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RESUMO

Introdugdo: As propriedades mecéanicas (PM) consistem num ins-
trumento de aplicabilidade clinica para profissionais de salde que
atuam no sistema musculo-esquelético. Objetivos: Avaliar dois pro-
tocolos de estimulagéo elétrica neuromuscular (NMES) na potencia-
lizagao do restabelecimento das PM no complexo musculo-tendineo
apos imobilizagdo segmentar de ratas. Materiais e Métodos: Foram
utilizados 50 animais distribuidos em: Controle (GC, n=10); Imo-
bilizado (Gl, n=10); Imobilizado e remobilizado livre (GIL, n=10),
Imobilizado e NMES uma vez ao dia (GIE1, n=10) e Imobilizado e
NMES duas vezes ao dia (GIE2, n=10). A imobilizacao foi realizada
por 14 dias. O GIL foi liberado posteriormente por 10 dias. A NMES
foi aplicada pés-imobilizagao por 10 dias, GIE1 aplicado pela ma-
nha (10 minutos) e, GIE2 aplicado pela manha e a tarde (totalizando
20 minutos). Posteriormente, o musculo gastrocnémio foi submetido
ao ensaio mecanico de tragdo sendo as PM de rigidez, resiliéncia,
carga e o alongamento no limite maximo avaliadas. Resultados: A
imobilizagao reduziu os valores das propriedades de carga e rigidez
(p<0,05). A NMES utilizada duas vezes ao dia determinou resul-
tados menos satisfatérios das PM avaliadas que aqueles obtidos
uma vez ao dia e no grupo remobilizado (p>0,05). Concluséao: O
musculo gastrocnénio tornou-se estruturalmente mais organizado
frente a aplicagdo unitaria da NMES e na remobilizagao.
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INTRODUGAO

A imobilizacao segmentar'?, atividade fisica', estimulagéo elétrica
neuromuscular (NMES)3, dentre outras formas de estimulos ex-
ternos* séo capazes de promover alteragbes nas propriedades
mecanicas do musculo esquelético, tendéo e osso.

As propriedades mecanicas dos tecidos apresentam duas fases distin-
tas: a elastica, que representa a extensibilidade tecidual sem desenca-
deamento de ruptura e a plastica, onde falhas estruturais teciduais séo
encontradas. Quando um musculo esquelético é passivamente tencio-
nado sem desencadear contragéo, uma resisténcia mensuravel pode
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ser obtida. Esse comportamento tem nome definido como rigidez
muscular, elasticidade, extensibilidade ou toénus muscular passivo.>®
O complexo musculo-tendineo apresenta distintos constituintes
estruturais responsaveis por realizar suporte de cargas tencionais
evitando possiveis rupturas. Tendao, fascia, fasciculos, proteinas
contréateis e citoarquiteturais representam um conjunto de estruturas
que oferecem resisténcia as forgas externas.” Estas forgas sdo ca-
pazes de alterar a forma e o tamanho do musculo, além de serem
influenciadas diretamente pela temperatura do tecido, quantidade
e duragéo da forga empregada.*’
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Algumas estruturas respondem por esse comportamento dentre elas
destacam a matrix extracelular5® e a titina® tidas como responséaveis
pela resisténcia viscoelastica do complexo musculo-tendineo.

A propriedade de rigidez pode revelar que o tecido é capaz de
promover pequeno alongamento e suportar carga elevada. Ma-
theus et al.® afirmaram que esta propriedade quando expressa de
modo reduzido pode deixar o musculo suscetivel a lesées quando
submetido a tenséo.

Schleip et al.® levantaram a hipdtese de que tecido conjuntivo in-
tramuscular, especificamente sua camada mais superficial, o peri-
misio, seria capaz de se adaptar de modo mais intenso aos esti-
mulos mecanicos externos a ponto de aumentar sua espessura e
finalmente, via sintese de colageno pelos fibroblastos, aumentar a
rigidez do musculo.

