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RESUMO 
 

A desnervação promove alterações estruturais no músculo, com conseqüente 
perda da função, sendo a eletroestimulação (EE) bastante utilizada como 
forma de tratamento. O objetivo deste estudo foi comparar a EE aplicada 
diariamente e em dias alternados sobre a área de secção transversa (AST) das 
fibras e densidade de área de tecido conjuntivo (TC) do músculo sóleo de rato 
previamente desnervados. Além disso, foi também estudado em qual período 
de desnervação (10, 20 e 30 dias) a EE é mais eficaz. Foram utilizados 55 
ratos Wistar (200±50g) divididos em 11 grupos: Controle (C), Desnervado (D) e 
analisado após 10, 20 e 30 dias, Desnervado e submetido à eletroestimulação 
diariamente (EED) durante 10, 20 e 30 dias, Desnervado e submetido à 
eletroestimulação em dias alternados (EEA) durante 10, 20 e 30 dias, e 
Desnervado e analisado após 6 dias (D6), onde o nervo foi analisado para 
comprovar a eficácia do esmagamento. A desnervação foi realizada por 
esmagamento do nervo isquiático (4 pinçamentos de 20seg e intervalo de 1seg 
entre eles). A EE foi realizada no músculo sóleo 24 horas após a desnervação, 
por meio de eletrodos de superfície, com os seguintes parâmetros: corrente 
bifásica quadrática simétrica; T=3ms; f=10Hz; i=5mA; t=30min, durante 10, 20 
ou 30 dias. Foram obtidos cortes histológicos do músculo sóleo sendo os 
mesmos corados com HE para análise da AST e densidade de área de TC nos 
programas Motic Images Advanced 3.2 e Image Pro-Plus 4.0, respectivamente. 
Testes Estatísticos: Shapiro-Wilk, seguido de ANOVA com Tukey (p≤0.05). Os 
animais dos grupos D, EEA e EED analisados após 10 e 20 dias apresentaram 
valores menores de AST que o grupo C (10 dias: 855±33.57µm2; 

866±34.50µm2; 1034±34.06µm2; 1769±45.11µm2; respectivamente; 20 dias 
948±73.02µm2; 1224±44.15µm2; 1441±80.77µm2; 1769±45.11µm2; 
respectivamente), sendo que em ambos períodos o grupo EED apresentou 
AST maior que os grupos D e EEA. Nos animais analisados após 30 dias, os 
grupos D, EEA e EED apresentaram valores de AST menores que o grupo C 
(1497±91.42µm2; 1567±52.26µm2; 1603±32.34µm2; 1769±45.11µm2, p< 0.05), 
não havendo diferença entre os grupos D e eletroestimulados. Em relação à 
densidade de área de TC, os grupos D, EEA e EED analisados após 10 e 20  
dias apresentaram valores maiores que o grupo C (10 dias: 26±2.04%; 
17±2.27%; 15±1.25%; 9±1.07%; 20 dias: 28±3.40%; 20±1.18%; 20±3.35%; 
9±1.07%; p< 0.05), respectivamente). Além disso, os grupos eletroestimulados 
apresentaram menores valores de TC do que o grupo D em ambos os 
períodos. No período de 30 dias, os valores dos grupos D e EEA foram 
maiores que os grupos EED e C (21±2.98%; 19±1.69%; 11±1.11%; 9±1.07%; 
p< 0.05, respectivamente). A EE minimizou a proliferação do TC e atrofia 
decorrentes da desnervação, sendo os efeitos da mesma evidenciados 
principalmente em períodos onde a reinervação ainda não estava totalmente 
restabelecida. Os resultados sinalizam para maior freqüência na utilização do 
recurso, já que a EED foi mais eficaz que a EEA.  
Palavras-chave: desnervação, eletroestimulação, tecido conjuntivo, área de 
secção transversa. 
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ABSTRACT 
 

The denervation promotes structural alterations in the muscle, with consequent 
loss of the function, being the electrical stimulation (ES) commonly used as 
treatment form. The aim of this study was to compare the EE applied daily and in 
alternated days on the cross sectional area (CSA) and connective tissue (CT) 
density area of the soleus muscle rat previously denervated. Moreover, it was also 
studied in which period of denervation (10, 20 and 30 days) the EE is more 
efficient. Fifty Wistar rats (200±50g) were divided into 10 groups: Control (C); 
Denervated (D) and analyzed after 10, 20 and 30 days; Denervated and submitted 
to daily electrical stimulation (EED) during 10, 20 and 30 days; Denervated and 
submitted to alternated electrical stimulation (EEA) during 10, 20 and 30 days, and 
Denervated and analyzed after 6 days, where the nerve was analyzed to prove 
efficacy of nerve crushing. The denervation process was made by crushing the 
sciatic nerve (4 pinches of 20 seconds and interval of 1 second between them). ES 
was applied in the soleus muscle 24 hours after the denervation, through surface 
electrodes, with the following parameters: symmetrical biphasic quadratic impulse; 
T=3ms; f=10Hz; i=5mA; t=30min, during 10, 20 or 30 days. Histological cross-
sections of the soleus muscle were obtained and submitted to HE stain. The CSA 
and CT density area were analyzed using the software Motic Images 3.2 Advanced 
and Image Pro-Plus 4.0, respectively. Statistical tests: Shapiro-Wilk, followed by 
ANOVA with Tukey (p<0.05). The animals of groups D, EEA and EED analyzed 
after 10 and 20 days showed smaller values of CSA than the group C (10 days: 
855±33.57µm2; 866±34.50µm2; 1034±34.06µm2; 1769±45.11µm2; respectively; 20 
days 948±73.02µm2; 1224±44.15µm2; 1441±80.77µm2; 1769±45.11µm2; p< 0.05 
respectively), and in both periods, the EED group presented bigger CSA values 
than groups D and EEA. In the animals analyzed after 30 days, groups D, EEA and 
EED showed smaller values than group C (1497±91.42µm2; 1567±52.26µm2; 
1603±32.34µm2; 1769±45.11µm2, p< 0.05), and there was no difference between 
D and electrical stimulated groups. Related to the CT density area, groups D, EEA 
and EED analyzed after 10 and 20 days presented higher values than the group C 
(10 days: 26±2.04%; 17±2.27%; 15±1.25%; 9±1.07%; 20 days: 28±3.40%; 
20±1.18%; 20±3.35%; 9±1.07%; p< 0.05, respectively). Moreover, the electrical 
stimulated groups presented smaller values of CT density than group D, in both 
periods. In the period of 30 days, the values of D and EEA groups were higher than 
groups EED and C (21±2.98%; 19±1.69%; 11±1.11%; 9±1.07%; p< 0.05, 
respectively). Electrical stimulation minimized the proliferation of the CT and 
muscle fiber atrophy on denervated muscles, and the effect of this treatment was 
mainly evidenced in period where the reinervation has not been reestablished. The 
results suggest for a higher frequency in the use of this treatment, since the EED 
was more efficient than the EEA. 
 
Key-words: denervation, electrical stimulation, connective tissue, cross sectional 
area. 
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1 INTRODUÇÃO 

 O sistema muscular é plástico, tem a capacidade de adaptar-se à situações 

de aumento ou diminuição da atividade. Alguns exemplos de estímulos que 

promovem aumento da atividade muscular são eletroestimulação crônica, 

alongamento crônico, hipertrofia compensatória e treinamento de endurance 

(Pette e Staron, 2001; Lieber, 2002). Por outro lado, pode-se citar a ausência de 

gravidade, tenotomia, transecção da medula espinhal, imobilização articular e 

desnervação como algumas condições que promovem diminuição da atividade 

muscular (Michel e Gardiner, 1989; Ohira et al., 2002; Lieber, 2002).  

 A desnervação de músculos esqueléticos promove efeitos deletérios neste 

sistema, fato que pode ser observado pela diminuição do trofismo, aumento do 

tecido gorduroso e do tecido conjuntivo no músculo acometido (Kern et al., 2002). 

Em humanos, a diminuição da atividade neuromuscular, decorrente da 

desnervação, pode desencadear complicações secundárias, como úlceras por 

pressão, osteoporose e disfunções neurovegetativas (Kern et al., 2002; Modlin et 

al., 2005). 

A recuperação da função muscular pós-desnervação depende não somente 

da regeneração nervosa, mas também das condições do músculo no momento da 

reinervação, tais como trofismo muscular, tamanho da área de fibrose e 

capacidade miogênica das células satélites (Bain et al., 2001; Aydin, 2004; Dow et 

al., 2004). 

