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A miografia porimpedancia elétrica (Electrical Impedance Myography - EIM) é uma técnica que avalia as propriedades
elétricas passivas do tecido muscular. Apesar de ja ser utilizada no ambito clinico e em avaliagdes de musculos ndo
saudaveis, esta técnica surge como uma potencial instrumentacdo também para avaliacdo da contracdo muscular. A
literatura pouco se aprofunda nas questdes fisioldgicas e bioquimicas do musculo que podem ser fontes de alteragdes
da impedancia do tecido muscular. Quando ocorre uma contragdo muscular, 0 musculo necessita de moléculas
energéticas, conhecidas como ATP, e estas moléculas sdo sintetizadas por meio de diferentes sistemas energéticos.
Estes sistemas possuem diferentes processos bioquimicos e o predominio de cada sistema para a sintese de ATP pode
gerar alteracOes nas caracteristicas elétricas do tecido muscular. A fim de avaliar a influéncia de cada um desses
sistemas energéticos e da intensidade da contracdo no sinal de EIM foi proposta uma instrumentacdo capaz de
adgquirir, sincronizadamente e em tempo real, a impedancia elétrica e a forca no musculo gastrocnémio de ratos
Wistar submetidos a contragdes musculares evocadas por eletroestimulacdo. Os animais foram submetidos a dois
protocolos: o primeiro buscou avaliar as variagoes de EIM durante dez contra¢Ges de curta duragdo com diferentes
intensidades; o segundo avaliou as caracteristicas do sinal de EIM durante contragdo submaxima (30% da forca
maxima) de 100 s de duragdo, buscando associacdo entre a EIM e os sistemas energéticos. Os resultados apontam
que existe correlagdo significante (r = 0,76) entre as variagdes de EIM e forga exercida pelo musculo e ainda indicam
gue as variagoes de EIM no segundo protocolo podem estar associadas as taxas de fornecimento de ATP dos sistemas
energéticos. Com isso, o sistema de EIM projetado neste estudo se apresenta como uma ferramenta potencial para

estudo do metabolismo muscular durante um exercicio.
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The electrical impedance myography is a technique able to assess the passive electrical features of the
muscle tissue. The major use of this technique is in the clinic field and in the assessment of unhealthy
muscle, although it emerges also as a potential instrumentation to assess the muscle contraction. The
literature does not present a deep discussion about physiological and biochemical mechanism of the
muscle that could be pointed as the source of muscle impedance changes. When a muscle contraction
occurs, the muscle needs some energetic molecules to allow this contraction. These molecules are called
ATP and are synthetized through energetic systems. Each system has different biochemical processes and
its predominance in ATP synthesis may come up changes in electrical features of muscle tissue. In order to
assess each energetic system influence on bioimpedance signal a specific instrumentation was developed
to acquire, synchronously and online, the impedance and force data on gatrocnemius of Wistar rats
submitted to muscle contractions evoked by electrical stimulation. The animals were submitted to two
protocols: the first tried to assess EIM changes during ten short-term muscle contractions with different
intensities; the second assessed EIM features during submaximal contraction (30% of maximal force) lasting
100 s and tried to associate EIM and the energetic systems. The results show a significant correlation (r =
0.76) between EIM and exerted force. Moreover, suggest that EIM variations in the second protocol may
be associated to ATP supply rates from energetic systems. Then, the EIM system designed at present study,

introduce itself as a potential tool for muscular metabolism during exercise.
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1 Introducgao

A miografia por impedancia elétrica (Electrical Impedance Myography - EIM) pode ser
definida como uma técnica experimental que associa a impedancia elétrica do musculo com a
atividade muscular (RUTKOVE, 2009). Uma grande parte dos trabalhos sobre EIM a utilizam
como forma de avaliagdo de algumas miopatias, como, por exemplo, esclerose lateral
amiotroéfica (SHIFFMAN; RUTKOVE, 2013), dores na musculatura lombar (CHING et al., 2013),
processos inflamatadrios, efeitos da idade no musculo (TARULLI et al., 2005), entre outros. Como
a maioria dos trabalhos estudam musculos ndo saudaveis, normalmente o comportamento dos
sinais de EIM tem sido retratado comparando-se os resultados de um musculo saudavel com de
outro ndo saudavel, principalmente quanto a progressao ou regressdo das miopatias. Trabalhos
gue tratam da EIM apenas em musculo saudaveis, seja em repouso ou durante contracdo
muscular (LIAO; NISHIKAWA, 1994; SANCHEZ et al., 2014; SHIFFMAN; AARON; RUTKOVE, 2003;
ZAGAR; KRIZAJ, 2008a), sdo menos comuns, de forma que o estudo de EIM em associagdo com
a contragcdo muscular ainda precisa ser muito explorado.

Segundo a literatura, as variagdes de impedancia elétrica do musculo durante uma contracgado
ocorrem devidas as variagcdes de morfologia e aspectos fisioldgicos deste musculo (SHIFFMAN;
AARON; RUTKOVE, 2003; RUTKOVE, 2009); os quais variam, na maioria das vezes,
concomitantemente durante uma contra¢cdo. As mudancas de morfologia dizem respeito a
qualguer modificagdo estrutural do musculo avaliado, tais como: comprimento, drea de sec¢do
transversa e volume. As variagdes fisioldgicas se referem na impeditividade (ou admitividade)
do musculo que ocorrem como consequéncia dos processos bioquimicos da contragao muscular.
Entdo, variagdes morfoldgicas e fisioldgicas sdo mudangas que ocorrem durante a contragdo,
sendo elas diferentes nesta condigdo quando comparadas a condi¢do de repouso do musculo.
Alguns trabalhos relatam que ambos os aspectos contribuem para altera¢do de impedancia,
porém discutem essas influéncias de maneira superficial. O que significa que os aspectos
morfolégicos e fisioldgicos que alteram a EIM devem ser mais bem estudados, e melhor
discutidos a fim de se conhecer melhor a origem das alteracdes da impedancia muscular e
quantificar a contribuicdo de ambos os aspectos nestas alteracGes.

As medi¢Ges de EIM feitas em seres humanos normalmente utilizam arranjos de dois ou mais
eletrodos posicionados na superficie da pele, sendo que alguns fatores podem influenciar
diretamente essas medicdes, como, por exemplo, a anisotropia no musculo. Devido a
anisotropia, os resultados de EIM podem variar em um mesmo musculo somente mudando o
angulo de posicionamento dos eletrodos. Alguns trabalhos (CHIN et al., 2008; SANCHEZ et al.,
2014; RUTKOVE; SANCHEZ, 2019) discutem essas diferencas e mostram que uma medida
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realizada com os eletrodos posicionados transversalmente as fibras do musculo medem uma
impedancia maior do que se os eletrodos fossem colocados longitudinalmente (HODGES et al.,
2003). Além da anisotropia, os resultados de EIM sdo afetados por fatores como a interface
eletrodo-pele, as camadas de pele e gordura, pelo tecido conjuntivo, fluxo sanguineo, entre
outros(TARULLI et al., 2007; JAFARPOOR et al., 2013).Entdo, pode-se dizer que uma medida de
EIM é o resultado, além da impedancia real do musculo, da associacdo elétrica de todos os
fatores citados anteriormente. Por tudo isso, explicitar como cada um destes tecidos, interfaces,
posicionamento de eletrodos, podem interferir na propagacao da corrente elétrica dentro do
musculo e, consequentemente, sobre os resultados da EIM, ainda é um desafio de pesquisa.