A imobilizagao de um segmento ¢é utilizada para o tratamento de
lesdes musculo-esqueléticas e, conhecidamente, induz alteragdes
deletérias, na massa, na extensibilidade, na forga e na resisténcia
da musculatura, associada ao aumento de tecido conjuntivo intra-
muscular® e ainda, alteragdes ligamentares e rigidez articular.”® £
relatado que apds 48 horas de imobilizagdo o musculo desenvolve
atrofia e que apds 7 dias ocorre reducdo em 37% de sua mas-
sa.""2 Willians et al."" demonstraram que associado a redugao
do comprimento longitudinal das fibras, ha significativa redugao
de sarcémeros em série, aumento de tecido conjuntivo perimisial
e endomisial. Outros autores confirmaram estes dados utilizando
modelos experimentais complementares.'®

Paralelo a estes achados tem sido sugerido que o aumento de te-
cido conjuntivo intramuscular® e a desorganizagéo macromolecular
de seus constituintes determinam modificacdes significativas das
propriedades mecénicas do musculo que sofreu imobilizagao.®

A estimulagéo elétrica neuromuscular (NMES) é um recurso que
comprovadamente preserva a area de secgao transversa de um
musculo e a sintese de proteinas, minimizando a atrofia induzida
pela imobilizagao.”'*'® Quando aplicada durante o periodo de imo-
bilizacao, foi capaz de evitar o aumento de tecido conjuntivo.! Em
situacdes similares a anterior, este recurso promoveu manutengao
das propriedades mecanicas de rigidez, carga e alongamento no
limite proporcional.®

A avaliacdo das propriedades mecanicas dos tecidos consiste
numa ferramenta de grande utilidade para o estabelecimento de
protocolos clinico/cirirgicos e programas de reabilitacéo, pois
fornece conhecimento relevante sobre as possiveis adaptacoes
que ocorrem nos musculos, tenddes, ligamentos e 0ssos frente a
estimulos externos.

Em paralelo, a utilizagado de NMES associada ao perfodo de imobi-
lizacao tem sido relatada em alguns estudos, porém os protocolos
utilizados s&o variados®'" e os resultados obtidos s&o inconsistentes.
Portanto, este estudo analisou algumas propriedades mecanicas do
musculo gastrocnémio de ratas que sofreram imobilizagao gessada
e foram posteriormente, uma e duas vezes ao dia, em periodos dis-
tintos, remobilizadas por NMES ou sofreram livre mobilizagéo.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizadas 50 ratas (Rattus Norvegicus Albinus) da variedade
Wistar, adultas jovens, com massa corporal média de 200+30g, for-
necidas pelo Biotério Central da Prefeitura do Campus de Ribeirao
Preto, da Universidade de Sao Paulo (USP).

Grupos experimentais

Este estudo foi aprovado pela Comissao de Etica em Uso Animal
(CEUA) - Universidade de Sao Paulo - Campus Ribeirao Preto — SP
(Protocolo n° 06.1.692.53.8).
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Os animais foram divididos em 5 grupos (n=10): Controle (GC) — os
animais desse grupo nao receberam intervencao sendo mantidos
por 24 dias em gaiolas no biotério do Laboratério de Bioengenha-
ria da Universidade de S&o Paulo com &gua e ragéo ad libitum;
Imobilizado (Gl) - os mUsculos gastrocnémios deste grupo foram
imobilizados por 14 dias em posicao de encurtamento; Imobilizado
e mobilizado livre (GIL) os animais desse grupos foram previamente
imobilizados por 14 dias e em seguida liberados na gaiola por 10
dias com agua e racéo ad libitum. Imobilizado e eletroestimulado
uma vez ao dia (GIE1) esse grupo foi imobilizado por 14 dias e,
posteriormente, submetido a técnica de NMES aplicada por 10
dias consecutivos, uma vez ao dia, por 10 minutos diarios; Imobi-
lizado e submetido a NMES duas vezes ao dia (GIE2) os animais
foram imobilizados por 14 dias e submetido ao mesmo protocolo
de NMES do GIE1, no entanto realizado duas vezes ao dia em
periodos distintos, sendo uma aplicagédo pela manha e outra a
tarde, com intervalo de 6 horas entre as aplicacdes. Nao houve
perda amostral durante a execugao dos grupos experimentais. A
massa corporea média inicial dos animais foi de 202,08+15,91g e
a final de 233,33+16,57. A idade dos animais estava entre 42 e 49
dias. Apds as intervengdes, os animais foram submetidos a euta-
nasia por meio de uma dose excessiva de cloridrato de ketamina
(80mg/kg) e cloridrato de xilazina (15mg/kg) via intraperitoneal, em
seguida tiveram o musculo gastrocnémio dissecado mantendo as
insergdes proximais ao fémur e distal no calcaneo o que permitiu
a fixagao do musculo @ maqguina universal de ensaios mecanicos
de tragao longitudinal. Até o momento de realizagdo do ensaio o
musculo gastrocnémio foi mantido em uma solugéo fisiolégica 0,9%
de cloreto de sddio (NaCl) e a temperatura de 25°C.

