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Eletroestimulacdo atenua alteracoes morfoldgicas e

previne atrofia do mdsculo tibial cranial desnervado

Electrical stimulation attenuates morphological alterations and
prevents atrophy of the denervated cranial tibial muscle
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RESUMO

Objetivo: Investigar se a estimulacéo elétrica pela corrente russa
é capaz de manter a morfologia do musculo tibial cranial de ratos
desnervados experimentalmente. Métodos: Foram utilizados 36
ratos Wistar, distribuidos em quatro grupos: Grupo Controle Inicial,
Grupo Controle Final, Grupo Experimental Desnervado Tratado, Grupo
Experimental Desnervado. A eletroestimulagao foi realizada com um
protocolo de corrente russa aplicada trés vezes por semanas, durante
45 dias. Ao final, os animais foram eutanasiados e, em seguida,
foram realizadas as analises histoldgica e morfométrica. Os dados
foram submetidos a anélise estatistica, com nivel de significancia
de p<0,05. Resultados: Os Grupos Experimental Desnervado e
o Grupo Experimental Desnervado Tratado apresentaram é&rea de
seccado transversal da fibra menor quando comparados ao Grupo
Controle Final. Entretanto, constatou-se diferenca significativa entre
o Grupo Experimental Desnervado e o Grupo Experimental Desnervado
Tratado, mostrando que a estimulacéo elétrica minimizou atrofia
muscular. Ainda, observou-se que o Grupo Experimental Desnervado
Tratado apresentou resultados semelhantes ao Grupo Controle Inicial.
Conclusao: A estimulacéo elétrica por meio da corrente russa foi
favordvel na manutencao da morfologia do masculo tibial cranial
desnervado experimentalmente, minimizando a atrofia muscular.

Descritores: Estimulacdo elétrica/métodos; Misculo esquelético;
Atrofia muscular; Denervagao muscular; Ratos

ABSTRACT

Objective: To investigate if electrical stimulation through Russian
current is able to maintain morphology of the cranial tibial muscle
of experimentally denervated rats. Methods: Thirty-six Wistar rats

were divided into four groups: the Initial Control Group, Final Control
Group, Experimental Denervated and Treated Group, Experimental
Denervated Group. The electrostimulation was performed with a
protocol of Russian current applied three times per week, for 45
days. At the end, the animals were euthanized and histological and
morphometric analyses were performed. Data were submitted to
statistical analysis with a significance level of p<0.05. Results: The
Experimental Denervated Group and the Experimental Denervated
and Treated Group had cross-sectional area of smaller fiber compared
to the Final Control Group. However, there was significant difference
between the Experimental Denervated Group and Experimental
Denervated and Treated Group, showing that electrical stimulation
minimized muscle atrophy. The Experimental Denervated and Treated
Group and Initial Control Group showed similar results. Conclusion:
Electrical stimulation through Russian current acted favorably
in maintaining morphology of the cranial tibial muscle that was
experimentally denervated, minimizing muscle atrophy.

Keywords: Electric stimulation/methods; Muscle, skeletal; Muscular
atrophy; Muscle denervation; Rats

INTRODUCAO

As lesoes nervosas periféricas sao frequentes na socie-
dade, tornando-se preocupagao para a satide publica e o
sistema previdenciario. Suas causas mais prevalentes sao
as ocasionadas por projéteis de arma de fogo, quedas,
traumas perfurocortantes e acidentes automotivos.!
Sabe-se que a desnervagdo ocasiona a perda de
massa muscular, a diminuigao da secgao transversal das
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fibras e a incapacidade de gerar forga, acompanhada do
aumento de tecido conjuntivo em nivel de perimisio e
endomisio.® Esta fase ¢ seguida por necrose progressi-
va e apoptose das fibras musculares, além de substitui-
cao do tecido muscular por tecido conectivo fibroso e
tecido adiposo.©®¥

A melhora da recuperagao motora apos a lesdo e o
reparo do nervo podem ser otimizados, acelerando a re-
generacao axonal e diminuindo a progressao da atrofia
no musculo alvo, melhorando também, desta forma, sua
capacidade funcional.”)