Alguns trabalhos (Jafapoor e colaboradores, 2013) ja tentaram explorar algumas das
mencionadas influéncias a partir de simulacGes pelo método de elementos finitos (Finite
Element Method — FEM). Os autores do referido trabalho sugerem diferentes posicionamentos
dos eletrodos para melhorar a sensibilidade da EIM. Estas simula¢gdes podem ser uma
ferramenta valiosa para se compreender melhor como fatores externos (eletrodos, camada de
pele de gordura, o fluxo sanguineo) e internos (se¢do transversal, fluidos intracelulares)
influenciam a bioimpedancia do musculo. A utilizacdo de modelos FEM ainda tem outras
aplicacdes no estudo de bioimpedancia, principalmente no que concerne aos arranjos de
eletrodos (medidas com dois ou quatro eletrodos), como demonstrado nos trabalhos de
Grimnes, Matinsen e Johnsen (2010) e Grimnes e Martinsen (2007). Embora esses dois estudos
tenham sido realizados com dados simulados, esses trabalhos possuem grande relevancia por
avaliar técnicas de medidas que sdo utilizadas na EIM.

Algumas das influéncias anteriormente citadas podem ser evitadas se a medida de EIM for
realizada diretamente no musculo. Nesse contexto, a utilizagdo de modelo animal (ratos ou
camundongos) surge como um desenho experimental promissor. Embora nos modelos animais
o controle voluntarios das contragdes musculares possa representar um problema, alguns
estudos mostraram que é possivel, por exemplo, controlar a intensidade e o tempo de duracao
da contracdo muscular do gastrocnémio em ratos por meio de eletroestimulacdo do nervo
cidtico (DELAVAR et al., 2014). Utilizando esta técnica, o estudo de Sanchez et al., (2014)
mostrou que ha relacdo entre dados de bioimpedancia e contracdo muscular em camundongos;
assim como, que é viavel conduzir um estudo de impedancia muscular invasiva com contragoes
controladas evocada por estimulos elétricos externos. Entdo, como as medidas sao feitas
diretamente no musculo, sendo menos influenciadas por alguns fatores externos, pesquisas
sobre o comportamento da impedancia durante a contragdao muscular (chamada por Shiffman,

Aaron e Rutkove (2003)de EIM dinamica), sob as condigdes experimentais parecidas as do



trabalho de Sanchez e colegas (2014), podem enriquecer o conhecimento sobre o
comportamento da EIM em musculos saudaveis.

No entanto, mesmo em uma contracao gerada por eletroestimulacdo externa é necessario a
acdo de uma molécula energética conhecida como ATP (Adenosina Trifosfato) para que haja
contragdo muscular(BROOKS, 1998; MCARDLE et al., 2010). Esta molécula ndo é abundante no
organismo humano (WILMORE; DREWS, 1999) e por isso é sintetizada rapidamente em uma
situacdo de baixa energética do organismo. E sabido que existem trés principais processos
quimicos (sistemas ou vias), capazes de fornecer as moléculas de ATP necessarias para a
atividade muscular (MCARDLE et al., 2010) e estes sistemas sdo controlados por um fino
equilibrio entre intensidade e tempo de atividade muscular. Estes sistemas sdo: Sistema ATP-CP
ou Creatina-Fosfato; Sistema Glicolitico ou Glicdlise e; o Sistema Oxidativo. Cada sistema possui
0 seu proprio substrato energético (as vezes um mesmo substrato pode atuar em mais de uma
via); fosfocreatina, glicose e glicose/triglicerideos, respectivamente. Entdo, cada um desses
substratos energéticos gera durante as cadeias de reagdes bioquimicas diferentes ions que
podem influenciar a condutividade do musculo e consequentemente a impeditividade do
mesmo. Outros fatores também podem alterar a impeditividade muscular, como por exemplo a
taxa da quebra (ou hidrdlise) da molécula de ATP, concentragdo de ions no tecido sanguineo e
fluxo sanguineo no musculo a durante contragdo.

Com tantas perguntas em aberto sobre contragdao muscular e EIM associada, este trabalho
investigou a relagdo entre contragdo muscular dinamica e bioimpedancia, assim como o efeito
na bioimpedancia muscular dos diferentes processos bioquimicos que ocorrem durante uma

contragao.

1.1 Objetivo do projeto de doutorado
O objetivo geral do trabalho foi estudar em modelo animal o comportamento da
impedancia de um musculo sauddvel durante a contragdo muscular dinamica, quando ha a
predominancia de um determinado sistema energético fornecendo as moléculas de ATP para o
musculo.
Para se atingir o objetivo geral podem ser elencados os seguintes objetivos especificos:
e Buscar uma instrumentacdo capaz de registrar, com sensibilidade e resposta temporal
adequadas, as variagOes da bioimpedancia do musculo associada a contracdo dindmica.
e Elaborar protocolos de eletroestimulagdo in vivo em ratos (Wistar) saudaveis capazes de
evocar contragdes musculares e de enfatizar cada um dos sistemas energéticos e;
e Investigar nos sinais de bioimpedancia evidéncias que possam ser associadas ao

metabolismo do musculo durante o exercicio;



2 Fundamentagao tedrica

2.1 O Mdusculo

Os musculos sdo definidos como um tecido composto por células contrateis capazes de
converter energia quimica em mecanica e que apresentam propriedades de excitabilidade,
condutibilidade, contratilidade e uma capacidade limitada de crescimento e regeneragao
(ENOKA, 2008). Os musculos sdo compostos por um grande nimero de células conhecidas como
fibras musculares e podem ser divididos em liso, cardiaco e esquelético; sendo que cada grupo
possui fungdes distintas (WILMORE; DREWS, 1999). Cerca de 40% do corpo humano é formado
por musculos esqueléticos e outros 10% por musculatura lisa e cardiaca (GUYTON; HALL, 1996).

Grande parte do tecido muscular, mais especificamente a célula muscular, encontra-se sob
o controle do sistema nervoso (DANGELO; FATTINI, 2010). Cada musculo possui um nervo motor
(proveniente de um neur6nio motor alfa) que se ramifica a niveis microscopicos a fim de
controlar a contracdo de todas as células do musculo (DANGELO; FATTINI, 2010). O conjunto
neurénio motor mais as suas ramificacdo e as fibras musculares que essas ramificacGes
abrangem é denominado unidade motora (GUYTON; HALL, 1996). A Figura 1 ilustra de maneira

simples uma unidade motora.
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Figura 1. llustragdo de uma unidade motora (MCARDLE et al., 2010)

A contracdo pode ser voluntaria (majoritariamente musculos esqueléticos) ou involuntaria
(musculos lisos e cardiaco). O sistema nervoso é responsavel por informar ao musculo a

necessidade de o mesmo realizar uma contragdo. Isto se da por intermédio de um impulso



elétrico que percorre a membrana celular e é denominado potencial de agao. Esse potencial de
acdo se propaga inicialmente por meio dos ramos do neurénio motor que compde a unidade
motora alcancando as fibras musculares por ele inervadas.

A partir do momento que o potencial de a¢do percorre a membrana da fibra muscular
processos fisioldgicos e bioquimicos sdo desencadeados no interior do tecido (maiores detalhes
na sec¢do 2.1.1). No caso deste trabalho, apenas o tecido muscular esquelético sera abordado e
descrito com maiores detalhes.