Imobilizacao

A imobilizagdo do membro posterior direito dos animais foi realiza-
da apds aplicagéo de anestésico intramuscular, sendo elaborado
um aparelho gessado que inclufa a pelve, quadril, joelho em total
extenséo e tornozelo em flexao plantar maxima como previamente
descrito.* Neste método os mUsculos gastrocnémios e séleos per-
maneceram em posigao de encurtamento, principalmente devido
ao posicionamento em flexao plantar maxima, o que permite a
aproximagao entre a origem e insercao de ambos os musculos.

Estimulagao elétrica neuromuscular (NMES)

Foi utilizado um equipamento de estimulagao elétrica neuromuscular
da marca Bioset® modelo Physiotonus Four, com unidades gera-
doras de baixa frequéncia, bifasica, (despolarizada), assimétrica e
pulsos de pequena duracao, aplicados sob frequéncia controlada.
Para a condugéo do estimulo elétrico ao musculo foram utilizados
dois eletrodos. O primeiro tido como dispersivo com 6¢cm? de area,
foi fixado a regido lombar e o segundo denominado de ativo, em
forma de caneta, com 0,5cm de diédmetro foi aplicado sobre o ponto
motor do musculo gastrocnémio direito.

Uma camada de gel entre os eletrodos e as regides de contato foi
aplicada para permitir melhor contato entre a pele e os eletrodos,
facilitando a condugéo do estimulo elétrico.

Os parametros utilizados para estimulacao dos animais foram: fre-
quéncia de 50Hz?, ciclo on de 8s, ciclo off de 22s e intensidade de
aproximadamente 1mA (resisténcia de 100Q)), capaz de promover
uma contragdo sustentada e visivel do musculo. Antes do desenvol-
vimento da técnica de estimulacéo elétrica todos os animais foram
submetidos & tricotomia das regides lombar e porcéo ventral do
musculo gastrocnémio direito. Tal medida foi adotada para facilitar a
condugao da corrente elétrica. Durante a realizagao do procedimento
de NMES o joelho permaneceu em extensao e o tornozelo em flexao
plantar o que deixava os musculos em posigao de encurtamento.
Durante o periodo de tratamento pela NMES os animais foram pre-
viamente anestesiados com associacao de cloridrato de ketamina
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(80mg/kg) e cloridrato de xilazina (15mg/kg), na dose de 0,05ml da
mistura para cada 100 gramas de massa corporal via intramuscular.
No grupo eletroestimulado apenas uma vez ao dia, a NMES foi realiza-
da por 10 dias consecutivos com tempo de estimulagao de 10 minu-
tos diérios, sendo desenvolvida 20 contragdes e tendo sido aplicada
no mesmo perfodo do dia, pela manha. Quando utilizada duas vezes
ao dia a NMES foi aplicada uma vez pelo periodo da manha e outra a
tarde com intervalo de seis horas entre os procedimentos totalizando
um tempo de aplicagdo de 20 minutos e um nUmero total de 40 con-
tracoes. Em ambos protocolos de NMES n&o foi identificado fadiga.