 As lesões de nervos periféricos são comuns, ocorrendo com maior 

freqüência devido à acidentes automobilísticos e de esporte, seguidos de traumas 
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penetrantes e lesões ao nascimento por tração excessiva (Welch, 1996; IJkema-

Paassen et al., 2004).  

 Na clínica de fisioterapia, um dos métodos mais empregados no tratamento 

após desnervação é a eletroestimulação fásica. Existem relatos de que este tipo 

de tratamento pode manter a excitabilidade do músculo, massa muscular, força e 

área da fibra muscular (Hennig, 1987; Dow et al., 2004).  

No entanto, algumas variáveis relacionadas à eletroestimulação devem ser 

consideradas quanto à utilização deste tipo de tratamento, entre elas o tempo de 

estimulação ou o número de contrações que o músculo sofre durante uma sessão 

de tratamento. Estudo prévio relata que o número de contrações parece ser 

determinante na manutenção das propriedades do músculo desnervado, relatando 

que um número pequeno de contrações diárias não é suficiente para minimizar a 

atrofia; por outro lado, um número de contrações diárias em excesso pode 

aumentar o dano ao tecido pelo excesso de energia aplicada durante a 

eletroestimulação (Dow et al., 2004).  

Outro aspecto importante a ser considerado durante a aplicação da 

eletroestimulação é se os benefícios da mesma estão relacionados ao tempo de 

desnervação. Ou seja, a eletroestimulação é benéfica somente quando o músculo 

encontra-se desnervado? O uso da eletroestimulação quando o músculo já 

encontra-se em período de reinervação irá acelerar, retardar ou não ter nenhum 

efeito sobre as características musculares?  

Cole e Gardiner (1984) mostram que após a reinervação muscular, os 

benefícios da eletroestimulação diminuem gradativamente até que na 9a semana 

após a reinervação ela perde o efeito, e tanto músculos estimulados quanto não 
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estimulados não apresentam diferença no seu peso e na área de secção 

transversa das fibras musculares. 

 Devido à carência de estudos relacionados à eletroestimulação da forma 

como utilizada clinicamente, o presente estudo tem como objetivo comparar 2 

protocolos de eletroestimulação fásica: aplicação diária e alternada. Além disso, 

os efeitos desses protocolos serão avaliados em diferentes períodos de 

desnervação (após 10, 20 e 30 dias). Os resultados fornecerão subsídios para 

eleição de melhor tratamento fisioterapêutico, no que diz respeito de qual 

protocolo (diário ou alternado) e em qual período de desnervação a 

eletroestimulação é mais benéfica para a prevenção de atrofia muscular e 

proliferação de densidade de área de tecido conjuntivo no músculo desnervado.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 O Músculo Esquelético 

 No embrião o músculo esquelético é derivado dos somitos, um segmento 

do mesoderma praxial, o qual também dá origem a outros tecidos como pele, 

osso, tendão, tecido vascular e sangue. Inicialmente os somitos são células 

epiteliais rodeadas por uma cavidade central de células mesenquimais, que 

iniciam a diferenciação em dermomiótomos por volta do 8º dia embrionário 

(Cossu, Talbakhsh e Buckingham, 1996; Buckingham et al., 2003). 

 As células musculares diferenciam-se das outras principalmente por um 

processo de alongamento gradativo, originando-se no embrião pela fusão de 

células alongadas derivadas dos dermomiótomos, chamadas de mioblastos. O 

resultado final da diferenciação muscular é a organização das células musculares, 

túbulos transversais e retículo sarcoplasmáticos no sistema músculo esquelético 

(Engel e Franzini-Armstrong, 1994; Cossu, Talbakhsh e Buckingham, 1996).  

 Após a formação das primeiras células musculares, axônios motores 

crescem em direção ao músculo e formam um nervo intramuscular principal, 

dando origem à placa motora terminal. A formação do terminal nervoso 

normalmente ocorre na região central do músculo, devido ao mecanismo de 

contração, especialmente em músculos maiores, ter melhor sincronismo em 

regiões próximas ao ventre muscular (Arber, Burden e Harris, 2002). 

 Por volta do 17° dia embrionário, quando a lâmina basal engloba um 

aglomerado de células miogênicas, já podem ser encontradas células 
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responsáveis pelo desenvolvimento muscular e reparo do tecido muscular, as 

células satélites (Engel e Franzini-Armstrong, 1994; Chimelli e Sverzut, 1999). 

As células satélites são formadas por um único núcleo oval com 

heterocromatina, citoplasma com organelas usuais, células de superfície, 

vesículas do plasmalema, poucas mitocôndrias, com complexo de golgi e retículo 

endoplasmático não desenvolvidos (Allbrook, 1981). 

Essas células são consideradas um reservatório de células progenitoras 

que estão mitoticamente em estado quiescente na lâmina basal do músculo 

saudável, proliferando durante a ontogenia e regeneração muscular (Chimelli e 

Sverzut, 1999). A proliferação e migração das células satélites podem ser 

influenciadas por células como os macrófagos, que através da produção de 

fatores de crescimento promovem a quimiotaxia, proliferação e diferenciação das 

células satélites (Allbrook, 1981; Morgan e Partridge, 2003). Outras células que 

podem atuar nesses processos são os leucócitos polimorfos, os quais podem ser 

vistos no local da lesão muscular 3 horas após a mesma (Chimelli e Sverzut, 

1999).  

 Além de células, alguns fatores de crescimento podem influenciar a 

migração das células satélites, como o IGF-1 (Insulin Growth Factor-1), o qual 

também estimula a proliferação de fibroblastos. O aumento de fibroblastos pode 

ser prejudicial, visto que os mesmos se depositam no músculo mais rapidamente 

que as células satélites, o que pode resultar em formação de tecido cicatricial no 

músculo (Engel e Franzini-Armstrong, 1994).  
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Para atravessar a barreira da lâmina basal, as células satélites liberam 

enzimas como a tripsina e pronase, as quais dissolvem esta membrana, o que 

permite a chegada das células satélites ao centro da lesão, favorecendo a 

regeneração da fibra muscular lesada (Chimelli e Sverzut, 1999). 

 A resposta regenerativa do tecido muscular depende do tipo e intensidade 

da lesão, sendo que uma lesão focal, induzida pelo excesso de trabalho, envolve a 

degeneração e alteração das propriedades de poucas fibras. Por outro lado, a 

desnervação muscular altera as propriedades da maior parte das fibras 

musculares (Engel e Franzini-Armstrong, 1994; Morgan e Partridge, 2003).  

 Além da capacidade de regeneração, o músculo esquelético adapta-se à 

vários estímulos, sendo esta propriedade conhecida como plasticidade muscular. 

Esta adaptação pode ocorrer no padrão metabólico, fenotípico ou estrutural das 

fibras musculares, envolvendo alterações no conteúdo ou expressão das 

isoformas de proteínas musculares (Engel e Franzini-Armstrong, 1994). 

 As isoformas de proteínas são moléculas com pequena variação na 

composição de aminoácidos podendo alterar a forma, a função e as propriedades 

enzimáticas das proteínas. 

 O conteúdo das proteínas musculares é dado pelo balanço entre a síntese 

e degradação de proteínas, o qual pode ser influenciado pela contração muscular, 

fato que determina o ganho ou perda de massa muscular (Baldwin e Haddad, 

2002). 

 As proteínas musculares possuem meia-vida em torno de 7 a 10 dias, 

entretanto a interrupção do estímulo contrátil leva a diminuição da síntese protéica 
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e ao aumento da degradação, fazendo com que a meia-vida das mesmas diminua 

para um período inferior a 7 dias, levando à diminuição da massa protéica 

muscular. O balanço protéico que determina a plasticidade da fibra muscular 

ocorre no sarcômero, a unidade funcional do músculo, o qual é formado por 

proteínas que localizam-se entre 2 linhas Z consecutivas (Baldwin e Haddad, 

2002; Lieber, 2002).  