O musculo esquelético possui dois componentes anatdémicos principais. A porcdo média, que
possui uma coloracdo avermelhada viva composta basicamente de tecido muscular, sendo assim
a parte contratil do musculo, é chamado de ventre muscular (DANGELO; FATTINI, 2010). As
extremidades sdo de cor branca formada por tecido conjuntivo denso, rico em fibras colagenas,
sdo inextensiveis e sdo responsaveis por fixar o musculo no tecido dsseo. Essas extremidades
sdo denominadas tendGes ou aponeuroses. A nomenclatura varia de acordo com o seu formato;
tenddo possui formato cilindrico e a aponeurose possui um formato laminar (DANGELO;
FATTINI, 2010). A Figura 2 ilustra dois musculos, biceps braquial e grande dorsal, sendo que o

biceps possui um tendao fixo ao osso e o grande dorsal uma aponeurose.

muscular

m. biceps
braquial

Figura 2. Exemplos de musculos, tenddes e aponeuroses. Lado esquerdo: Ventre muscular e tenddo do musculo

biceps braquial; Lado direito: Ventre muscular e aponeurose do musculo grande dorsal.(NETTER, 2014)

O musculo esquelético pode ser classificado de acordo com diversas caracteristicas inerentes

a ele. Algumas dessas classificagdes e também as mais comuns sdo as seguintes:
a) Disposicdo das fibras: esta classificacdo depende da disposi¢do anatdmica das fibras em
relagdo a dire¢do da tragdo exercida pelo musculo (DANGELO; FATTINI, 2010). Se a
disposicdo for na mesma direcdao da tracao o musculo é denominado fusiforme, caso a

direcdo ndo seja a mesma o musculo é classificado como peniforme;



b) Origem e insercdo: a origem do musculo é descrita como o ponto onde o tend3o ou a
aponeurose se insere na peca éssea que nao se desloca quando o musculo se contrai.
De maneira antagobnica, o ponto no qual o tenddo ou aponeurose se insere na pega
Ossea que se desloca durante a contracdo, se denomina insercdo (DANGELO; FATTINI,
2010). Quando o musculo possui mais de uma origem ele é classificado como: biceps
(ex: biceps braquial, biceps femoral), triceps (triceps braquial, triceps sural) ou
quadriceps (ex.: quadriceps da coxa). Se o musculo apresenta mais de uma insercdo ele
é denominado bicaudado (se houver duas inser¢des) ou policaudado (mais de duas
insercdes). Um exemplo de musculo policaudado é o flexor longo do pé;

c) Acdo: esta classificacdo depende do movimento que a acdo do musculo causa. O biceps
braquial, por exemplo, quando contrai gera um movimento de flexdao do antebraco, logo
€ um musculo flexor. As outras classificacGes sdo: extensor, adutor, abdutor, pronador,
supinador, rotador medial, rotador lateral, flexor plantar e flexor dorsal.

d) Tipo de fibra: esta classificagdo se refere a uma caracteristica fisioldgica. O tipo de fibra
também se relaciona com a velocidade de contracdo da fibra muscular. Algumas fibras
se contraem mais rapidas que outras, e essa caracteristica também gera uma diferenca
no fendtipo do tecido. As fibras de contracdo lenta (CL) ou tipo | possuem mais
mitocOndrias e maior aporte sanguineo dando ao tecido uma cor mais avermelhada. As
fibras de contragdo rapida (CR) ou tipo Il sdo menos irrigadas pelo tecido sanguineo e
sua cor fica mais esbranquicada. As fibras CR podem ser subdivididas em CRa ou tipo lla
e CRb ou tipo Ilb. A CRa apesar de realizar uma contragdo rapida e possuir o aspecto
esbranquicado, possui algumas caracteristicas da fibra CL como um maior nimero de
mitocondrias. Assim, esta pode ser considerada uma fibra intermediaria, entreaCL e a
CRb. A Tabela 1 resume as caracteristicas desses trés tipos de fibra.

A Figura 3 mostra dois musculos: (a) flexor longo dos dedos do pé (penado, policaudado e

flexor); (b) biceps braquial (biceps, fusiforme e flexor).



Biceps braquial
(cabega longa) Biceps braquial

(cabega curta)

Flexor longo
dos dedos

Figura 3. Classificagdes de dois musculos: (a) Flexor longo dos dedos; peniforme, uma origem, policaudado e flexor

do metatarso; (b) Biceps Braquial; fusiforme, biceps, uma insergdo e flexor do cotovelo. (NETTER, 2014)

Tabela 1. Caracteristicas fisioldgicas do musculo de acordo com os tipos de fibras

Caracteristicas TIPOS DE FIBRAS

CLou Tipol | CRaouTipo lla CRb ou Tipo llb
Capacidade Oxidativa Alta Moderada/Alta Baixa
Capacidade Glicolitica Baixa Alta Muito Alta
Velocidade Contratil Lenta Rapida Rapida
Resisténcia a Fadiga Alta Moderada Baixa

Forca da Unidade

Baixa Alta Alta
Motora

Fonte:WILMORE et al., 1999

As fibras musculares sdao formadas por estruturas como o sarcolema, sarcoplasma, reticulo
sarcoplasmatico, tubulos T e as miofibrilas (Figura 4). O sarcoplasma é o fluido intracelular do
tecido muscular e contém grande quantidade de potassio (K*), magnésio (Mg**), fosfato (H,POs)
e enzimas (GUYTON; HALL, 1996). O reticulo sarcoplasmatico (RS) e as miofibrilas estdo
localizados no sarcoplasma, assim como um enorme nimero de mitocéndrias que se encontram

dispostas paralelamente as miofibrilas (GUYTON; HALL, 1996).
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Figura 4. Fibra muscular e suas estruturas.(ADAPTADO DE https://commons.wikimedia.org/)

As miofibrilas sdo formadas por miofilamentos e nestes existem as unidades contrateis do
tecido muscular denominadas de sarcémeros (Figura 5). A miofibrila é, entdo, uma associa¢do
em série de inUmeros sarcémeros. O sarcomero (delimitado pelas linhas Z) é composto por
filamentos grossos (miosina) e finos (actina), além de outras proteinas como a troponina e
tropomiosina. A interagdo dos filamentos com essas proteinas, desencadeardo o processo de

contragao do sarcomero, que sera explicado com mais detalhes da préxima segao.

Actina
/ Miosina
,s0%000,
® /

Faixa A
< -
Miofibrila ( — ] =
=5F T : T \_
Lihd Sarcémero Linha Z
Faixa H

Figura 5. Sarcdmero e seus componentes. (ADAPTADO DE https://commons.wikimedia.org/)

2.1.1 Fisiologia da Contracdo Muscular Esquelética

Quando um potencial de a¢do percorre um neurdnio motor até suas terminacgdes nas fibras
musculares, ha secre¢do de pequena quantidade da substancia neurotransmissora chamada de
acetilcolina. Esta atua sobre uma determinada area da membrana da fibra muscular, abrindo
numerosos canais proteicos dependentes de acetilcolina. A abertura desses canais acetilcolina-

dependentes permite a entrada de grande quantidade de ions sédio (Na*) para o interior da
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membrana da fibra muscular e promove a saida de ions K* e cloro (Cl), no ponto da terminacgdo
nervosa, produzindo um potencial de acdo na fibra muscular (GUYTON; HALL, 1996).