Ensaio de tracao

O ensaio de tragdo do mUsculo gastrocnémio das ratas foi realizado
utilizando a maquina universal de ensaio EMIC® - modelo DL10000,
equipada com uma célula de carga 50Kgf, pertencente ao Labora-
torio de Bioengenharia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
— USP Foi utilizado um acessério especial que permitiu a fixagéo
do fémur e da pata do animal preservando a origem e insercéo do
musculo. Apds a fixagdo do musculo aos acessoérios da maquina
universal de ensaios, este foi submetido a tracéo axial. Os parame-
tros adotados para o ensaio foram pré-carga de 0,30Kgf, velocidade
do ensaio de 10mm/min, limites de carga e alongamento de 8,00Kgf
e 25mm, respectivamente os ensaios foram realizados até o mo-
mento de ruptura dos musculos e seguiu protocolo descrito.'?
Por intermédio de uma interface com um microcomputador (equipa-
do com o software Tesc®) foi gerado um gréfico carga versus alon-
gamento para cada ensaio. (Figura 1) As propriedades mecénicas
avaliadas foram rigidez, carga e alongamento no limite méaximo. A
rigidez, que corresponde a tangente do angulo formado pela reta
obtida na fase elastica do musculo (representada em N/m), de-
monstrando a relagao entre a carga e o alongamento durante a fase
elastica. A carga no limite méximo (CLM) demonstra o maior valor
de carga registrado na fase plastica antes do musculo se romper
totalmente, sendo representada em Newtons (N). O alongamento no
limite maximo (ALM), demonstra a maxima capacidade do musculo
em se deformar na fase plastica quando imposto carga tracional sem
a ocorréncia de ruptura completa, é expresso em metros (x10°m).
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Figura 1 — Curva carga vs alongamento obtida nos ensaio mecénico dos
musculos. O B representa o ponto referente a carga e o alongamento no limite
de proporcionalidade (LP) obtidos na fase elastica. A tangente do angulo o
representa os valores de rigidez. A area do triangulo representa a energia
absorvida na fase elastica (resiliéncia). O O representa os valores de carga
e alongamento no limite maximo (LM)

Andlise estatistica

Inicialmente os resultados tiveram a normalidade testada utilizando
0 método de Kolmogorov e Smirnov. Para comparagéo entre os gru-
pos foi utilizado os testes ANOVA e Tukey-Kramer, sendo adotado
um nivel de significancia 5%.
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RESULTADOS

A imobilizacao reduziu significativamente os valores das proprie-
dades de rigidez, carga e alongamento nos limites méximo dos
musculos gastrocnémios em relagao aos musculos do grupo con-
trole (p<0,05).(Tabela 1) Considerando as propriedades de carga e
rigidez, os musculos dos animais submetidos a imobilizagao apre-
sentaram valores inferiores em relagdo aos obtidos pela aplicacao
dos protocolos de NMES (uma vez e duas vezes ao dia). (Tabela 1) A
remobilizacdo por NMES aplicada uma e duas vezes ao dia devolveu
ao musculo a propriedade mecanica de carga similares as condigbes
controle (GC vs GIE1, GC vs GIE2 p>0,05), entretanto a propriedade
de alongamento no limite maximo nao foi restabelecida. (Tabela 1)

Tabela 1 - Valores de médias e respectivos desvios-padrdo das propriedades
mecénicas de rigidez, carga e alongamento no limite maximo nos diferentes
grupos estudados

CARGA ALONGAMENTO RIGIDEZ
(N) (x 10°m) (x10° N/m)
GC 33.19 + 1.66" 12.73 + 1.19"4.@ 3.62 +0.33"®
Gl 17.85+5.714.9¢ 9.96+2.61* 1.83+0.714.0¢
GIL 34.42 + 555" 11.37 + 1.63%4.@ 3.43 + 0.64"
GIE1 31.36 + 4.50% 8.55+1.45 424 +096"
GIE2 28.44 + 359" 7.61+1.28 474 +0.62*

W p<0,05 (comparado com GC); #: p<0,05 (comparado com Gl); A: p<0,05 (comparado com
GIE1); @: p<0,05 (comparado com GIE2); 4; p<0,05 (comparado com GIL).