Neste sentido, varios autores sugeriram que a esti-
mulacao elétrica feita no muasculo ap6és o reparo pode
ser benéfica durante o periodo de regeneragao nervosa.
Sugere-se também que, durante o periodo de desnerva-
¢ao0, o método mais direto para minimizar a atrofia no
musculo € a estimulacao elétrica.%12)

Caierao et al."® relatam diminuicdo do tecido con-
juntivo e aumento da area da fibra muscular por meio
de um protocolo de estimulacao elétrica no musculo
desnervado. Matheus et al.'¥ mencionam melhora nas
propriedades mecanicas do masculo.

Estudos do uso terapéutico da estimulagao elétrica
sao controversos entre si, devido a falta de consenso na
utilizacdo de pardmetros, intensidade, duracao e proto-
colos, necessitando de mais estudos para avaliar protoco-
los de estimulacao elétrica, principalmente, em musculos
desnervados. No entanto, ha registros de que estimula-
cao elétrica promoveu efeitos deletérios, retardando a
recuperagao funcional e acelerando a atrofia das fibras
musculares de ratos submetidos a axonotmese.!®

Nesse sentido, idealizamos o presente estudo expe-
rimental para avaliarmos os efeitos de um protocolo de
estimulacao elétrica direcionado para um musculo des-
nervado que é composto de fibras musculares mistas.

OBJETIVO

Investigar se a estimulacao elétrica pela corrente russa
€ capaz de manter a morfologia do musculo tibial cranial
de ratos desnervados experimentalmente.

METODOS

Foram utilizados 36 ratos (Rattus norvegiccus) da linha-
gem Wistar, jovens, machos, com 80 dias de vida, pe-
sando em média 250g. Os animais foram mantidos em
caixas apropriadas, com agua e ragdo ad libitum, sem
restricoes na movimentacao, respeitando ciclos de 12
horas de luz, em temperatura média de 24°C. O traba-
lho foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade

einstein. 2017;15(1):71-6

do Sagrado Coragao, com o protocolo 231/10 e realiza-
do no periodo de 2011/2012.

Os animais foram distribuidos em quatro grupos
com nove animais em cada, denominados assim: Grupo
Controle Inicial (GCI), cujos animais foram eutana-
siados com 80 dias de vida, ou seja, no inicio do expe-
rimento; Grupo Controle Final (GCF), cujos animais
foram eutanasiados com 125 dias de vida, ou seja, no
final do experimento; Grupo Experimental Desnervado
(GED), cujos animais foram desnervados com 80 dias
de vida, ndo receberam nenhum tipo de tratamento e
apo6s 45 dias foram eutanasiados; Grupo Experimental
Desnervado Tratado (GEDT), cujos animais foram des-
nervados com 80 dias de vida, receberam o tratamento
pOs-cirurgico de estimulacao elétrica por 45 dias e fo-
ram eutanasiados.

Procedimentos cirirgicos

Os animais foram pesados e submetidos a anestesia ge-
ral com injecdo intramuscular de cloridrato de tiletami-
na associada a cloridrato de zolazepam (10mg/kg) na
regido dorsolateral da coxa esquerda. Eles foram con-
siderados anestesiados quando o reflexo cérneo-palpe-
bral foi negativo e ndo demonstraram nenhuma reacao
motora imediatamente apods a estimulagao dolorosa do
coxim adiposo de qualquer um dos membros.

Foi realizada tricotomia da face dorsolateral do
membro pélvico direito, com os animais posicionados
em decubito ventral na placa de cortica, as patas fixadas
com fita adesiva. A antissepsia foi realizada com iodo-
povidona com 1% de iodo ativo (Povidine Alcodlico®,
VIC Pharma Ind. e Com. Ltda., Taquaritinga, SP, Brasil).