 Músculos lentos, como o sóleo, quando submetidos à desnervação 

apresentam degeneração da linha Z em estágios tardios. Por outro lado, em 

músculos rápidos, como o extensor longo dos dedos (EDL) a linha Z degenera-se 

em estágios precoces, diferença que se deve ao conteúdo protéico de miosina 

entre os tipos de fibras musculares. Entretanto, quando há desnervação de 

músculos mistos, como é o caso do gastrocnêmio, a linha Z do sarcômero 

apresenta-se mais íntegra em comparação a músculos rápidos e mais degenerada 

em relação a músculos lentos (Tomanek e Lund, 1973; Gauthier e Dunn, 1973).  

 A desnervação também promove alterações em estruturas que dão 

sustentação ao material protéico e aos sarcômeros, os envoltórios de tecido 

conjuntivo (Lieber, 2002). 

 O tecido conjuntivo pode ser encontrado em tendões, ligamentos, ossos, 

cartilagens e envoltórios musculares, constituindo cerca de 1 a 9% da massa 

muscular (Culav, Clark e Merrilees, 1999).  

 As propriedades do tecido conjuntivo são determinadas pela quantidade, 

tipo e organização de um conjunto de proteínas e carboidratos, a matriz 

extracelular. Esta é composta principalmente de água, glicosaminoglicanas, 

elastina, proteínas e fibras colágenas. O espaçamento entre as fibras colágenas 
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dá viscoelasticidade à matriz extracelular, aumentando a capacidade de resistir a 

cargas de tensão e facilitando o deslizamento tridimensional de uma fibra sobre a 

outra (Bendall, 1967 citado por Light e Champion, 1984; Culav, Clark e Merrilees, 

1999; Mueller e Maluf, 2002; Kovanen, 2002). 

 Uma série de proteínas forma a matriz extracelular, sendo o colágeno a 

proteína mais abundante, correspondendo de 20–25% de todo conteúdo protéico. 

Atualmente são conhecidos 19 tipos de proteínas colágenas, predominando no 

tecido muscular os tipos I, III, IV e V, que estão presentes nas bainhas de 

sustentação do músculo (Takala e Virtanen, 2000). 

 O colágeno do tipo I forma fibras em paralelo e conferem força tênsil e 

rigidez; o colágeno do tipo III, encontrado inicialmente rodeando o tecido cicatricial 

e o músculo esquelético em regeneração, é mais frouxo que o anterior e dá 

conformidade e flexibilidade ao tecido. Já o colágeno do tipo V é encontrado em 

menor proporção, mas possui papel fundamental no controle da fibrilogênese 

colágena (Bailey e Sims, 1977 citado por Light e Champion, 1984; Letho, Duance 

e Restall, 1985; Kovanen, 2002; Mackey, Donnelly e Roper, 2005). 

 Os diferentes tipos de fibras musculares apresentam em sua conformação 

densidades distintas de colágeno. As fibras musculares do tipo I apresentam maior 

densidade de colágeno quando comparados ao tipo II, fato que determina as 

características mecânicas da fibra, já que as fibras do tipo I apresentam maior 

força tênsil (Letho, Duance e Restall, 1985). 

 O tecido conjuntivo do músculo esquelético é organizado em 3 bainhas que 

se interconectam, epimísio, perimísio e endomísio (Light e Champion, 1984). 
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 O epimísio envolve todo o músculo, sendo que é formado 

predominantemente de colágeno tipo I.  O perimísio envolve feixes ou fascículos 

musculares, sendo formado por colágeno dos tipos I e III. Finalmente, o endomísio 

forma a membrana plasmática da fibra muscular, alterando sua forma de acordo 

com o estímulo recebido, e retornando à forma original com a interrupção do 

mesmo. No endomísio estão presentes colágenos dos tipos I, III e V (Light e 

Champion, 1984; Engel e Franzini-Armstrong, 1994; Kovanen, 2002).  

 Quando há lesão do músculo esquelético uma série de processos resultam 

no reparo tecidual. A lesão muscular pode levar a inflamação, ativação das células 

satélites, miogênese, proliferação dos fibroblastos e reorganização do tecido 

conjuntivo e matriz extracelular (Stauber, Fritz, Dahlmann 1990). 

 Uma das formas de agressão ao músculo e conseqüente ativação da 

plasticidade do sistema muscular é através da lesão nervosa periférica. 

   

2.2 Tipos de Lesão Nervosa Periférica 

 O sistema nervoso periférico é formado de 12 pares de nervos cranianos e 

36 pares de nervos espinhais (IJkema-Paassen et al., 2004). 

 Os nervos espinhais mais suscetíveis à lesões são os nervos mediano 

(32,3%), seguido do ulnar (24,1%), radial (12,1%), isquiático (10,7%) e fibular 

comum (7,7%). Raramente os nervos tibial e femoral são lesados (Welch, 1996; 

Robinson, 2000; Evans, 2001; Daneyemez et al., 2005). 

 A lesão nervosa periférica foi classificada primeiramente por Seddon (1943) 

citado por Burnett e Zager (2004) em 3 tipos: neuropraxia (tipo I), axoniotmese 

(tipo II) e neurotmese (tipo III).  
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 Neuropraxia é a lesão nervosa periférica mais leve; não envolve perda da 

continuidade nervosa e causa perda funcional transitória. Neste tipo de lesão há 

compressão local leve, com bloqueio reversível da condução nervosa, sendo que 

o nervo não passa pelo processo de degeneração Walleriana (Welch, 1996; 

Robinson, 2000; Burnett e Zager, 2004). 

 A lesão do tipo axoniotmese ocorre quando há interrupção completa do 

axônio e mielina, no entanto estruturas mesenquimais, incluindo o epineuro e 

perineuro, estão preservadas. Como resultado desta agressão há perda da 

continuidade axonal no nível da lesão, com preservação do tubo endoneural mas 

com degeneração Walleriana distalmente à lesão (Robinson, 2000; Burnett e 

Zager, 2004; Lundy-Ekman, 2004).  

 A neurotmese é o grau de lesão nervosa periférica mais grave. Envolve 

desconexão nervosa, com perda funcional e prognóstico de recuperação funcional 

ruim. O tratamento deste tipo de lesão é cirúrgico, na tentativa de evitar-se a 

formação de cicatriz e direcionar o crescimento axonal através do guia 

mesenquimal (Lundborg, 1987; Burnett e Zager, 2004).  

 Sunderland (1978), citado por Burnett e Zager (2004), classificou a lesão 

nervosa do tipo neurotmese, anteriormente descrita por Seddon (1943), em 3 

graus (III, IV e V), de acordo com o comprometimento do endoneuro, perineuro e 

epineuro, respectivamente. 

 Nesta classificação, a lesão de grau III ocorre quando há rompimento do 

axônio com lesão parcial do endoneuro, devido a perda dos tubos endoneurais, 

sendo este grau de lesão posicionado entre a axoniotmese e a neurotmese. 

Quando todas as porções do nervo são rompidas, exceto o epineuro, temos uma 



 20

lesão do tipo neurotmese grau IV. Para este grau de lesão é necessário o reparo 

cirúrgico, com retirada do segmento lesado e reconstrução do nervo. Para as 

lesões de grau V, há rompimento nervoso completo, com prognóstico muito ruim 

de recuperação da função, devido à presença de hemorragia no perineuro e 

formação de cicatriz no local da lesão.  

 Dellon e Mackinnon (1989) descreveram outro grau de lesão nervosa 

periférica, tipo VI, onde há combinação entre os graus de lesão, sendo esta 

classificação mais observada na prática clínica. 

 A extensão e o grau de lesão, bem como a resposta celular à lesão 

nervosa, definem o prognóstico do reparo nervoso, e consequentemente, da 

recuperação da função motora (Evans, 2001). 

 Lesões nervosas do tipo axoniotmese promovem alterações no tecido 

muscular, como alteração dos tipos de fibras, atrofia das fibras musculares e 

aumento da densidade do tecido conjuntivo (Fernandes et al., 2005). 

 

2.3 Resposta do Sistema Muscular Após Desnervação 

 Parry e Wilkinson (1990), Schiaffino et al. (1999) e Bobinac et al. (2000) 

relatam que a inervação é fundamental para a manutenção das propriedades e 

plasticidade dos diferentes tipos de fibras musculares. 