Quando avaliada a propriedade de rigidez, a NMES aplicada uma
vez ao dia (GC vs GIE1, p>0,05), assim como a liberagdo dos
animais (GC vs GIL p>0,05) favoreceram o restabelecimento des-
sa propriedade, enquanto a NMES aplicada duas vezes ao dia
determinou valores superiores aos obtidos na condigdo controle
(GC vs GIE2, p<0,05).

Os valores médios e desvios obtidos na andlise das diferentes
propriedades para os diferentes grupos experimentais estudados
sao observados na Tabela 1.

DISCUSSAO

A imobilizagdo de um segmento corpéreo é capaz de reduzir as
propriedades mecanicas do complexo musculo-tendineo.'3® Para-
lelamente é sabido que a imobilizac&o altera a orientagdo das fibras
de colageno®, promove a atrofia das fibras musculares', reduz a
extensibilidade de proteinas sarcoméricas (titina) e suas isoformas
(o e B)% além de promover modificagbes na matrix extracelular®
tidas como as provaveis causas para a redugao das propriedades
mecanicas avaliadas neste estudo.

Quando um segmento corpéreo é imobilizado os musculos estao su-
jeitos a adaptacdes que podem deixé-los susceptiveis a lesdes poste-
riores por estresse mecanico®®, no entanto, algumas destas alteragoes
podem ser prevenidas ou mesmo revertidas com a utilizagao de técni-
cas remobilizacdo.! Em nosso estudo, os métodos de remobilizagao
adotados foram a NMES e a liberagao dos animais em gaiolas.

Os resultados obtidos demonstram que a rigidez reduziu considera-
velmente no grupo imobilizado se comparado aos demais grupos,
corroborando com achados obtidos por outros pesquisadores.’3°
Quando aumentada, a propriedade em questao revela que o mus-
culo é capaz suportar alta carga e apresentar pequeno alongamen-
to. Tal alteragado pode estar presente nos casos de encurtamento
muscular e em locais que sofreram lesédo, com subsequente for-
magao de tecido cicatricial, pois ambos alteram as configuragoes
das fibras de colédgeno reduzindo a capacidade de alongamento do
tecido.’ Em nosso estudo observamos que os grupos submetidos
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a NMES uma e duas vez ao dia apresentaram os maiores valores
de rigidez e os menores valores de alongamento no limite méaximo
quando comparado aos demais grupos.

Cargas mecanicas ciclicas funcionam como um importante regu-
lador de diferentes fungcdes musculares dentre elas a expressao
génica na matriz extracelular'®, a expressao de fatores de cresci-
mento®'®, bem como a sintese proteinas e citocinas da matriz.'” A
NMES gera cargas ciclicas tensionais capazes de promover mudan-
cas estruturais no complexo musculo-tendineo contribuindo para a
modificagao das propriedades mecanicas.

Em nosso estudo os resultados obtidos nos grupos que sofreram in-
tervencao por NMES podem ter sofrido aumento na degradagao do
colageno intramuscular. Autores demonstram que os musculos com
predominancia de fibras de contragao rapida apresentam aumento
na expressao de metaloproteinases do tipo 2 apods a realizagao
de exercicios de alta intensidade.'® Todavia, quando a atividade
¢ interrompida o restabelecimento da sintese de colageno ocorre
entre 1-3 dias.® Nos grupos em que a NMES foi realizada nao houve
a utilizagao de intervalos diarios nas aplicagbes o que poderia ter
acentuado a degradagao de colageno.