Foi feita uma incisao longitudinal na face dorsolate-
ral da coxa direita com aproximadamente 2cm. A pele e
a tela subcutanea foram rebatidas, e os musculos supra-
jacentes, divulsionados, para exposicao e seccao total
do nervo isquiatico. Apds a seccao do nervo, a extremi-
dade proximal foi retrovertida em 180° e suturada no
musculo adjacente, enquanto a extremidade distal foi
retrovertida 180° e suturada na tela subcutanea, para
evitar a reinervagdo espontanea.®

Nos 2 dias consecutivos, foi administrada medi-
cacdo analgésica de dipirona 150mg/kg (Analgex V€,
Agener Uniao) via intraperitonial a cada 12 horas.

Protocolo de eletroestimulacao

O mtsculo tibial cranial foi escolhido por sua locali-
zagao superficial, o que facilita o posicionamento dos
eletrodos para a estimulagao elétrica. Foi usado o apa-
relho da marca KLD Endophasys R Et 9701. Os ele-
trodos cutaneos, com dimensdes de 2cm x 2cm, e gel



Eletroestimulacao atenua alteragdes morfoldgicas e previne atrofia do musculo tibial cranial desnervado 73

de acoplamento, foram posicionados sobre o musculo
tibial cranial.

A eletroestimulacdo ocorreu em trés sessoes sema-
nais, com dois ciclos de aplicagao, durante os 45 dias.
Os ratos receberam aplicagoes de estimulagao elétrica
com corrente russa.

O primeiro ciclo foi realizado por 10 minutos, com o
objetivo de estimular as fibras vermelhas. Para isto, foi
utilizada a frequéncia de ciclo de 2500Hz em periodo
de 0,4ms; frequéncia de ativagao de 30Hz; intervalos de
3/1, com 9 segundos de estimulacao para 27 segundos
de repouso. A percentagem de modulagao foi de 50%.

O segundo ciclo foi realizado por 10 minutos, para
estimular as fibras brancas. Para isso, foi utilizada a fre-
queéncia de ciclo de 2500Hz, em periodo de 0,4ms; fre-
quéncia de ativagao de 100Hz; intervalos de 3/1, com 9
segundos de estimulacdo para 27 segundos de repouso.
A percentagem de modulagao foi de 50%.17

Eutanasia e coleta do misculo tibial cranial

Os animais foram eutanasiados apds 45 dias decorridos
da cirurgia com overdose anestésica. Apos, foi coletado
o musculo tibial cranial direito de todos os animais.

Processamento histologico e morfometria muscular
Para o tratamento histoldgico, foi retirado um fragmen-
to da por¢ao média do ventre muscular e posicionado no
meio de inclusao Tissue-Tek® (O.C.T., Sakura Finetek,
Torrance, EUA) para congelamento em nitrogénio li-
quido, obtencao de cortes histolégicos de 10um em
criostato (Leica®, CM1850, Nussloch, Alemanha) a
-20°C e confeccao das laminas histoldgicas em colora-
¢ao de hematoxilina e eosina.'®

A observacao e a morfometria dos musculos foram
realizadas utilizando-se o software de captura e anélise
de imagem Image-Pro Plus® 6.2 (Media Cybernetics,
Bethesda, MD, EUA), acoplado ao microscépio 6pti-
co (Olympus®, BX50, Téquio, Japao) e este acoplado
a uma camera fotografica (Olympus® DP-71, Toquio,
Japao) com resolucdo de 12 megapixels. Foi realizada
a morfometria de 220 fibras de cada animal, agrupadas
em ordem crescente de valores; foram retiradas as dez
maiores e as dez menores fibras musculares.”

Andlise estatistica

Aplicou-se o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Pos-
teriormente, os grupos foram comparados pela técnica
da Andlise de Variancia one-way (one-way ANOVA)
e foram aplicados testes de Tukey com nivel de signifi-
cancia p=0,05.