O potencial de acdo ao percorrer a membrana celular gera a despolarizacao da fibra
muscular. Tal fato permite a liberagdo de ions calcio (Ca*™) do reticulo sarcoplasmatico para o
sarcoplasma através dos tubulos T (WILMORE; DREWS, 1999). O Ca** possui papel fundamental
no mecanismo de contragdo. Ao se ligar a molécula de troponina (no complexo troponina-
tropomiosina) ocorre um reposicionamento do complexo troponina-tropomiosina e, dessa
forma, a molécula de tropomiosina nao se liga mais a actina permitindo que os sitios ativos da
actina fiquem livres para interacdo com a miosina. A partir deste momento os sitios ativos da
actina, antes ocultos pela tropomiosina, podem se ligar a cabeca da miosina (WILMORE; DREWS,
1999).

Uma vez que as moléculas de actina e miosina estdo ligadas, ocorre o mecanismo de
contracgdo. Pela teoria do filamento deslizante, quando a cabega da miosina se liga com a actina,
as proteinas se tracionam em sentidos opostos. Em alguns casos este tracionamento gera uma
sobreposicdo destas moléculas (Figura 6) e o encurtamento do sarcomero (MCARDLE et al.,
2010), mas ndo é este encurtamento que se chama contra¢do e sim a geracdo de tensdo na
célula muscular. Isto significa que é possivel ocorrer contracdo sem encurtamento e até mesmo

com distensdo muscular.
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Figura 6. llustragdo do sarcomero relaxado e contraido (Elaborada pelo autor).

A tracdo entre os filamentos finos e grossos é um processo ativo que exige energia
(WILMORE; DREWS, 1999). Neste caso, a cabeca da miosina possui outro sitio ativo (além do
sitio que se liga a actina) de ligacdo com a molécula de ATP (adenosina trifosfato). A enzima
ATPase quebra o ATP em ADP (adenosina difosfato) e fosfato inorganico (P) e libera energia

necessaria para a que haja a agdo muscular (WILMORE; DREWS, 1999).



Apds uma fracdo de segundo, os ions Ca** sdo bombeados de volta para o reticulo
sarcoplasmatico, onde permanecem armazenados até que ocorra novo potencial de agdo

muscular (GUYTON; HALL, 1996).

2.1.2 Tipos de contragéo

A contracdo muscular de um determinado musculo pode gerar ou ndo um movimento
articular. A partir deste efeito podem-se classificar as contragdes musculares em trés principais
tipos; concéntrica, excéntrica e isométrica.

A contragdo concéntrica caracteriza-se pelo encurtamento do musculo devido ao
deslizamento das proteinas actina e miosina, sendo que esta contracao possui caracteristicas de
acdes dindmicas uma vez que ocorre juntamente com um movimento articular. Neste caso, a
forca produzida pelo musculo é maior que a forca externa de oposicdo ao movimento que é
aplicada a ele (sobrecarga imposta ao musculo). Por exemplo, realizar um movimento de flexdo
do cotovelo com um halter na mao na posicdo de pé. Neste caso, os musculos flexores do
cotovelo (biceps braquial, braquial e braquiorradial) estdo sofrendo um encurtamento e como
consequéncia o angulo articular entre brago e antebrago esta diminuindo.

A contracdo excéntrica também possui caracteristicas dindmicas, pois ocorre
concomitantemente com alterag6es do angulo articular. No entanto durante este tipo de
contragdo o musculo estd alongando ao invés de encurtando (WILMORE; DREWS, 1999). Neste
caso, a forga produzida pelo musculo é menor que a sobrecarga imposta a ele e 0 movimento
articular é freado pelo musculo. Por exemplo, o biceps quando contrai (contracdo concéntrica),
gera um movimento de flexdo do cotovelo, uma vez que a forga produzida pelo musculo supera
a sobrecarga imposta (um halter de 2k na mdo de um individuo, por exemplo). Agora, se essa
forga, produzida pelo biceps, ndo supera a sobrecarga imposta, mesmo com o musculo
contraido e tentando gerar um movimento de flexdo do cotovelo, o cotovelo realiza o
movimento oposto, a extensado.

A contragdo isométrica se caracteriza principalmente por ndo haver movimento articular ou
nao alterar o angulo articular durante a contracdo, o comprimento do musculo também nao se
altera e assim a a¢do do musculo denomina-se de ac¢do estatica (WILMORE; DREWS, 1999). Esta
condicdo ocorre quando a sobrecarga imposta ao musculo é igual a forca produzida pelo mesmo
(WILMORE; DREWS, 1999). Por exemplo, sustentar o antebraco num &ngulo de 90° da
articulagdo do cotovelo com um halter de 2kg (na mao) é uma contracdo isométrica. Pois ndo
existe movimento articular. No entanto se a partir de um determinado momento o biceps
aumentar a forga e gerar um movimento de flexdo do cotovelo, reduzindo o angulo articular

para 45°, por exemplo, a contragdo passa a ser concéntrica.
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2.2 Bioenergética

A energia necessaria durante a contracdo muscular é proveniente da hidrélise da molécula
de ATP. Contudo, o armazenamento de ATP no corpo humano é considerado baixo para suprir
as necessidades energéticas durante uma atividade (MCARDLE et al., 2010). Assim, o corpo
dispGe de trés principais fontes de ressintese de ATP, o sistema ATP-CP, o sistema glicolitico e o
sistema oxidativo (WILMORE; DREWS, 1999). Essas fontes sdo capazes de sintetizar moléculas
de ATP conforme a necessidade do organismo e a utilizacdo de cada uma delas é controlada
principalmente pela intensidade e duragao de uma atividade. A Figura 7 ilustra o percentual de

contribuicdo de cada fonte de energia em funcdo do tempo de atividade.
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Figura 7. Percentual de contribuicdo de cada sistema energético supondo uma atividade de intensidade constate

(MCARDLE et al., 2010).

Na contragcdo muscular o sistema ATP-CP é a principal fonte de geracdo de ATP nos primeiros
segundos de contragdo, geralmente até uns 15 segundos aproximadamente (WILMORE et al.,
1999; PLATONOV e BULATOVA, 2003). A creatina fosfato ou fosfocreatina (PCr) ao ser clivada,
através da enzima creatina quinase, em creatina (Cr) e Pi, libera energia. Esta energia é
necessaria para que haja a formacao (ou fosforilacao) do ATP (MCARDLE; KATCH; KATCH, 2010).
A Figura 8 ilustra este processo. Este sistema é capaz de fornecer rapidamente grandes
quantidades de ATP de maneira simples e rapida (WILMORE; DREWS, 1999), uma vez que todo

o processo de formacgdo de ATP depende apenas de duas rea¢des quimicas.
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Figura 8. ReagBes quimicas que ocorrem no sarcoplasma para a formagdo de ATP através do sistema ATP-CP e a
reagao de liberagdo de energia no sarcomero quando o ATP esta fixado na cabecga da miosina. PCr - creatina-fosfato;

PCr - Creatina; Pi - fosfato inorganico; ADP - Adenosina difosfato. (Elaborada pelo autor)

O ATP sera hidrolisado para fornecimento de energia e permitir o encurtamento do
sarcdmero. E importante ressaltar que a hidrélise do ATP em ADP + Pi, além de liberar energia,
libera prétons de H*, que precisam ser tamponados para ndo haver uma reducao do pH
(acidificacdo) da célula.

Por fim, a molécula livre de creatina sera ressintetizada em PCr no espaco intermembranas
da mitocéndria. Esse processo de ressintese da molécula de PCr ndo ocorre rapidamente, sendo
uma das razdes dos estoques de PCr durarem por um curto espago tempo.