Acreditamos na hipétese que esse fato tenha contribuido para redu-
¢ao das propriedades de rigidez e alongamento do limite méaximo
dos grupos submetidos a NMES se comparado ao grupo imobiliza-
do-livre, visto que os animais desse Ultimo apds o periodo de imobi-
lizacdo permaneceram livres em gaiolas o que permitiu a execucao
de atividade fisica de baixa intensidade (deambulagéo) capaz de
reduzir da expressao de metaloproteaes'®, restabelecer a sintese de
colageno e subsequente reorientagdo de suas fibra®, provavelmente
estas mudancas contribuiram para o restabelecimento das proprie-
dades de rigidez, aumento no suporte de carga e capacidade de se
alongar no limite méximo do grupo imobilizado-liberado.

Estudos demonstram que o restabelecimento das propriedades me-
canicas do musculo gastrocnémio, a padroes controle, € conseguida
com a liberagé&o dos animais em gaiolas por quatro semanas', entre-
tanto esta resposta n&o foi obtida por Matheus et al 2, que utilizaram a
liberagao por dez dias. Em nosso estudo a liberacao foi de quatorze
dias, intervalo de tempo suficiente para promover o restabelecimento
a padrdes controle de todas as propriedades avaliadas.

No grupo onde a intervengao por NMES ocorreu duas vezes ao dia
foi observado que a propriedade de rigidez alcangou valores supe-
riores aos obtidos nas condigdes controle, resultado que poderia
ser considerado benéfico, como demonstrado por outros autores.®
Todavia, deve ser observado que mesmo apresentando maior rigi-
dez, os musculos deste grupo suportaram menor carga e sofreram
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um pequeno alongamento se comparado aos demais grupos, su-
gerindo maior suscetibilidade do tecido a les&o.

Subsidiados pelos achados acima descritos e que, a remobilizacao
por exercicios fisicos apds imobilizagao altera a quantidade e a
orientagao do conjuntivo no musculo'®, acreditamos na hipdtese
que, ainda que aumentada a expressao de tecido conjuntivo peri-
misial ap6s o periodo de imobilizagdo, a estimulacéo elétrica possa
ter acentuado, assim como no exercicio fisico de alta intensidade®,
a atividade das metaloproteinases reduzindo o a proliferagéo de
coldgeno no musculo com consequente redugdo na capacidade
de suporte a cargas tencionais.

Outra hipdtese sugerida nesse estudo refere ao estado de alerta
dos animais. O grupo submetido a imobilizagao e posteriormente
liberado permaneceram nos locais de contencao sem alteracdes
em seu estado de alerta. Esses locais permitiram ao animal se
locomover dentro de seus limites fisiolégicos, o que ndo ocorreu
com os grupos submetidos a NMES visto que os mesmos foram
anestesiados e posteriormente submetidos a eletroestimulacéo. A
NMES quando imposta a um musculo com inervagéo integra pro-
move recrutamento das unidades motoras de modo diferenciado
dos padrdes fisioldgicos, ou seja, recrutamento inicial das unidades
susceptiveis a fadiga e posteriormente das mais resistentes.' Um
estimulo elétrico gerado sobre um determinado segmento corpdreo
evoca potenciais de acao em todos os axénios do nervo, sejam
autondémicos, motores e sensoriais.?’ Assim uma contracdo con-
victa como a realizada em nosso estudo pode ter sido agressiva e
acentuado o processo de microlesoes.

CONCLUSOES

Portanto, os resultados obtidos neste modelo experimental demons-
traram que a NMES quando aplicada pds-imobilizagao deve ser
utilizada de forma progressiva, apresentando intervalos entre dias.
N&o é sugerida a aplicagéo desta técnica mais que uma vez ao
dia. A livre mobilizagao pode ser incentivada, respeitando os limi-
tes dolorosos do sujeito. Estes achados devem ser considerados
durante o processo de reabilitacdo e na eleicdo de um recurso
terapéutico, para que possiveis lesdes musculares por sobrecarga
sejam maximamente prevenidas.
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