RESULTADOS

Observagoes macroscopicas

Em todos os animais do GCI e do GCEF, foi observada
morfologia normal do musculo, enquanto que, nos gru-
pos GED e GEDT, nenhum animal apresentou sinais
de reinervagao espontanea por neurotizacao. Consta-
tou-se autofagia na regiao lateral da pata operada nos
animais do grupo GED, fato acontecido pela seccao do
nervo isquidtico que, de forma indireta, lesiona o nervo
sural, o qual tem a funcio de propiciar a inervagao sen-
sitiva da pata do animal. Desta forma, o animal julgava
que a pata nao o pertencia mais e praticava a automuti-
lagao. Estes achados ndo foram observados nos animais
do grupo desnervado tratado com o protocolo da esti-
mulacao elétrica.

Observagoes histoldgicas

A histologia dos cortes transversais mostrou fibras mus-
culares poligonais no GCF e no GCI, com ntcleos peri-
féricos, padrao fascicular normal, arquitetura histoldgi-
ca organizada pela presenga de envoltdrios conjuntivos,
perimisio e endomisio, delimitando respectivamente
cada fasciculo e fibra muscular, e evidenciando a mor-
fologia normal do tecido muscular estriado esquelético.
Apenas uma caracteristica diferente foi observada en-
tre os grupos, comprovada na anélise morfométrica e
esperada naturalmente: fibras musculares visivelmente
maiores no GCF, comparado ao GCI, devido ao desen-
volvimento natural e sabidamente mais acelerado dos
ratos quando comparado ao humano no periodo do
estudo (Figural).

Ja o GED apresentou grande aumento de tecido
conjuntivo em nivel de perimisio e endomisio, conco-
mitantemente com desorganizacao fascicular, ndcleos
centralizados, fibras de pequena area, com morfologia
angulada, caracterizando fibras musculares que sofre-
ram a desnervagao e estavam em processo de atrofia
(Figura 1). Outro achado foi o aumento do numero
de fibras (intrafusais) no fuso muscular destes animais
(Figura 2).

No grupo GEDT, observaram-se caracteristicas ine-
rentes tanto do GCF, quando do GED. Constatou-se
a maioria das fibras musculares com nucleos periféri-
cos; nucleos centrais também foram observados, mais
em raras ocasioes. Outra caracteristica encontrada foi
uma discreta desorganizagao fascicular, principalmente
no perimisio. A maioria das fibras apresentou morfolo-
gia poligonal, com presencga de algumas fibras muscu-
lares anguladas e de pequena area. Além disso, ndo foi
observado aumento de fibras intrafusais como visto no
GED (Figuras 1 ¢ 2).
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Figura 1. Fotomicrografia do mésculo tibial cranial em corte transversal,

sendo Grupo Controle Inicial (A), Grupo Controle Final (B), Grupo Experimental
Desnervado Tratado (C), Grupo Experimental Desnervado (D). Observar fibras
poligonais (estrela com cinco pontas), invaséo de tecido conjuntivo (estrela com
quatro pontas), nicleos centrais (seta branca), fibra muscular atréfica (losango).
Coloracdo em hematoxilina e eosina. Aumento de 40x

Figura 2. Fotomicrografia em corte transversal de destaque dos fusos
musculares, sendo: Grupo Controle Inicial (A), Grupo Controle Final (B), Grupo
Experimental Desnervado Tratado (C) e Grupo Experimental Desnervado (D).
Observar a quantidade e a diferenca de fibras intrafusais entre os grupos.
Coloragéo em hematoxilina e eosina. Aumento de 100x

Analise morfométrica

Os dados morfométricos mostraram que houve dife-
renca significativa entre 0 GEDT (2402+94um?) com-
parado com o GED (755%227um?). J4 quando o GCI
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(2441%£193um?) foi comparado ao GEDT, ndo ocor-
reu diferenca entre eles. Na comparacao entre o GCF
(3414=342um?) e o GEDT, aquele obteve média signi-
ficativa maior que este (Figura 3).
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GCI: Grupo Controle Inicial; GCF: Grupo Controle Final; GED: Grupo Experimental Desnervado; GEDT: Grupo Experimental
Desnervado Tratado.