As outras duas fontes de ressintese de ATP também atuam de acordo com o tempo da
atividade ou contra¢do muscular, vide Figura 7. O sistema glicolitico atua também como uma
fonte de energia de alta velocidade. No entanto em relagdo ao sistema ATP-CP, este sistema
possui uma a¢dao mais lenta de gera¢do de energia e menos potente, mas com duragdo
significativamente maior, trinta segundos a seis minutos aproximadamente (PLATONOV;
BULATOVA, 2003). O sistema glicolitico consiste na obteng¢do de moléculas de ATP através da
degradac¢do da molécula de glicose(MCARDLE et al., 2010).

A glicose é proveniente da alimentacdo (carboidratos), da quebra das moléculas de
glicogénio (muscular ou hepatico), ou até mesmo a partir do metabolismo de aminodcidos
(MCARDLE, et al., 2010). O glicogénio consiste em uma molécula que armazena uma série de
moléculas de glicose. Ao ser quebrada, esta fornece a glicose necessdria para o inicio do
processo de glicdlise. O glicogénio é formado a partir da glicose sanguinea e armazenado no
figado e musculos até o momento em que é solicitado (WILMORE; DREWS, 1999). Este sistema
também é responsdvel por produzir ao final do seu processo a molécula de lactato, que é de

extrema importancia no processo de tamponamento da célula.
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Esta via consiste numa cadeia de 10 rea¢des que formam 4 moléculas de ATP as custas de 2
moléculas, sendo assim gerando um saldo de 2 moléculas de ATP por molécula de glicose
degradada. A Figura 9 ilustra a cadeia de reacdes da glicdlise. E importante ressaltar que uma
molécula de glicose possui seis carbonos e quando a frutose 1,6 bifosfato é quebrada, formam-
se duas moléculas de trés carbonos: dihidroxicetona fosfato e gliceralddeido 3-fosfato. A partir
deste momento as reacbes apresentadas ocorrem duas vezes, consequentemente duas
moléculas de piruvato e quatro de ATP serdo formadas(MCARDLE et al., 2010; NELSON; COX,
2004).

O piruvato possui papel importante no controle das vias metabdlicas, dependendo da
condicdo energética do organismo ele pode ser convertido em Lactato ou em Acetil-CoA.
Quando em situacdo de baixa energética, ha uma “aceleracdo” da via glicolitica e acimulo de
protons H*, devido a hidrélise de ATP (BERTUZZI et al., 2009).Com isso o piruvato sofre acdo da
enzima lactato desidrogenase (LDH), em nivel citoplasmatico, que converte o piruvato em
lactato (WESTERBLAD; BRUTON; KATZ, 2010). Este lactato atua com agente tamponador dos
protons H+ evitando reducdo do pH e mantendo o equilibrio acido-base no musculo, viabiliza
que o sistema glicolitico continue ativo, uma vez que o lactato é responsdvel pela formacgdo de
novas moléculas de NAD, serve como precursor para a sintese de glicogénio muscular e hepatico
e, como substrato energético para outros drgaos, como o cérebro, por exemplo.

Brooks, (2020) em uma recente revisdo, diz que no musculo em repouso a relagdo entre a
concentracdo de Lactato ([Lac]) e a concentragdo de piruvato ([Piruvato]) é de
aproximadamente 10 ([Lac’]/[Piruvato] = 10). Contudo num musculo ativo essa relagdo aumenta
mais de uma ordem de grandeza, podendo chegar a valores em torno de 500. Com isso, mesmo
durante uma atividade de baixa intensidade ou com predominio do sistema oxidativo, a relacdo
[Lac’]/[Piruvato] serd um valor alto. No entanto pode-se observar, nas condi¢Ges de predominio
do sistema oxidativo, um aumento na taxa de atividade da enzima PDH (piruvato
desidrogenase), responsavel pela formacdo do Acetil Co-A a partir da molécula de Piruvato
(PUTMAN et al., 1998), assim, esta enzima pode ser um marcador bioquimico importante para

diferenciar as atividades dos sistemas energéticos.
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Figura 9. llustragdo do ciclo da glicélise. (Elaborado pelo autor, adaptado de NELSON e COX, 2004)

O sistema oxidativo é o Unico que atua sob a presen¢a importante da molécula de oxigénio
(02), por isso também é chamado de sistema aerdbio. Como o sistema glicolitico, forma
relativamente pouco ATP, a partir de um determinado tempo de exercicio intenso o sistema
oxidativo passa a fornecer o ATP necessario para manutenc¢do da atividade (MCARDLE et al.,
2010). Este sistema (oxidativo) produz grandes quantidades de ATP e podem ser obtidos pela
oxidagdo de carboidratos ou triglicerideos.

De modo simplificado, o sistema oxidativo possui duas etapas. O ciclo de Krebs ou ciclo
do acido citrico, responsavel pela formacdo de potencial redutor, NADH e FADH; que ocorre na
matriz mitocondrial. Posteriormente, as moléculas de NADH e FADH, atuam na cadeia de
transporte de elétrons onde sdo geradas as moléculas de ATP (MCARDLE et al., 2010). Todas as

reacOes existentes no ciclo de Krebs podem ser vistas na Figura 10.
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Figura 10. llustragdo do ciclo de Krebs. (Elaborada pelo autor, adaptada de MCARDLE et al., 2010)

Para dar-se inicio ao ciclo de Krebs, necessita-se de uma molécula proteica chamada de
Acetil Coenzima A (acetil-CoA) (COX; NELSON, 2000). Esta molécula pode ser proveniente do

metabolismo de carboidratos ou lipideos (como dito anteriormente). A Figura 11 apresenta

resumidamente essas etapas.
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Figura 11. Esquematico resumido do sistema oxidativo. (Elaborada pelo autor)

Se for proveniente do carboidrato a enzima piruvato desidrogenase é a responsavel em
transformar o piruvato em acetil-CoA, no caso de acimulo do préprio piruvato (NELSON; COX,
2004). Caso a fonte de acetil-CoA seja os lipideos, a molécula é obtida por meio da quebra de

molécula de triacilglicerol (trés moléculas de acidos graxos ligadas a uma molécula de glicerol)
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em trés moléculas de acido graxo livre mais uma molécula de glicerol (NELSON; COX, 2004). As
moléculas de acido graxo passardao por um processo chamado B-oxida¢do, que resultarad na
formacao do acetil-CoA. Nota-se que cada processo de B-oxidacdo gera 8 moléculas de acetil-
CoA, logo, sendo capaz de rodar o ciclo de Krebs oito vezes (MCARDLE et al., 2010). Por esse
motivo é facil entender que uma molécula de lipideo é capaz de gerar muito mais energia que
uma Unica molécula de carboidrato. Em numeros, uma molécula de glicose totalmente
catabolizada (glicélise e fosforilacdo oxidativa) é capaz de gerar um saldo positivo de até 36
moléculas de ATP enquanto uma molécula de triglicerideo pode gerar até 460 moléculas de ATP

(MCARDLE et al., 2010).