 Sabe-se que a ausência do estímulo nervoso sobre os músculos lentos faz 

com que ocorra uma diminuição da isoforma lenta da cadeia pesada de miosina, 

transformando-os em músculos rápidos (Pette e Staron, 2001; Baldwin e Haddad, 

2002). 
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 Em estudo prévio com o músculo sóleo, músculo com predomínio de fibras 

lentas, foi observado que após 30 dias de desnervação, a porcentagem de fibras 

rápidas do tipo IIB aumentam de 4% para 9%, bem como as fibras do tipo IIX que 

aumentam de 13% para 23%. Por outro lado, as fibras do tipo IIA e do tipo I, 

diminuem de 42% para 32% e de 41% para 36%, respectivamente, comprovando 

que a inervação é responsável pela determinação das propriedades histoquímicas 

das fibras musculares (Pette e Staron, 2001). 

 Outra alteração encontrada no tecido muscular após a desnervação é a 

atrofia (IJkema-Paassen et al., 2002; Fernandes et al., 2005), sendo que esta 

ocorre devido à diminuição ou ausência da síntese protéica e ao aumento da 

proteólise miofibrilar, acompanhadas pelo aumento de proteases lisossomais e de 

cálcio (Engel e Franzini-Armstrong, 1994).  

 O aumento do cálcio no interior das fibras musculares leva à destruição 

celular, desencadeando um fenômeno denominado Efeito Calpaína (Lieber, 2002). 

Este efeito parece ser mais severo em fibras lentas do que rápidas, onde ainda é 

encontrada maior atrofia, maior diminuição do diâmetro muscular e maior 

diminuição da força muscular após a desnervação (Michel e Gardiner, 1989; 

Keilhoff e Fansa, 2005). 

 A atrofia por desnervação pode ser classificada em 3 estágios, segundo 

Muscatello, Margareth e Aloisi (1965). No primeiro estágio (fase de retardo) o 

músculo perde menos de 5% de seu peso, sem qualquer alteração nos 

componentes miofibrilares, com pequeno aumento da banda I no sarcômero. Com 

a persistência da desnervação o peso muscular diminui de 5 a 25% , iniciando o 

segundo estágio de atrofia (fase precoce de atrofia), onde pode-se observar 
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redução das proteínas contráteis e aumento da concentração dos componentes 

estruturais do retículo sarcoplasmático. Finalmente, numa fase avançada de 

desnervação (atrofia degenerativa) há redução do peso muscular acima de 30%, 

associado à alterações no sarcoplasma. Neste estágio ainda pode-se observar 

diminuição no número de filamentos de actina e miosina, com aumento do espaço 

intracelular. 

 Além disso, a atrofia muscular, resultante da desnervação, diminui a 

habilidade da insulina em estimular a formação de glicogênio e altera a atividade 

intrínseca dos transportadores GLUT 4 no transporte e metabolismo da glicose 

(Silva, Guirro e Polacow, 1998).  

 A desnervação de músculos esqueléticos também promove o aumento da 

densidade do tecido conjuntivo (Fernandes et al., 2005). 

 A resposta do tecido conjuntivo à desnervação inclui a proliferação e 

síntese de componentes da matriz extra celular, sendo que durante o reparo 

celular ocorre aumento da síntese de colágeno tipo III e de alguns fibroblastos 

(Bazin e Delaunay, 1964 citado por Letho, Duance e Restall, 1985), principalmente 

no endomísio e perimísio (Gulati, 1988; Polacow et al., 2003).  

 Em nível estrutural, após a desnervação, ainda podem ser observadas 

alterações no retículo sarcoplasmático e no disco Z do sarcômero, que levam à 

contraturas de miofibrilas ocorridas principalmente pelo aumento do influxo de 

cálcio (Muscatello, Margareth e Aloisi, 1965). 

 A desnervação também afeta a capilarização dos músculos desnervados, 

diminuindo seu número em até 70% no músculo gastrocnêmio de ratos 
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desnervados, em comparação a músculos normais (Borisov, Huang e Carlson, 

2000; Wagatsuma, Tamaki e Ogita, 2005). 

 Finalmente, são encontradas alterações nas células satélites de músculos 

desnervados, como diminuição do tamanho da célula, do núcleo, da densidade de 

cromatina e da atividade celular (Kujawa, Baran e Jankowska-Steifer, 2004; 

Kujawa, Baran e Jankowska-Steifer, 2005). 

 As alterações musculares decorrentes da desnervação são correlacionadas 

à diminuição da habilidade do músculo ser reinervado e ao tempo para a 

restauração da função motora (Aydin, 2004; Dow et al., 2004).  

 Na clínica de fisioterapia um dos recursos utilizados para a manutenção das 

propriedades de músculos desnervados é a eletroestimulação. 

 

2.4 Eletroestimulação do Músculo Desnervado 

 A eletroestimulação do músculo desnervado é amplamente utilizada em 

modelos experimentais com o objetivo de verificar a influência deste estímulo 

sobre os músculos desnervados (Pette e Vrbova, 1999). 

 Em modelos experimentais, a eletroestimulação pode ser utilizada de forma 

crônica e fásica.  

 A eletroestimulação crônica é realizada por períodos superiores a 8 horas 

por dia, sendo que em animais experimentais utiliza-se, normalmente, eletrodos e 

eletroestimuladores implantados, sendo este tipo de eletroestimulação incomum 

na prática clínica devido ao risco de infecções (Windisch et al., 1998; Dow et al., 

2004).  
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 A utilização da eletroestimulação muscular crônica tem se apresentado 

bastante controversa. Enquanto alguns resultados apontam ser a mesma 

prejudicial ao músculo, devido ao atraso da reinervação do mesmo (Hennig, 

1987), há também evidências de que a mesma é benéfica (Eberstein e Pachter 

1986; Dow et. al, 2004). 

 Uma hipótese para o atraso da reinervação muscular com a aplicação de 

eletroestimulação crônica é que a mesma possa interferir na produção de 

moléculas facilitadoras da reinervação, como a NCAM (Neural Cell Adhesion 

Molecule), o IGF a tenascina, HSPG (Heparan-Sulfate Proteoglican) e a 

glicoproteina glicotransferase. Como essas moléculas são estimuladas quando há 

diminuição ou ausência de estimulo elétrico e mecânico no músculo, o uso da 

eletroestimulação crônica pode diminuir a expressão dessas moléculas, 

diminuindo, portanto, a capacidade de reparo nervoso e conseqüente reinervação 

muscular (Engel e Franzini-Armstrong, 1994; Lieber, 2002). 

 Por outro lado, existem estudos que demonstram que a eletroestimulação 

crônica pode ser benéfica, devido à manutenção das propriedades contráteis e 

metabólicas do músculo desnervado, o que favorece o restabelecimento da função 

motora após a reinervação (Cole e Gardiner 1984; Eberstein e Pachter 1986; Dow 

et. al, 2004).  

 Para alguns autores, a estimulação de músculos desnervados não impede 

efetivamente a regeneração axonal. No entanto, os benefícios da 

eletroestimulação são observados apenas quando um padrão apropriado de 

estímulo for aplicado, ou seja, quando o padrão de estimulação for semelhante ao 

do motoneurônio normal (Nix e Hopf, 1983; Eberstein e Pachter, 1996). 
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 Outro modo de eletroestimular músculos desnervados é por meio da 

aplicação de estimuloação fásica, onde o período de estimulação não ultrapassa 

alguns minutos. Este tipo de estimulação é comumente utilizada na prática clínica 

para minimizar os efeitos deletérios da desnervação, no entanto somente alguns 

estudos a utilizam em modelos experimentais (Hämäläinen e Pette, 1996; 

Fernandes et al., 2005). 

 Estudos mostram que a eletroestimulação fásica tem reduzido a atrofia e a 

proliferação de tecido conjuntivo de músculos desnervados, e consequentemente 

possibilitado melhor recuperação funcional muscular após a reinervação (Kanaya 

e Tajima, 1992; Fernandes et al., 2005).  

 A efetividade da eletroestimulação depende dos parâmetros de freqüência, 

tempo de duração do pulso e amplitude (Eberstein e Pachter 1986).  

 A freqüência é o número de ciclos por segundo (Hertz), que afeta os 

potenciais de ação desencadeados durante a estimulação. Sabe-se que músculos 

lentos, como o sóleo, necessitam de freqüências mais baixas para contrair; 

quando uma freqüência alta é aplicada por um longo período a este músculo, o 

mesmo pode aumentar a tensão gerada e conseqüentemente ocorre a fadiga 

muscular (Dennis, Dow e Faulkner, 2003).  

