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1. Introducéo

7

A imobilizacdo é uma condicdo freqliente na préatica clinica fisioterapéutica e diversos fatores podem
propiciar a sua prescricdo durante um processo de reabilitacdo, como fraturas Osseas, rupturas
ligamentares, doencgas degenerativas das articulacdes, lesbes medulares e musculares, inflamagotes, a falta
de nutricdo, cirurgias, perda do controle neural, envelhecimento. E € inevitavel como conseqiéncia a todas
essas condi¢cdes, a diminuicdo da amplitude de movimentos das articulagbes e o aparecimento de hipotrofia
muscular. Estudos demonstram que o desuso muscular induz efeitos deletérios, tais como a hipotrofia
muscular, proliferacdo do tecido conjuntivo intramuscular, redugéo das reservas de glicogénio, da densidade
dos capilares, dos sarcomeros em série, da forga e resisténcia a fadiga (JOZSA et al., 1990; REARDON et
al., 2001). Além disso, no periodo inicial da imobilizagao, h& o estresse oxidativo que gera compostos lesivos
as estruturas dos sistemas bioldgicos (EDGERTON et al., 2002). Uma complicacao da imobilizacdo, como ja
citado, € o aparecimento de fraqueza e hipotrofia muscular. Os musculos perdem até 15% de sua forca a
cada semana de imobilizacdo (TEASELL et al.,, 1993) sendo que a mais expressiva diminuicdo ocorre
durante a primeira semana (APPELL, 1990). A contracdo muscular previne ou retarda os efeitos deletérios
do desuso. A prética de exercicio fisico seria uma 6tima alternativa para essa prevencdo, mas na debilidade
fisica, fraqueza extrema como, por exemplo, numa permanéncia longa no leito, periodo longo de
imobilizacdo, isso ndo se torna possivel. Nesse contexto, a estimulacdo elétrica é utilizada como uma
ferramenta essencial para melhorar o desempenho muscular (THERIAULT et al., 1994). Esse recurso tem
sido utilizado para reduzir o tempo de reabilitacdo, recuperar a forca muscular, principalmente quando ha
contra-indicacbes de exercicios dindmicos, e na prevencdo da hipotrofia muscular decorrente da
imobilizacdo (AVRAMIDIS et al., 2003). Efeitos hemodinamicos também sao constatados com a contracéo
induzida artificialmente como a melhora da circulagdo sanguinea, da microcirculagdo e das trocas
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transcapilares (DALY et al.,, 1996). De acordo com o0 exposto, 0 estudo se propds a avaliar os efeitos
comportamentais e estressores associados a imobilizacdo e a estimulacdo elétrica.

2. Objetivos

Este projeto de Iniciagdo Cientifica teve como objetivo avaliar os efeitos da estimulacdo elétrica e
imobilizacdo articular sobre as respostas comportamentais indicativas do estado de ansiedade e/ou estresse
em ratos.

3. Desenvolvimento

Foram utilizados 20 ratos albinos Wistar com 3 meses de idade, fornecidos pelo Biotério da UNIMEP,
submetidos ambiente controlado (ciclos foto periddicos de 12h claro/escuro, 23°C +2) e distribuidos
igualmente em 4 grupos experimentais: controle (C), imobilizados (1) 7 dias, estimulados eletricamente (EE)
e imobilizados estimulados eletricamente (I+EE). O trabalho foi aprovado pelo comité de ética em
experimentacado animal da UFSCar, protocolo 015/2006. ApGs anestesia com pentobarbital sédico (50mg/kg,
i.p) a pata posterior esquerda dos animais foi imobilizada com o modelo de értese de resina acrilica proposto
por Silva et al. (2006). Apds 24 h da imobilizacdo os ratos foram submetidos aos protocolos de avaliacéo
comportamental. Os animais foram observados diariamente no inicio da noite, periodo de maior atividade da
espécie. Para o open field, permaneceram no ambiente durante 3 minutos (PELLOW et al., 1985) e para o
teste do labirinto em cruz elevado, cada animal foi submetido ao teste comportamental sendo colocado no
centro do labirinto, de frente para um dos bracos fechados e, observado durante 5 minutos, utilizou-se o
modelo descrito por Lamprea et al. (2000). Os grupos EE e I+EE foram estimulados com uma corrente
guadratica bifasica simétrica com freqtiéncia de 10Hz, fase de 300 us e intensidade inicial de 5 mA, sendo
elevada em 1 mA a cada 5 minutos. Para tanto foi utilizado o equipamento DUALPEX 961 (QUARK), com
eletrodos de 1x1 cm. Apds as fases experimentais, 0os animais foram anestesiados e uma amostra de
sangue coletada, centrifugada e o plasma encaminhado para analise da concentracdo plasmatica de
corticosterona através de ELISA (BIORAD- diagnésticos). A avaliacao estatistica foi utilizada pelo teste de
normalidade (Kolmogorov-Smirnov) seguido da andlise variancia (ANOVA) e teste de Tukey, com nivel de
significancia de 5% (p< 0,05).