Figura 3. Média e desvio padrdo da érea das fibras musculares dos grupos do
experimento (letras diferentes representam diferenca estatisticamente significante)

DISCUSSAO

Neste estudo, foi utilizado o modelo de neurotmese ci-
rurgica do nervo isquidtico (seccao total) e em nenhum
dos animais desnervados GED e GEDT foi observada
reinervagao espontanea. Em estudos com desnervacao,
€ necessaria atencao especial ao procedimento cirdargi-
co empregado.

Em lesoes classificadas como neurotmese, a tran-
seccao do nervo € total, e a regeneracdo depende ne-
cessariamente da intervencdo cirdrgica, sendo este o
modelo mais adequado para o estudo do processo de
desnervagao,® diferente de muitos autores que optam
pela lesdo do nervo por esmagamento em seu desenho
experimental. Alguns autores enfatizam que este artifi-
cio pode preservar parcialmente a estrutura do nervo, o
que facilitaria a regeneragao.?)

A morfologia nos revela o estado correspondente
do musculo. Caracteristicas histoldgicas inerentes ao
musculo sadio e desnervado podem ser observadas. A
presente andlise histoldgica revela que a estimulagcao
elétrica conseguiu atenuar as modificagoes morfologi-
cas decorrentes do fendmeno da desnervacao.

Neste sentido, Schmalbruch et al.,®® descrevem a
presenca de ntucleos centrais como um processo carac-
teristico da desnervacao. O GED apresentou diversos
nucleos centrais, diferentemente do GEDT.
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Viguie et al.,® relatam que, com o aumento do pe-
riodo de desnervacao, ha uma diminui¢ido progressiva
de mionucleos por fibra muscular, além de aumento
inicial com posterior queda no nimeros de células sa-
télite, estando estes eventos correlacionados com uma
diminuicao da capacidade reparadora do musculo.

A hiperplasia do tecido conjuntivo também € bas-
tante evidente nos musculos desnervados, principal-
mente em nivel de perimisio e endomisio.?® Em nossos
estudos, verificamos que o GEDT minimizou a prolife-
ragao do tecido conjuntivo, diferente do GED, no qual
um grande espacamento pode ser visto histologicamen-
te entre as fibras com tecido conjuntivo interposto.

Jarvinen et al.,?” mencionam que a manutencao do
equilibrio do tecido conjuntivo proporciona a capaci-
dade de alongamento das fibras e forca de tracdo, e,
consequentemente, melhor capacidade funcional.

Guo et al.,®® observou que a estimulacdo elétrica
proporcionou a manutencgao do pool de células satéli-
tes por meio da regularizacao da sua proliferacio e da
apoptose durante o periodo da atrofia induzida por de-
suso, além de atenuar a perda de mionucleos por fibra,
area de seccdo transversal e massa muscular. Em nossa
pesquisa, a analise histoldgica revelou que a estimula-
¢ao elétrica atenuou também as modificacoes morfol6-
gicas decorrentes do fendmeno da desnervacao.

Entretanto, os estudos realizados com estimula-
cao elétrica ainda sdo controversos, coOmo em casos
em que ela retardou a regeneracio neuromuscular.®”
Cavalcante et al.,(” observaram que, quando aplicado
um protocolo adequado, a estimulacao elétrica pode re-
tardar ou impedir a atrofia muscular. Tal fato corrobo-
ra o encontrado em nossa pesquisa, pois a estimulacao
elétrica impediu a atrofia muscular do GEDT quando
comparado ao GED.