 Por outro lado, músculos predominantemente rápidos, como o EDL, quando 

submetidos à desnervação, necessitam de freqüências mais elevadas para a 

manutenção das propriedades contráteis. Quando esses músculos são 

submetidos à eletroestimulação crônica de baixa freqüência, pode haver uma 

diminuição relativa na concentração da isoforma rápida da cadeia pesada de 
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miosina, o que altera a composição dos tipos de fibras musculares (Hennig, 1987; 

Dow et al., 2004). 

 Quando há lesão do nervo isquiático é possível observar perda significante 

do peso muscular e alteração dos tipos de fibras musculares no sentido lenta para 

rápida, independente do tipo histoquímico do músculo (Cole e Gardiner, 1984). 

A utilização da eletroestimulação crônica tem se mostrado efetiva na 

manutenção do peso muscular e das propriedades metabólicas, evitando a 

alteração dos tipos de fibras musculares (Cole e Gardiner, 1984). 

 Dentre os benefícios encontrados com o uso da eletroestimulação aplicada 

em músculos desnervados estão a manutenção da excitabilidade do músculo, 

massa e força muscular (Eberstein e Pachter, 1986; Hennig, 1987; Dow et al., 

2004). 
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3 OBJETIVO 

 O objetivo do presente estudo foi investigar a influência da 

eletroestimulação fásica de baixa freqüência sobre a morfometria do músculo 

sóleo de ratos previamente desnervados em diferentes períodos (10, 20 e 30 dias) 

e tratados com 2 protocolos de estimulação: aplicação diária e em dias alternados. 
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4 MATERIAIS e MÉTODOS 

4.1 Animais 

 Foram utilizados 55 ratos Wistar machos, com idade de 6 a 7 semanas e 

peso de 200±50g, mantidos no biotério da Faculdade de Ciências da Saúde da 

Universidade Metodista de Piracicaba (UNIMEP).  

 Os animais permaneceram em gaiolas individuais de polietileno, com ração 

(Purina para roedores) e água ad libitum, ciclo fotoperiódico de 12 horas claro e 12 

horas escuro e temperatura controlada (23±2ºC). 

 O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética e 

Pesquisa Animal da Universidade Federal de São Carlos (protocolo n° 008-06). 

 

4.2 Grupos Experimentais 

 Os animais foram randomizados em 11 grupos experimentais:  

A) Controle (C; n=5). 

B)  Desnervado (D): animais submetidos ao esmagamento nervoso, sendo 

submetidos à eutanásia após 10 (D-10; n=5), 20 (D-20; n=5) e 30 (D-30; n=5) dias. 

C) Eletroestimulação Alternada (EEA): animais submetidos ao esmagamento 

nervoso e ao protocolo de eletroestimulação, realizado em dias alternados, sendo 

submetidos à eutanásia após 10 (EEA-10; n=5), 20 (EEA-20; n=5) e 30 (EEA-30; 

n=5) dias. 

D) Eletroestimulação Diária (EED): animais submetidos ao esmagamento 

nervoso e ao protocolo de eletroestimulação, realizado diariamente, sendo 
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submetidos à eutanásia após 10 (EED-10; n=5), 20 (EED-20; n=5) e 30 (EED-30; 

n=5) dias.  

E) Desnervado 6 dias (D-6; n=5): animais submetidos ao esmagamento 

nervoso, sendo submetidos à eutanásia após 6 dias. O intuito deste grupo foi para 

comprovar a eficiência do protocolo de desnervação, observada pelo processo de 

degeneração e regeneração do nervo após 6 dias.  

 

4.3 Protocolo de esmagamento do nervo isquiático 

 Os animais foram anestesiados com injeção intramuscular na região glútea 

com uma mistura de Ketalar® (Cloridrato de Cetamina) 50mg/mL e Rompun® 

(Cloridrato de Xilazina) 2g/100 mL, na proporção de 1:1 e dose de 0.3mL/100g de 

peso corporal. Quando ocorria diminuição dos efeitos da anestesia durante o 

procedimento de esmagamento do nervo, era administrada uma dose 

complementar de 0.1mL da mesma mistura. 

 Posteriormente à anestesia, os animais foram posicionados em decúbito 

ventral e submetidos à tricotomia manual e assepsia da região glútea, sendo 

realizada incisão de aproximadamente 15 mm nesta região acompanhando o 

trajeto do nervo isquiático. Após a incisão, os planos musculares eram afastados 

para exposição e acesso ao nervo, sendo realizado o esmagamento nervoso 

utilizando-se de uma pinça hemostática Erwin-Guth de 12 cm adaptada com 

esparadrapo envolvendo a ponta da mesma, a fim de evitar o rompimento das 

bainhas conjuntivas do nervo (Figura 1). 
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 Figura. 1. Esmagamento nervoso por meio de pinça hemostática Erwin- Guth de 12 cm. 

 O processo de esmagamento foi realizado por meio de quatro pinçamentos, 

com duração de 20 segundos e intervalo de 1 segundo entre eles, sendo que a 

pressão de pinçamento foi padronizada para todos os animais, utilizando-se como 

referência o segundo dente da pinça (Fernandes et al., 2005).  

 Em seguida, por meio de microscópio cirúrgico, era observada a indução da 

lesão nervosa, evidenciada por transparência no local do esmagamento nervoso, 

com preservação dos envoltórios conjuntivos, o que caracteriza uma lesão 

nervosa do tipo axoniotmese (Figura 2). Em seugida, os planos muscular e 

cutâneo eram suturados com fio de algodão 6-0 (ETHICON).  



 31

 

 Figura. 2. Aspecto do nervo isquiático após o esmagamento com pinça hemostática Erwin-

Guth de 12 cm. 

 

4.4 Protocolo de Eletroestimulação 

Após 24 horas do esmagamento nervoso e com os animais anestesiados 

conforme citado anteriormente, foi iniciada a eletroestimulação no músculo sóleo, 

utilizando-se o equipamento DUALPEX 961® (QUARK, Brasil). Os seguintes 

parâmetros foram utilizados: forma de pulso quadrada bifásica simétrica, tempo de 

duração do pulso de 3 ms, freqüência de 10 Hz, amplitude de 5 mA (acrescida de 

1 mA a cada 5 minutos afim de evitar acomodação do estímulo, totalizando 10 mA 

ao final da eletroestimulação) e duração de 30 minutos. 

Para a aplicação da estimulação elétrica foi realizada a tricotomia das 

regiões inguinal e posterior da pata esquerda, onde foram acoplados eletrodos 

percutâneos auto-adesivos da marca VALUTRODE®, com 1 cm2 de área, sendo 

usado gel como meio de contato entre pele e eletrodo (Figura 3).  
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A aplicação da eletroestimulação foi realizada em dias alternados ou 

diariamente, conforme os grupos experimentais, entretanto nos finais de semana 

não houve aplicação da eletroestimulação.  

 

 

 

 

 

 

 

 Figura. 3. Posicionamento dos eletrodos auto-adesivos (seta azul eletrodo na região 

inguinal, seta vermelha eletrodo na região posterior da pata). 

 

4.5 Procedimento de coleta do nervo isquiático 

Após 6 dias da realização do esmagamento nervoso, os animais do 

grupo Desnervado 6 dias foram anestesiados para a coleta do nervo isquiático. Os 

animais tiveram o nervo isquiático exposto conforme descrito anteriormente e 

fixado in situ à 4°C, durante 10 minutos com fixador de Karnovsky (1965) 

modificado, contendo 1% de Paraformaldeído e 2% de Glutaraldeído em tampão 

Cacodilato de Sódio a 0.1M, pH 7.3. 

Os fragmentos da porção distal do nervo isquiático dos animais foram 

mantidos em solução fixadora (Karnovsky) por 24 horas e pós-fixados em tetróxido 

de ósmio a 1% em tampão Cacodilato de Sódio 0.1M, pH 7.3, por duas horas. 
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Posteriormente, os fragmentos foram imersos em uranila 5% durante 24 horas, 

para coloração em bloco, desidratados em soluções crescentes (30% a 100%) de 

Acetona e incluídos em resina Araldite (UEGAMA®). Foram obtidos cortes 

transversais de 1µm com navalha de vidro, em Ultramicrótomo LKB®, que foram 

corados com Azul de Toluidina a 1%, em solução aquosa de Bórax a 1%. 