4, Resultados

O comportamento exploratério é a denominacao da expressao comportamental da curiosidade que acontece
de forma espontanea nos animais (RENNER e SELTZER, 1991). O teste de campo aberto (open field) é
um teste comportamental empregado na avaliacdo exploratéria de ratos. Esse paradigma foi validado por
File e Wardill (1975). Com o teste de movimentacdo exploratoria, foi avaliado o grupo controle sendo
observado que o deslocamento exploratorio teve reducdo a cada dia de andlise, o que leva a acreditar que
se trata de periodo de adaptacdo ao ambiente. Por outro lado, ao se avaliar o comportamento do grupo
imobilizado quando submetido ao campo aberto observou-se que concomitantemente ao desuso houve
supressdo no comportamento de deambulacdo dos ratos imobilizados, se comparados aos parametros
observados pelo grupo controle com expressiva reducao, atingindo 68,9%, 55,2%, 54%, 61,5%, 63,8%,
respectivamente do 1° ao 5° dia de analise, fato que mostra inibicdo no comportamento exploratério.
Sugere-se entdo que a limitacdo funcional gerada pela 6rtese pode ser uma condi¢do indutora de estresse.
Na literatura, podem-se encontrar estudos que mostram que ratos com maior estresse e ansiedade tém
menor comportamento exploratorio (BLAKLEY et al., 2006). Um fator indicativo do estresse é a elevagéo nas
concentracdes plasmaticas de corticosterona (Rodriguez Echandia et al., 1988). Neste sentido, na figura 1
pode-se observar que o grupo submetido & imobilizacdo apresentou elevagédo plasméatica na concentragdo
deste horménio atingindo uma elevagcdo média de 177% no primeiro e segundo dia se comparado aos
animais do grupo controle, no terceiro dia a concentragdo apresentou diminuicdo de 38% se comparado ao
primeiro dia de imobilizagéo, 22% no quarto dia, e ainda permanecia 16,4% maior do que o controle no 5°
dia, porém dentro da faixa de normalidade. Figura 1. Concentracdo plasméatica de corticosterona (ng/mL)
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dos grupos controle (C), estimulados eletricamente (E), imobilizados (I) e imobilizados estimulados
eletricamente (I+EE) apos o teste de campo aberto durante 5 dias consecutivos. Os valores correspondem a
média + epm, n=6, *P<0,05 se comparado ao controle e #P<0,05 se comparado ao imobilizado. Na
sequéncia experimental avaliou-se o comportamento dos ratos submetidos ao labirinto em cruz elevado
(LCE), que é um método considerado como um instrumento Util e valido para medir ansiedade, investigacdes
de aspectos comportamentais, fisiologicos e farmacoldgicos (Anseloni e Branddo, 1997). Lister (1987)
examinou o comportamento de camundongos e observou que existe uma correlagdo entre o0 nimero total de
entradas nos BA e o indice de ansiedade. Segundo Cruz et al. (1994), a exploracdo das extremidades dos
bracos abertos também é um indicador do nivel de medo experimentado pelo animal no labirinto em cruz
elevada. No grupo imobilizado submetido a estimulacéo elétrica foi verificado que o indice de deslocamento
exploratério foi em média 38% maior do que o grupo imobilizado, mas ndo atingiu os valores observados no
grupo controle, persistindo a limitagdo no comportamento. Cabe ressaltar que o grupo submetido a
estimulacéo elétrica (EE) nao diferiu do controle, assim, optou-se por ndo apresenté-lo na figura 2. Figura
2. Numero de campos deslocados no open field dos grupos controle (C), imobilizado (l) e imobilizado
estimulado eletricamente (I+EE). Os valores correspondem a média + epm, n=6. *P<0,05 se comparado ao
dia antecedente, #P<0,05 se comparado ao controle; a = diferente do controle; b = diferentes do imobilizado.
Observou-se menores indices dos parametros que indicam medo e ansiedade quando comparado 0 grupo
Imobilizado submetido a estimulacdo elétrica ao grupo somente imobilizado, mostrando elevacédo de 34% na
porcentagem de tempo no braco aberto, 126% na porcentagem de entrada no braco aberto e 13% na
avaliacdo de risco. Este comportamento foi acompanhado de reducdo de 68% no namero de entrada no
braco fechado e 61% no nimero de idas ao final do braco aberto fato que sugere que a terapia ao ter
induzido uma melhora nas condi¢cdes energéticas da musculatura possa ter propiciado mudancas
comportamentais, uma vez que o animal manifestou aumento na capacidade de locomoc¢ao (Figura 3).
Figura 3. Resultados do labirinto em cruz elevado (LCE) mostrando porcentagem de tempo e de entradas do
braco aberto (BA), nimero de entradas no braco fechado (BF), nimero de idas ao final do braco aberto (BA)
e avaliacdo de risco dos grupos Controle (C), Imobilizado (I), Estimulacdo elétrica (EE) e Imobilizado e
estimulagéo elétrica (I+EE), n = 6. * p<0,05 em relacdo ao controle e # p<0,05 em relagdo ao imobilizado
Para esta proposta, relaciona-se estudos que demonstraram melhora nas condigdes metabdlicas associadas
a estimulacao elétrica (SILVA et al., 2006; forti et al., 2004). Por fim, observou-se que o grupo de ratos
imobilizados e submetidos a estimulagéo elétrica apresentaram alteracdes nos parametros comportamentais
em menor instancia do que aqueles imobilizados e n&o estimulados, fato indicativo da existéncia de relacdes
funcionais entre os ajustes neuroquimicos e a modulagédo do comportamento.

5. Considerac¢des Finais

De acordo com o estudado sugere-se a existéncia de alteracdes fisiolégicas e comportamentais ligadas a
imobilizacdo neuromuscular. Estas alteracdes séo caracterizadas pela reducdo na atividade exploratéria e
desenvolvimento de ansiedade, fatos que podem acompanhar a limitagdo imposta pelo desuso. A
estimulacdo elétrica demonstrou ter relagdes funcionais entre os ajustes neuroquimicos e modulacdo do
comportamento, sendo considerada valida sua utilizagdo em casos de imobilizagdes.
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