2.3 Impedancia elétrica

A impedancia elétrica pode ser definida como a oposicdo total que um meio oferece a
passagem de uma corrente elétrica (EDMINSTER, 1974). Quando esta oposi¢do gera um gasto
de energia em forma de calor e ocorre o efeito Joule, esta oposicdo é denominada resisténcia
(R). Por outro lado, se o meio ndo dissipa energia em forma de calor para se opor a passagem
da corrente temos a reatancia (X), que pode ser capacitiva (Xc) ou indutiva (X;). Em circuitos de
corrente alternada senoidal a reatancia também se caracteriza por provocar uma defasagem de
90° entre os sinais de corrente e tensao. As caracteristicas de resisténcia e de reatdncia de um
meio ou sistema é entdo denominada de impedancia (Z), que pode ser vista como a relagdo geral
entre tens3o aplicada (V) e corrente circulante (/) pelo meio, tal que Z= Vi’

Admitindo que a tensdo seja proveniente de uma fonte senoidal alternada e supondo o meio
como um sistema linear, a corrente também terd o comportamento senoidal, podendo ambas
serem representadas por nimeros complexos (fasores) que contabilizam o médulo e a fase
destes sinais. Logo, por representar a razdo entre dois nimeros complexos, a impedancia
também pode ser representada por um nimero complexo (equacgdo 2.1), com um médulo e uma
fase (equagdo 2.2). Sendo assim, é possivel representar graficamente a impedancia no plano

complexo, por meio de seus valores de mddulo e fase ou partes real e imaginaria (Figura 12)

Z=R+jXouZ=|Z|e*? (2.1)
|Z| = VR? + X? 6= arctg% (2.2)

onde, Z é impedancia, R é a resisténcia, X é a reatancia, [Z/é o mddulo de Ze 0 é fase de Z.
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Figura 12. Representa¢do da impedancia no plano complexo.

Os valores de resisténcia e reatancia sdo medidos em Ohms (Q) e para um sinal senoidal de
frequéncia w suas magnitudes sdo dependentes da frequéncia do sinal (equagdes 2.3 e 2.4).

1

X, =——
JaC

(2.3)

X = jolL (2.4)

onde w é afrequéncia do sinal, sendo w = 2rntf e f = a frequéncia em graus.

2.3.1 Caracteristicas de um volume condutor

Uma amostra de um determinado material do qual se deseja saber as caracteristicas de
impedancia pode ser chamado de volume condutor. Um volume condutor possui caracteristicas
elétricas fixas inerentes ao material do qual o volume é formado, e outras dependentes das suas
dimensdes e geometrias. Para chegarmos aos valores de resisténcia e a reatancia ha de se levar
em conta tanto as caracteristicas intrinsecas do volume condutor como sua dimensdo e forma.

Duas das principais caracteristicas elétricas préprias do material de um volume condutor sdo
a condutividade (o) e a permissividade (g). A condutividade é a propriedade elétrica que
expressa a facilidade de um material em conduzir a corrente elétrica, sua unidade de medida é
Siemens por metro (S/m) (IVORRA, 2002), sendo, as vezes, chamada de condutancia especifica;
pois, diferente da condutancia (reciproco da resisténcia), é especifica de cada material e ndo
depende das dimensdes do mesmo. Alguns trabalhos exploram as caracteristicas de
resistividade (p), expressa em Q-m, que pode ser definida como o reciproco da condutividade
(oY). A permissividade, por sua vez, caracteriza a capacidade isolante de um material e é
expressa em Farad por metro (F/m) (IVORRA, 2002). A permissividade indica quanto um material

isolante ou dielétrico é polarizado em resposta a um campo elétrico. Assim como a
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condutividade, a permissividade é especifica de cada material e ndo depende das suas
dimensdes.

A resisténcia de um material pode ser calculada a partir da sua resistividade ou
condutividade. Considerando, por exemplo, um material de formato cilindrico, homogéneo e
isotropico (Figura 13), ao se associar as caracteristicas dimensionais do material e sua

resistividade podemos obter o valor de sua resisténcia pela equagdo 2.5.

R=pLt (2.5)

t

onde, L é o comprimento do material e As: representa a area de secgao transversa.

As setas na Figura 13 representam os vetores de densidade de corrente supondo uma excitacao
externa de corrente. Por ser um meio homogéneo, nota-se que os vetores possuem as mesmas

magnitudes, além de estarem igualmente e paralelamente distribuidos por todo o volume.

Yy
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Figura 13. Volume condutor homogéneo. As setas representam os vetores de densidade de corrente, r - raio do

cilindro e L - comprimento do Cilindro (Adaptado de GRIMNES e MARTINSEN, 2008)

No entanto é mais comum que os volumes condutores apresentem mais de um material em
sua composi¢dao. Nesse caso cada material terd uma condutividade caracteristica, volumes e
formas diferentes uns dos outros, dentro de um mesmo volume condutor. Assim, a distribui¢cdo
das linhas de densidade de corrente se alteram e a impeditividade do volume condutor é
resultante da combinac¢do desses diferentes materiais. A Figura 14 mostra como um meio ndo
homogéneo, isto é anisotrdpico, altera a distribuicdo das linhas de densidade de corrente. Nota-
se que os vetores de densidade de corrente aumentam em magnitude nas areas com maior
condutividade. Entdo, podemos dizer que a impedancia de meios ndo homogéneos (seja na

condutividade ou na geometria), sofre influéncia da anisotropia do meio.
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Figura 14 Volume condutor ndo homogéneo. (a) Area retangular e uma area circular, sendo a area circular com
maior condutividade. (b) Area retangular, uma drea circular e duas areas retangulares no interior do circulo, sendo a
area circular com menor condutividade e as areas retangulares com a mesma condutividade. (GRIMNES;

MARTINSEN, 2008).

2.3.2 Bioimpeddancia

O termo bioimpedancia diz respeito as caracteristicas de impedancia elétrica em materiais
bioldgicos, ou seja, € um atributo que avalia o quanto um material biolégico é capaz de se opor
ao fluxo de corrente elétrica. As caracteristicas de impedancia do corpo biolégico seguem os
mesmos principios vistos anteriormente, sendo que além da parte resistiva, ha uma parte
reativa, geralmente capacitiva, o que torna a bioimpedancia dependente da frequéncia do sinal
de estimulagdo.

Nos materiais biolégicos, cada tecido possui um comportamento particular em relagdo a sua
impedancia, ou seja, ndo podemos, por exemplo, dizer que as caracteristicas elétricas do tecido
muscular sdo as mesmas do tecido adiposo. A Tabela 2 mostra esta diferenga e apresenta valores
estimados de resistividade de alguns tecidos de porco. Os valores foram calculados a partir dos
dados de condutividade, obtidos por Gabriel e colaboradores (2009), em frequéncias de 40 Hz e

70 Hz.
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Tabela 2. Valores de resistividade (p) em diferentes tecidos de porco

Tecido p (Q'm)
Gordura 12,82
Cranio (seccao medial) 3,125
Sangue 1,66
Musculo 6,66

Fonte: Gabriel e colaboradores (2009)

No entanto, algumas caracteristicas podem ser vistas de forma comum em relacdo aos
tecidos bioldgicos, isto é, todo tecido pode ser interpretado como um meio extracelular e um
conjunto de células desempenhando uma mesma fungdo (PLATONOV; BULATOVA, 2003), sendo
gue tanto o meio extracelular quanto as células possuem propriedades elétricas.