  

4.6 Procedimento de coleta do músculo sóleo 

Após o período de sobrevida estipulado para cada grupo, os animais 

anestesiados tiveram o músculo sóleo esquerdo dissecado e pesado em balança 

analítica (Bel Engineering®), e o terço proximal congelado em isopentano pré-

congelado em nitrogênio líquido. As amostras foram armazenadas em nitrogênio 

líquido até o momento da microtomia. 

Foram realizados cortes histológico (12µm) em criostato, à temperatura de  

-26°C. Os cortes, colhidos em lâminas histológicas, foram corados com 

Hematoxilina-Eosina. 

 

4.7 Análise da Densidade de Área do Tecido Conjuntivo 

O melhor corte histológico de cada lâmina, livre de artefatos de 

congelamento, foi fotografado em toda sua extensão, utilizando-se microscópio 

óptico com câmera acoplada (OLYMPUS®) em objetiva de 20 vezes. Para a 

análise da densidade de área de tecido conjuntivo utilizou-se o sistema de 

planimetria por contagem de pontos (figura 4) utilizando-se o software Image-Pró 

Plus 4.0® (Media Cybernetics). 
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O sistema de planimetria consistia de uma planilha com 108 intersecções 

de reta onde, por meio de contagem manual, foram quantificadas todas 

intersecções coincidentes sobre o tecido conjuntivo perimisial e endomisial, 

excluindo-se os pontos coincidentes sobre capilares sanguíneos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura. 4. Mensuração da densidade do tecido conjuntivo através da planimetria por 

contagem de pontos no software Image-Pró Plus 4.0
®
 (Media Cybernetics). 

 

4.8 Mensuração da Área da Fibra Muscular 

O mesmo corte utilizado para a quantificação da densidade de área de 

tecido conjuntivo foi utilizado para a mensuração da área da fibra muscular. Para 

esta análise realizou-se a mensuração manual da área de secção transversa de 

200 fibras do músculo sóleo de cada animal, utilizando-se o software Motic Images 

3.2® (Figura 5). As fibras foram escolhidas aleatoriamente entre os campos 

fotografados em toda a extensão do músculo. 
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 Figura. 5. Mensuração da área de secção transversa das fibras musculares do músculo 

sóleo no programa Motic Images 3.2. 

 

4.9 Análise Estatística 

 Inicialmente, para verificar as pressuposições dos métodos estatísticos 

paramétricos, foi aplicado o teste de normalidade Shapiro-Wilk. Em seguida, para 

análise de variância, foi aplicado o ANOVA One-way seguida de teste de Tukey 

HSD para as comparações múltiplas. 

 Para todos os testes o nível crítico de 5% foi estabelecido e os dados 

processados no programa BioEstat 4.0®. 

 

 

 

 



 36

5 Resultados 

5.1 Esmagamento do nervo isquiático 

 A eficácia do esmagamento nervoso pode ser demonstrada na figura 6. Na 

figura 6A observa-se a imagem de nervo normal, onde há integridade dos axônios 

e suas respectivas bainhas de mielina. Por outro lado, a Figura 6B apresenta 

nervo lesado, com intensa degeneração axonal e aumento da densidade de área 

de TC após período de 6 dias da desnervação. 

 

 

      

 

 

 

 

 

 

 Figura. 6. Corte transversal do nervo isquiático. (A) nervo normal; (B) 6 dias após a lesão 

por esmagamento, evidenciando intenso processo de degeneração axonal e aumento da 

densidade de área de tecido conjuntivo (asterisco). Coloração: Azul de Toluidina; Aumento: 100x, 

Bar=20µm. 
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5.2 Área de Secção Transversa das Fibras Musculares 

A análise da área de secção transversa (AST) das fibras musculares no 

grupo 10 dias mostrou que os animais dos grupos desnervado, assim como os 

submetidos à eletroestimulação alternada e diária apresentaram valores 

significativamente menores que os animais do grupo controle (855±33.57µm2; 

866±34.50µm2; 1034±34.06µm2; 1769±45.11µm2; respectivamente, p<0.05). Além 

disso, os animais desnervado e submetidos à eletroestimulação alternada 

apresentaram valores significativamente menores que os animais do grupo 

eletroestimulado diariamente (figura 7).  
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 Figura. 7. AST (µm2) média das fibras musculares do músculo sóleo nos grupos 

experimentais 10 dias: Controle (C), Desnervado (D), Eletroestimulado Alternado (EEA), 

Eletroestimulado Diário (EED). * Difere significativamente do C, # difere significativamente do EED, 

p<0.05. 
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Como no grupo 10 dias, os animais dos grupos desnervado, 

eletroestimulado alternado e eletroestimulado diário do grupo 20 dias 

apresentaram valores de AST significativamente menores que o grupo controle 

(948±73.02µm2; 1224±44.15µm2; 1441±80.77µm2; 1769±45.11µm2; 

respectivamente, p<0.05). Além disso, o grupo eletroestimulado diário apresentou 

valores de AST maiores que os grupos desnervado e eletroestimulado alternado, 

que por sua vez apresentou valores maiores que o grupo desnervado (Figura 8). 
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 Figura. 8. AST (µm2) média das fibras musculares do músculo sóleo nos grupos 

experimentais 20 dias: Controle (C), Desnervado (D), Eletroestimulado Alternado (EEA), 

Eletroestimulado Diário (EED). * Difere significativamente do C, # difere significativamente do EEA, 

† difere significativamente do grupo EED, p<0.05. 
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No grupo 30 dias, os animais dos grupos desnervado, eletroestimulado 

alternado e eletroestimulado diário apresentaram valores de AST 

significativamente menores que o grupo controle (1497±91.42µm2; 

1567±52.26µm2; 1603±32.34µm2; 1769±45.11µm2), não havendo diferença entre 

os animais desnervados e eletroestimulados (Figura 9).  
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 Figura. 9. Área (µm2) média das fibras musculares do músculo sóleo nos grupos 

experimentais 30 dias: Controle (C), Desnervado (D), Eletroestimulado Alternado (EEA), 

Eletroestimulado Diário (EED). * Difere significativamente do C, p<0.05. 
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5.3 Densidade de Área do Tecido Conjuntivo 

 A análise da densidade de área de tecido conjuntivo (TC) no grupo 10 dias 

mostrou que os animais desnervado, eletroestimulado alternado e 

eletroestimulado diário apresentaram valores significativamente maiores que os 

animais do grupo controle (26±2.04%; 17±2.27%; 15±1.25%; 9±1.07%; 

respectivamente, p<0.05). Além disso, o grupo desnervado apresentou aumento 

significativo da densidade de área de TC em relação aos grupos 

eletroestimulados. Não houve diferença entre os grupos eletroestimulados 

(Figuras 10 e 13). 
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 Figura. 10. Densidade média de área de TC do músculo sóleo nos grupos 10 dias: 

Controle (C), Desnervado (D), Eletroestimulado Alternado (EEA), Eletroestimulado Diário (EED). * 

Difere significativamente do C, # difere significativamente do EEA e EED, p<0.05. 
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 No grupo 20 dias, a densidade de área de TC nos músculos dos 

animais desnervado, eletroestimulado alternado e eletroestimulado diário foram 

significativamente maiores que no grupo controle (28±3.40%; 20±1.18%; 

20±3.35%; 9±1.07%; respectivamente, p<0.05). Além disso, o grupo desnervado 

apresentou aumento significativo da densidade de área de TC em relação aos 

grupos eletroestimulados diário e alternado. Não houve diferença entre os grupos 

eletroestimulados (Figuras 11 e 14). 
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 Figura. 11. Densidade média de área de TC do músculo sóleo nos grupos 20 dias: 

Controle (C), Desnervado (D), Eletroestimulado Alternado (EEA), Eletroestimulado Diário (EED). * 

Difere significativamente do C, # difere significativamente do EEA e EED, p<0.05. 
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 Para a densidade de área de TC no grupo 30 dias, os valores dos D e 

EEA foram significativamente maiores que os grupos eletroestimulado diário e 

controle (21±2.98%; 19±1.69%; 11±1.11%; 9±1.07%; respectivamente, p<0.05) 

(figuras 12 e 15).  
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 Figura. 12. Densidade média de área de TC do músculo sóleo nos grupos 30 dias: 

Controle (C), Desnervado (D), Eletroestimulado Alternado (EEA), Eletroestimulado Diário (EED). (*) 

Difere significativamente do C e EED, p<0.05. 
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 Figura. 13. Corte transversal do músculo sóleo de ratos dos grupos 10 dias: controle (A), 

desnervado (B), eletroestimulado alternado (C) e eletroestimulado diário (D). Observa-se diferença 

da densidade de área de TC (asterisco) entre os grupos, especialmente no perimísio. Coloração: 

H&E, Aumento 20x, Bar = 50µm. 