Diversas metodologias experimentais sao utilizadas
para a estimulacdo elétrica. As mais utilizadas sdo os
eletrodos implantados e os cutaneos com gel de aco-
plamento. Aqui, foram usados os eletrodos cutaneos,
devido ao custo reduzido e a nao necessidade de outro
procedimento cirargico, além da desnervacdo.®” Tam-
bém se optou pelo uso do eletrodo cutaneo, na tentativa
de trazer o estudo mais préximo da pratica clinica, pois
se trata de um dos mais utilizados e eficientes.®) O pro-
tocolo de aplicagao ¢ de extrema relevancia para o de-
senvolvimento e para que os resultados do experimento
sejam fidedignos. O protocolo do presente estudo mos-
trou-se benéfico considerando a pratica clinica, pois
impediu a atrofia muscular por 45 dias, o que assegura
um tempo maior, até que o musculo seja reinervado. O
uso dos parametros foi baseada na literatura e em suas

aplicagoes clinicas. Foi escolhida a corrente russa por
ser uma das mais utilizadas e por seus efeitos positivos
na musculatura esquelética.?

Neste sentido, a area de seccao transversal foi estu-
dada como um importante pardmetro para a avaliagao
da musculatura esquelética, pois esta vinculada forte-
mente ao poder de contragao da fibra muscular.

Cavalcante et al.,®” concluem que deve se conside-
rar a area de secgao transversal como parametro para
a avaliacdo do trofismo muscular. Em nosso estudo,
utilizamos a area de seccdo transversal como para-
metro e verificamos que a estimulacao elétrica com o
protocolo utilizado foi capaz de impedir a atrofia do
musculo tibial cranial quando comparamos o GEDT
com o GCI, mostrando que a estimulagao elétrica con-
seguiu manter o musculo em seu estado inicial quando
sofreu a lesao. Deste modo, a estimulagao elétrica foi
capaz de impedir a atrofia subsequente, mas, quan-
do comparamos o GEDT com o GCEF, a estimulagao
elétrica nao proporcionou o desenvolvimento natural
do musculo. Uma explicacio para tal fato pode ser de
que a estimulacao elétrica nao possibilita o estimulo
hipertrofico que o GEDT precisaria para chegar a re-
sultados semelhantes ao GCE. Resultados similares
foram encontrados por Caierdo et al.,'® que relatam
que talvez a estimulacdo elétrica nao tenha um papel
de estimulo hipertréfico, ou que a estimulacao elétrica
nao tenha sido efetiva para a atenuagao da queda da
area de secgao transversal do musculo, pois os grupos
tratados com estimulac@o elétrica permaneceram se-
melhantes ao desnervado.

Outra justificativa pode ser o longo periodo de ex-
perimento. Poldnio et al.,® analisando o efeito da es-
timulagao elétrica no musculo tibial cranial desnervado
em varios periodos, prorrogaram as alteracoes morfo-
logicas caracteristicas da desnervacio por até 28 dias,
mostrando que a eficacia da estimulacao elétrica parece
decair ao prolongamento do periodo de desnervacao.

Em estudos futuros, seria interessante realizar
testes quantitativos, utilizando proteinas estruturais
do miusculo, e estudando a constituicao e os tipos de
colageno dos envoltdrios musculares, além de associar
a varios periodos pds-cirirgicos. Assim, seria possi-
vel verificar as mudangas que a estimulacao elétrica
possivelmente modula em nivel molecular, mapeando
seus niveis de expressao em periodos variados e adap-
tando o protocolo de estimulacao elétrica no muasculo
desnervado.

CONCLUSAO

A eletroestimulacao por corrente russa nao propor-
cionou o desenvolvimento do musculo de forma se-
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melhante ao que ocorreria em um musculo sadio, mas
mostrou-se capaz de impedir a atrofia decorrente da
desnervacio, e atenuar as alteracoes morfologicas e es-
truturais que sucederiam um musculo desnervado nao
tratado.
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