O conjunto de células que formam os tecidos pode ser dividido em duas partes; as
membranas celulares formadas por uma bicamada lipidica, portanto com condutancia muito
baixa (IVORRA, 2002), e os meios intracelular e extracelular, que podem ser considerados
eletrdlitos e bons condutores elétricos. Portanto, pode-se observar um efeito capacitivo da
membrana celular, por esta se comportar como um dielétrico separando os meios intracelular
e extracelular, considerados bons condutores de corrente. Em decorréncia das caracteristicas
elétricas acima descritas dos tecidos bioldgicos, na andlise de bioimpedancia é comum
representarmos o comportamento dos tecidos estudados por meio de um modelo elétrico,

como, por exemplo, o ilustrado na Figura 15.

Re

Cm Ri

Figura 15. Modelo elétrico que mimetiza as caracteristicas elétricas de um tecido biolégico. Re — Resisténcia

extracelular, Ri — Resisténcia intracelular e Cm — Capacitancia de Membrana.

Para regime permanente senoidal, a impedancia equivalente (Z.,) do modelo elétrico da

Figura 15 pode ser calculada pela equacgao 2.6.
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Zy = (2.6)
-
Re Ri + —— 1
joCm
Uma vez adotado este modelo, caso uma corrente com frequéncia muito baixa seja injetada
ao modelo, o capacitor se comportara como um circuito aberto (equacdo 3) e a corrente passara
apenas pelo resistor Re. Em outras palavras, a corrente permeard apenas o meio extracelular.
Assim, o valor de Re representara a Z.q do sistema biolégico em baixas frequéncias. Neste caso
o valor de Re também pode ser chamado de Ro(resisténcia observada quando a frequéncia tende
para zero). Em contrapartida, se a frequéncia da corrente injetada for muito alta, o capacitor se
comportara como um curto circuito (vide equacdo 3) e a corrente percorrera tanto o resistor Re
qguanto Ri, ou seja, a corrente permeara tanto o meio extracelular quanto o meio intracelular. A
Zeq do sistema passara a ser descrita pela associagdo em paralelo entre Re e Ri (equagdo 2.7) e
podemos entdo chamar a Z.; de Riy (resisténcia observada quando a frequéncia tende para
infinito).
_ ReRi
" Re+Ri (2.7)
A Figura 16 ilustra o comportamento descrito acima das correntes elétricas no tecido

bioldgico em altas e baixas frequéncias.

Célula

Tecido Biolégico / Meio extracelular

NN ]
Baixas Frequéncias

T —_— '““ Altas Frequéncias
o /

Figura 16. Caminhos preferenciais da corrente elétrica em fungdo da frequéncia. (Elaborada pelo autor)

Assim, considerando o modelo elétrico da Figura 15 é possivel representar o comportamento
da bioimpedancia em funcdo da frequéncia, no plano complexo, por um locus assemelhado ao

ilustrado na Figura 17, sendo a frequéncia caracteristica a frequéncia associada a reatancia

maxima.
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Figura 17. Representagdo grafica da impedancia (Z) de um sistema bioldgico em fungdo do aumento da frequéncia.
Rinf - resisténcia em frequéncias muito altas, Ro - resisténcia na frequéncia 0 Hz, |Z| - médulo da impedancia, 6 -

fase.

O locus da Figura 17 representa a chamada dispersdo que ocorre para frequéncias entre
algumas centenas de Hz até alguns MHz. Para frequéncias mais baixas ou mais altas o modelo
da Figura 15 ja ndo é suficiente para representar todos os efeitos observados na bioimpedancia.
A Figura 18 mostra como os valores de condutividade e permissividade de um tecido bioldgico

variam com a frequéncia da corrente que o permeia para uma faixa maior de frequéncias.

£ (Fiem) T(S/cm)

1 '
108 1 108

E_I
108 [ 1 10¢
102 4 10
1
iL‘J: —;DE l‘M::":' frequéncia(Hz)

Figura 18. Caracteristicas de condutividade e permissividade de tecidos biolégicos em funcdo da frequéncia

(IVORRA, 2002).

Na Figura 19 e na Figura 20 podem ser visto um exemplo de dados de bioimpedancia do
musculo biceps, em fun¢do da frequéncia no plano complexo e em relacdo ao seu médulo e sua

fase.
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Figura 19. Exemplo do comportamento da bioimpedancia de um tecido bioldgico no plano complexo em fungdo da

frequéncia. (Elaborada pelo autor)
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Figura 20. Médulo e fase da bioimpedancia do musculo biceps em fungdo da frequéncia. (Elaborada pelo autor)

Um modelo mais sofisticado, capaz de representar o comportamento dos tecidos biolégicos
para uma faixa de frequéncias maior foi utilizado por Shiffman e Rutkove (2013) para aplicagdes
de EIM. Os componentes adicionais se referem a membrana e ao fluido das organelas celulares

(mitocondrias, reticulo endoplasmatico, entre outras).
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Co Ro

Re

Figura 21. Modelo elétrico de cinco elementos para bioimpedancia que contabiliza contribuigdo de organelas. Cm -
capacitancia de membrana, Co - capacitancia das organelas, Ro - resisténcia das organelas, Ri — resisténcia

intracelular, Re - resisténcia extracelular.

Nesse novo modelo Re também pode ser chamado de Ry, a diferenca é que em altas
frequéncias o Rinf sera a associacdao em paralelo de Ro, Ri e Re, conforme equagdo 2.8, e a

impedancia equivalente do modelo é descrita pela equagdo 2.9.

1
R =711 1 (28)
Ro Ri Re

O locus do comportamento da impedancia, seu médulo e fase sdo apresentados na Figura 22
e na Figura 23, nota-se que apenas a fase possui um locus diferente em relacdo ao modelo de
trés elementos. Os valores dos parametros do modelo elétrico de cinco elementos utilizados na
estimativa de Z.q, mdédulo e fase, foram os obtidos por Shiffman e Rutkove (2013), num estudo

que foi utilizado este modelo elétrico. Os valores foram simulados com frequéncias entre 0 e

10 MHz.
1
Zeq = 1 1 (2.9)
—+
Re
1 1 1
- + —_+17
joCm | Ri ' +Ro
joCo
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Figura 22. Comportamento da bioimpedancia (Z) de um tecido bioldgico no plano complexo para frequéncias entre

0 e 10 MHz. (Elaborada pelo autor)
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Figura 23. Médulo e fase da bioimpedancia de um tecido biolégico em fungdo de frequéncias entre 0 e 10 MHz.

(Elaborada pelo autor)

2.3.3 Medicdo de bioimpeddncia e miografia por impeddéncia elétrica

Ao reduzir o objeto de estudo apenas ao tecido muscular, pode-se trabalhar com o conceito
de EIM, que pode ser compreendido como o estudo da atividade muscular por meio da técnica
de bioimpedancia. Os conceitos de bioimpedancia apresentados até o momento se aplicam a
EIM. E os métodos de medidas apresentados a seguir serdo os mais utilizados em estudos da
técnica de bioimpedancia, que também se aplicam a EIM.

De maneira geral aplica-se um campo elétrico de baixa amplitude, a fim de manter a
linearidade em um determinado volume condutor (BARSOUKOV; MACDONALD, 2005), e mede-
se a resposta elétrica do sistema. O estimulo elétrico aplicado pode ser tensdo, ou corrente,

depende da técnica de medida, e a resposta do sistema serd tensdo (caso uma corrente seja
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aplicada), ou corrente (caso uma tensdo seja aplicada). Além dos estimulos, as técnicas se
diferenciam na quantidade de eletrodos (dois ou mais), e no dominio de analise (tempo ou

frequéncia).