 

 



 44

 

 Figura. 14. Corte transversal do músculo sóleo de ratos dos grupos 20 dias: controle (A), 

desnervado (B), eletroestimulado alternado (C) e eletroestimulado diário (D). Observa-se diferença 

da densidade de área de TC (asterisco) entre os grupos, especialmente no perimísio. Coloração: 

H&E, Aumento 20x, Bar = 50µm. 
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 Figura. 15. Corte transversal do músculo sóleo de ratos dos grupos 30 dias: controle (A), 

desnervado (B), eletroestimulado alternado (C) e eletroestimulado diário (D). Observa-se diferença 

da densidade de área de TC (asterisco) entre os grupos, especialmente no perimísio. Coloração: 

H&E, Aumento 20x, Bar = 50µm. 
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6 DISCUSSÃO 

 O tipo de lesão nervosa é determinante na instalação dos efeitos 

degenerativos e regenerativos do sistema neuromuscular. Considerando que na 

lesão nervosa do tipo axoniotmese os envoltórios conjuntivos do nervo estão 

preservados, o processo de regeneração nervosa com conseqüente reinervação 

muscular é facilitado (Carter et al., 1998). 

 O nível onde ocorre a lesão nervosa parece ser determinante no tempo de 

recuperação da função muscular. Estudos prévios mostram que após axôniotmese 

do nervo isquiático, como a utilizada neste estudo, a reinervação muscular ocorre 

somente após 2 semanas, quando 25% das fibras musculares estão poli-

inervadas (Carmignoto et al., 1983; Gorio et al., 1983). No entanto, quando a lesão 

ocorre em um ramo do nervo isquiático, como o nervo fibular comum, os primeiros 

sinais de reinervação aparecem entre 7 ou 8 dias, quando os valores de tensão de 

contração e tétano muscular são 3 e 2% dos valores do grupo controle, 

respectivamente (Eberstein e Patcher, 1986). 

O delineamento dos grupos experimentais do presente estudo foi baseado 

nas fases de reinervação muscular após a desnervação por esmagamento 

nervoso.  

Considerando que aos 14 dias inicia-se o contato entre os brotos axonais 

em crescimento com o músculo desnervado, optou-se avaliar o grupo 10 dias para 

verificar a influência da eletroestimulação do músculo sóleo em uma fase onde a 

reinervação das fibras musculares ainda não ocorreu. 



 47

 Sabendo-se que entre 21 a 25 dias, o pico de fibras musculares poli-

inervadas é atingido, objetivou-se analisar o grupo 20 dias para verificar a 

influência da eletroestimulação sobre o músculo em uma fase de reinervação, 

onde a função motora está parcialmente recuperada. 

 Finalmente, a análise do grupo 30 dias foi com o intuito de verificar a 

influência da eletroestimulação em uma fase onde a poli-inervação começa a ser 

substituída pela mono-inervação. Neste grupo foi possível estudar o efeito da 

eletroestimulação associado com a estimulação voluntária mais efetiva do 

músculo. 

 Embora a maioria dos estudos experimentais utilizem a eletroestimulação 

crônica para o estudo do efeito da mesma no músculo desnervado, este 

procedimento não é utilizado na prática clínica, já que a estimulação crônica é 

utilizada por períodos superiores a 8 horas diárias (Gundersen e Eken, 1992; 

Windisch et al., 1998; Skorjanc, Traub e Pette, 1998). 

 Deste modo, o presente estudo utilizou-se da eletroestimulação fásica, 

comumente utilizada na clínica, onde a eletroestimulação não ultrapassa alguns 

minutos por dia (Hämäläinen e Pette 1996). 

Os parâmetros foram definidos de acordo com a característica fenotípica do 

músculo sóleo, pelo fato do mesmo estar desnervado e pela visualização da 

contração muscular vigorosa, a qual foi caracterizada pelo movimento de flexão 

plantar.  

 Devido ao fato do músculo sóleo ter predomínio de fibras musculares 

lentas, a frequência de 10 Hz foi determinada baseada nos achados de Lömo, 

Westgaard e Dahl (1974) e Kwong e Vrbová (1981), os quais demonstraram que 
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músculos com predomínio de fibras musculares lentas, quando desnervados e 

submetidos à eletroestimulação de baixa freqüência à 10Hz apresentam melhor 

manutenção das suas propriedades contráteis. Por outro lado, quando são 

submetidos à eletroestimulação de alta freqüência à 100Hz apresentam 

transformação das isoformas de proteínas no sentido lento para rápido, 

apresentando características contráteis de músculos rápidos após algum período 

de estimulação. 

 Uma vez que as fibras musculares desnervadas não respondem à correntes 

com pequenas durações de fase (Guirro e Guirro, 2002; Ashley et al. 2005), o  

tempo de duração de pulso utilizado no presente estudo foi maior do que o 

utilizado durante eletroestimulação de músculo normal. O valor de 3 ms baseou-se 

em estudos prévios (Silva et al., 1999; Polacow et al., 2003; Guirro et al., 2004; 

Fernandes et al., 2005) onde foi utilizado o mesmo protocolo do presente estudo, 

e além disso,  por este permitir que uma pequena amplitude permita a contração 

muscular. 

 Em formatos de pulso como o triangular, a amplitude da corrente aumenta 

lentamente, estimulando seletivamente as fibras musculares desnervadas (Bennie, 

Petrofsky, Nisperos, 2002). Por outro lado, na forma de pulso quadrada a 

amplitude aumenta rapidamente e com isso tanto fibras musculares desnervadas, 

onde o limiar de excitabilidade é maior (Salmons et al., 2005), quanto fibras 

musculares inervadas, são estimuladas (Bennie, Petrofsky, Nisperos, 2002). Uma 

vez que o objetivo era recrutar ambas as fibras, desnervadas e inervadas, foi 

selecionado o tipo de pulso quadrado. 
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 A amplitude de 5mA também foi utilizada em protocolo de estudo prévio 

com músculo desnervado (Fernandes et al., 2005) e a mesma permite uma 

contração vigorosa do músculo sóleo desnervado. O aumento de 1 mA a cada 5 

minutos foi realizado afim de evitar acomodação do músculo ao estímulo e garantir 

o mesmo nível de estimulação em todos os animais. 

 Apesar da grande quantidade de estímulo aplicada ao músculo, cerca de 

18.000 pulsos durante 30 minutos de EE, não foram observados sinais de lesão 

muscular, uma vez que na análise histológica do tecido muscular pôde-se 

observar fibras com formato poliédrico e núcleos periféricos, o que caracteriza 

aspecto normal de fibra muscular. Não foram observados sinais típicos de 

degeneração muscular, conforme relatado previamente (Engel e Franzini-

Armostrong, 1994).   

 Outro fator que deve ser ressaltado é que eletrodos desgastam conforme o 

tempo de uso e com isso há aumento da resistência para a corrente, com 

conseqüente diminuição da estimulação muscular (Robinson, 2001). No presente 

estudo não houve reposição periódica dos eletrodos, no entanto não foi observada 

diminuição da estimulação muscular, já que todos os animais eletroestimulados 

apresentaram contração vigorosa durante todo período de estimulação. 

 Herbison, Jaweed e Ditunno (1981) observaram que ratos submetidos à 

desnervação do tipo axoniotmese apresentam diminuição do peso muscular e da 

área de secção transversa das fibras musculares até 2 semanas após a realização 

do esmagamento nervoso, e após a terceira semana a AST das fibras musculares 

aumentam, demonstrando que a reinervação ocorreu após a segunda semana. 

Esses resultados também foram encontrados no presente estudo onde a AST das 
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fibras musculares aumentou após a segunda semana, alcançando valores 

próximos ao normal 30 dias após a desnervação.  

 Lieber et al. (1986) em estudo com ratos demonstraram que o músculo 

sóleo, constituído principalmente por fibras musculares lentas, após um pequeno 

período de desnervação apresenta atrofia de todos os tipos de fibras. No entanto, 

a atrofia das fibras musculares lentas é mais evidente no sóleo devido ao seu 

maior número neste músculo. 

