular. Secundéria a essa regiao
de maior excitabilidade, uma porgéo préxima a regiao miotendinea
apresentou também uma maior sensibilidade a acetilcolina, conse-
guentemente de maior excitabilidade, intermediéria entre a placa
motora e o restante da fibra muscular. Apds a desnervacgéo, toda a
regiao da fibra muscular esquelética torna-se sensivel a acetilcolina e
consequentemente, mais excitavel, como estimulo a reinervagao >
A maior excitabilidade pds-desnervagdo na regido distal do musculo
observada neste experimento durante as primeiras duas semanas
confere com a segunda regiéo de maior excitabilidade do musculo,
j& que a primeira regido, a placa motora, estava descaracterizada
devido a desnervacéo. O retorno do ponto motor a regiao central
do ventre muscular apés esse periodo foi provavelmente devido a
influéncia da estimulagao elétrica externa. Dessa forma, o tratamen-
to através da estimulagao elétrica serviu como estimulo para que as
fibras musculares se adaptassem a reinervagéao, retomando suas
caracteristicas originais a espera desse acontecimento.

As alteragdes morfoldgicas sofridas pelos musculos desnervados
observadas neste estudo foram compativeis com outros achados
na literatura. Guth'® caracterizou alteragdes morfolégicas eviden-
tes a partir de 14 dias de desnervacdo semelhantes as aqui ob-
servadas como a forma dos nlcleos das fibras musculares que
se tornaram mais arredondados e mais centralizados além da
presenca de alteragdo da coloracéo central. Tais caracteristicas
foram sugestivas da proliferagao nuclear, indicando assim uma
adaptagdo do musculo a desnervagao.'

A principal alteracéo sofrida pelo musculo esquelético desnervado
foi a atrofia por desuso.'® Ela foi uma das principais justificativas
para a utilizacdo da estimulagao elétrica nesses casos, para a sua
prevencao.'®'® A reducao na area das fibras musculares apos a
desnervacdo foram observada neste estudo apenas nos grupos
desnervados e foi compativel com os achados na literatura. Vérios
estudos relataram reducéo significativa da érea de secgao trans-
versa das fibras musculares nas primeiras duas semanas apos a
desnervacgéo.' Eles consideraram que ao final das trés semanas
apos esse procedimento, houve uma reducéo de 80% da area das
fibras musculares quando comparadas com fibras normais.'®

O papel da estimulagéo elétrica no retardo e/ou na prevencéo da
atrofia do musculo desnervado foi alvo de inimeras publicagoes.
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No presente estudo, a freqUéncia da estimulacéo variou durante
todo o periodo do experimento de acordo com a excitabilidade
do musculo desnervado. Dessa forma, nao houve um padréo pré-
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