 Músculos esqueléticos atrofiam rapidamente quando submetidos à 

desnervação, sendo que aos 10 dias apresentam diminuição de 29% das 

proteínas contráteis, acompanhada da diminuição da área de secção transversa 

das fibras musculares (Furuno, Goodman e Goldberg, 1990). A atrofia decorrente 

da desnervação deve-se ao aumento da proteólise miofibrilar causada pelo 

aumento de cálcio intracelular, o que resulta em discreta ou ausente síntese 

protéica (Engel e Franzini-Armstrong,1994). 

 Bodine et al. (2001) em estudo com músculos de ratos desnervados 

observaram que a redução da massa muscular é progressiva. Após 3 dias da 

desnervação a massa muscular diminui aproximadamente 10%; no 7o dia o valor 

da massa muscular alcança 30%, e finalmente aos 14 dias atingem o pico de 50%, 

quando comparados ao grupo controle. 

 Ashley et al. (2005) correlacionaram a diminuição da massa muscular com 

a diminuição da AST, e observaram que após 10 semanas de desnervação a 

massa muscular e a AST estavam 50% menores que no grupo controle. 

 A atrofia resultante da desnervação é causada pela diminuição da atividade 

elétrica do músculo. Diversos estudos têm demonstrado que a eletroestimulação 
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iniciada em um período precoce de desnervação pode minimizar os efeitos 

deletérios da mesma, com conseqüente restabelecimento da reinervação e função 

motora (Nemeth, 1982; Cole e Gardiner, 1984; Xu, Tu e Gu, 2003; Aydin, 2004; e 

Dow et al., 2004). Infelizmente, o início precoce da eletroestimulação não é prática 

comum, visto que o paciente, na maioria dos casos, é encaminhado à fisioterapia 

em uma fase tardia da desnervação. 

 Segundo Eberstein e Pachter (1986) a eletroestimulação minimiza a atrofia 

de músculos desnervados pela alteração da concentração do cálcio no meio 

sarcoplasmático, fator que diminui a degradação das proteínas musculares. 

 No presente estudo, os resultados para AST demonstram que a 

eletroestimulação foi eficiente para minimizar a atrofia em uma fase inicial de 

desnervação, ou seja, nos grupos 10 e 20 dias, quando a atividade neuromuscular 

voluntária não está completamente restabelecida. Além disso, observa-se que o 

grupo submetido à eletroestimulação diária teve melhores resultados, fato que 

pode ter ocorrido já que os grupos eletroestimulados alternadamente tiveram 40% 

a menos de estímulo, em relação ao eletroestimulado diário. Esses resultados 

estão de acordo com os achados de Dow et al. (2004), que relatam que o músculo 

desnervado deve ser submetido a um número adequado de contrações para 

minimizar as alterações musculares decorrentes da desnervação.  

Já no grupo 30 dias, quando acredita-se que o músculo já esteja 

reinervado, tanto os protocolos de eletroestimulação diário e alternado não 

interferiram na AST das fibras musculares. Esses resultados sugerem que com o 

restabelecimento da contração voluntária, o tratamento realizado por meio da 

eletroestimulação não é importante para aumento da AST. Esses dados também 
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podem ser encontrados em estudo prévio (Brasileiro e Salvini, 2004). 

 O tecido conjuntivo intramuscular também sofre alterações após alguns 

estímulos, tais como imobilização, treinamento de endurance, alteração hormonal 

e desnervação (Józsa, 1990; Engel e Franzini-Armstrong, 1994; Fernandes et al., 

2005). 

 Estudos têm demonstrado aumento do tecido conjuntivo intramuscular 

endomisial e perimisial em ratos submetidos à desnervação (Lieber et al. 1986; 

Józsa, 1990; Fernandes et al., 2005; Kostrominova et al., 2005).  

 Józsa et al. (1990) e Camillo, Rocha e Chopard (2004) relatam que 

músculos lentos, como o sóleo, apresentam alta densidade capilar, cerca de 2 

capilares por fibra muscular, enquanto que músculos rápidos, como o EDL, 

apresentam cerca de 0.9 capilares por fibra muscular. Além disso, relatam que em 

músculos submetidos à desnervação a densidade de capilares por fibra muscular 

aumenta, o que aumenta proporcionalmente a densidade de área de TC. Como 

músculos lentos apresentam maior vascularização, estes músculos respondem à 

desnervação com maior proliferação de tecido conjuntivo do que músculos 

predominantemente rápidos.  

 Segundo Salonen et al. (1985) a desnervação de músculos esqueléticos 

promove a proliferação de colágeno principalmente do tipo I, no endomísio e 

perimísio. O colágeno tipo I apresenta menor elasticidade, o que pode levar a 

diminuição da elasticidade muscular, prejudicando a função muscular após a 

reinervação. 

 Neste estudo também foi observado aumento da densidade de área do 

tecido conjuntivo nos grupos desnervados. No entanto, foi possível observar que a 
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eletroestimulação minimizou a proliferação de tecido conjuntivo, já que os grupos 

eletroestimulados apresentaram menor densidade de tecido conjuntivo em relação 

aos grupos desenervados e não estimulados. A importância do estímulo elétrico 

com a finalidade de diminuir a proliferação de tecido conjuntivo já foi relatada em 

estudo anterior (Williams et al., 1988). 

 Outros estudos mais recentes também têm demonstrado que a 

eletroestimulação fásica aplicada a músculos desnervados minimiza a proliferação 

do tecido conjuntivo perimisial e endomisial (Polacow et al., 2003; Fernandes et 

al., 2005). 

 Diferente dos resultados referentes à AST, onde a eletroestimulação teve 

benefício somente nos grupos 10 e 20 dias, a utilização da eletroestimulação foi 

importante para minimizar a proliferação de tecido conjuntivo nos 3 períodos 

analisados. Além disso, nos períodos de 10 e 20 dias não houve diferença entre 

os protocolos diário e alternado. Entretanto, no período de 30 dias, quando o 

músculo já se encontra em estado avançado de reinervação, a associação da 

eletroestimulação diária com a atividade voluntária trouxe os valores da densidade 

de área do TC a níveis normais. 

 Os resultados apresentados ressaltam que a eletroestimulação aplicada em 

uma fase onde o músculo está reinervado, aos 30 dias, teve mais benefícios para 

o tecido conjuntivo do que para o tecido contrátil. Deste modo, embora a 

eletroestimulação não ter evitado a atrofia muscular, o resultado positivo em 

relação à densidade de área de TC é de extrema importância já que a proliferação 

acentuada do mesmo pode prejudicar a recuperação da função muscular após a 

reinervação (Carter et al., 1998). 
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 Neste estudo as análises da densidade de área do tecido conjuntivo e da 

AST das fibras musculares, mostraram que o protocolo de eletroestimulação 

diária, em relação à eletroestimulação alternada, foi mais eficaz para minimizar as 

alterações musculares decorrentes da desnervação.  

Segundo Carter et al. (1998) as alterações musculares decorrentes da 

desnervação, afetam a recuperação da função. Baseado nestes dados, minimizar 

a atrofia e a proliferação do tecido conjuntivo após a desnervação devem ser um 

dos objetivos na clínica de fisioterapia. No entanto, apesar dos resultados obtidos 

neste estudo, pesquisas complementares são necessárias para melhor 

entendimento dos efeitos da eletroestimulação no músculo desnervado.  
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7 CONCLUSÃO 

 

 Com base no modelo experimental aplicado neste estudo pode-se concluir 

que os efeitos da eletroestimulação no músculo desnervado sobre a área de 

secção transversa das fibras musculares são influenciados pelo tempo de 

desnervação por axôniotmese, sendo a eletroestimulação mais benéfica em uma 

fase onde a reinervação muscular não está completamente restabelecida, ou seja, 

aos 10 e 20 dias. 

No entanto, quanto aos efeitos da eletroestimulação sobre a proliferação de 

tecido conjuntivo, o tempo de desnervação parece não interferir sobre a densidade 

de área de tecido conjuntivo, já que aos 30 dias ainda pode-se encontrar os 

benefícios da eletroestimulação. Esses resultados mostram que a 

eletroestimulação influenciou mais o remodelamento de tecido conjuntivo do que o 

trofismo muscular.  

A comparação dos dois protocolos de eletroestimulação sinaliza para uma 

maior frequência de tratamento, uma vez que a eletroestimulação diária foi mais 

eficaz que a eletroestimulação em dias alternados.  
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