2.3.3.1 Dominio de Frequéncia
A técnica de analise mais comum consiste em aplicar uma corrente senoidal de baixa
amplitude (300 A a 1 mA) e altas frequéncias (1 kHz a 10 MHz), e medir a resposta de tensao

entre dois pontos quaisquer de interesse (Figura 24).

LAV

Figura 24. Exemplo de medigdo de bioimpedancia. Aplica-se a corrente entre os pontos A e B e mede-se a tensdo

entre os pontos C e D. (Elaborada pelo autor)

Esta técnica pode medir a resposta de tensdo em uma ou varias frequéncias (sistemas
monofrequencial ou multifrequencial). Em equipamentos comerciais utilizados em estudos de
EIM, as frequéncias analisadas chegam a 10 MHz. A anélise pelo dominio da frequéncia possui a
vantagem de apresentar uma boa razdo sinal/ruido para a resposta de cada frequéncia e como
as componentes da impedancia sdo dependentes da frequéncia do sinal de estimulacdo, pode-
se dizer que o método multifrequencial fornece uma resposta mais rica das caracteristicas de
impedancia de um volume condutor. Num sistema multifrequencial, mede-se tantas respostas
quanto o numero de frequéncia analisadas, ocasionando uma baixa resolu¢ao temporal do
sistema. Sendo que o tempo total da medida depende principalmente do periodo da menor
frequéncia analisada pelo sistema. No caso de um sistema monofrequéncial o tempo de
resposta depende basicamente do periodo da onda de excitacdo e, como geralmente uma
analise monofrequéncial ocorre na frequéncia de 50 kHz (periodo de 20 us) esse método pode
ser capaz de realizar medidas em resolugbes temporais bem menores que o método

multifrequencial.
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2.3.3.2 Dominio do tempo

Técnicas no dominio do tempo tém a vantagem de, geralmente, realizarem medidas mais
rapidas e, portanto, permitem uma melhor resolu¢do temporal (MIN et al., 2008). Portanto,
permite analises dindmicas de impedancia em intervalos de tempo menores que os métodos no
dominio da frequéncia, sendo bastante Uteis para avaliar volumes condutores que alteram
muito rapidamente suas caracteristicas impeditivas (MIN et al., 2008). No entanto, tem como
desvantagem a necessidade de digitalizar a resposta e aplicar a transformada de Fourier, para
transformar a mesma do dominio do tempo, para frequéncia (BARSOUKOV; MACDONALD,
2005). Este processamento pode gerar uma reducdo na razdo sinal-ruido e mesmo que seja
possivel realizar medidas em intervalos de tempo pequenos, a visualizagdo dos resultados de
impedancia, sé é possivel apds o processamento digital. Pode-se dizer que nas técnicas no
dominio do tempo utiliza-se, como sinal de entrada, uma estimulacdo banda larga, onde o
tempo de estimulacdo estd diretamente ligado a resolugdo espectral (equagdo 10). Ja o
intervalo de frequéncias analisadas, além do tempo de excitacdo, depende também da

frequéncia de amostragem, sendo as frequéncias minima e maxima definidas na equacdo 11.

Af =% (2.10)
onde, Af é a resolucdo espectral e T é o periodo do sinal de excitacao.
f min = Af
f max = g (2.11)

onde fs é a frequéncia de amostragem.

Alguns estudos de EIM ja utilizam técnicas no dominio do tempo, como é o caso de Sanchez
et al. (2014),Coutinho et al. (2015) e Jotta et al., (2017), visando justamente obter respostas

mais rdpidas, compativeis ao tempo das varia¢gdes de impedancia do tecido muscular.

2.3.3.3 Arranjo de Eletrodos

Os sistemas de bioimpedancia em geral utilizam arranjos de eletrodos bipolar ou tetrapolar,
cada um com suas vantagens e suas limitacdes. O arranjo tetrapolar, por exemplo, tem a
vantagem de nao sofrer influéncia da impedancia dos eletrodos. Contudo, por ser um sistema
multiportas (excita numa porta e mede-se em outra porta), o sistema ndo mede a impedancia
propriamente dita e sim uma transimpedancia (BROWN; WILSON; BERTEMES-FILHO, 2000). Por
medir uma transimpedancia, a diferenca de potencial entre dois pontos quaisquer passa a ser
dependente ndo apenas das caracteristicas elétricas do volume condutor, mas também do

posicionamento dos eletrodos de corrente (GRIMNES; MARTINSEN; JOHNSEN, 2010).

27



O arranjo bipolar é capaz de medir a impedancia de um volume condutor, pois excita e mede
na mesma porta. Porém, neste caso, a impedancia de eletrodos influencia diretamente na
medida do sistema, a menos que a impedancia do volume condutor seja muito mais alta que a
impedancia dos eletrodos. Para minimizar os efeitos da impedancia de eletrodos costuma-se
aumentar a area dos eletrodos de medicéo.

As Figura 25 e Figura 26 ilustram como, ao medir a diferenga de potencial em um mesmo
local, utilizando dois arranjos de eletrodos diferentes, obtém-se resultados diferentes. As figuras
apresentam o mesmo volume condutor de 15 cm de altura e 80 cm de comprimento. O volume
esta divido em trés camadas puramente resistivas, com condutdncias de 1 mS/m, 100 mS/m e
200 mS/m, sendo estas condutancias referentes aos tecidos epitelial, adiposo e muscular
retirados do trabalho de Gabriel et al. (2009), e eletrodos de captacdo de tensdo na mesma
posicdo. Na Figura 25 tem-se o arranjo tetrapolar com os eletrodos de corrente externos aos
eletrodos de captacdo de tensdo e com 70 cm entre eles. Na Figura 26 os eletrodos de captacao
de tensdo também sdo utilizados como eletrodos de corrente, com 20 cm entre eles. A diferenca
de potencial registrada com o arranjo tetrapolar é muito menor que a registrada com o arranjo
bipolar (0,015V e 1,6 V). Essa grande diferenca deve-se principalmente a distribuicdo dos

vetores de densidade de corrente, que sdo diferentes nas duas situagdes.

freq(l)=50000 Arrow Surface: Current density Surface: Electric potential (V)
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Figura 25. Modelo de elementos finitos de um volume condutor com 15 cm de altura e 80 cm de comprimento,
dividido em trés camadas puramente resistivas com condutancia diferentes, 01, 02 e 03 de cima para baixo,
submetido a uma avaliagdo de impedancia tetrapolar. As setas indicam a diregdo, sentido, distribuicdo e magnitude

da densidade de corrente.

28

1.6




freq(l)=50000 Arrow Surface: Current density Surface: Electric potential (W)

30 T T T T T T T T T ] F ]

25} 4
20 - Av=18V -

15

10k

Altura (cm)

gl =1 m5/m
g2 =100 mS/m
g3 =200 mS/m

15 1 L I 1 1 I 1 i I B

Q 10 20 30 40 50 60 70 80 0
Comprimento (cm) Yo

Figura 26. Modelo de elementos finitos de um volume condutor com 15 cm de altura e 80 cm de comprimento,
dividido em trés camadas puramente resistivas com condutancia diferentes, 01, 62 e 63 de cima para baixo,
submetido a uma avaliagdo de impedancia bipolar. As setas indicam a diregdo, sentido, distribuicdo e magnitude da

densidade de corrente.

Na técnica EIM, o arranjo de eletrodos tetrapolar também é o mais comum. Existem
basicamente duas maneiras de se posicionar os eletrodos no arranjo tetrapolar; o linear EIM e
o near-current electrode (SHIFFMAN, 2013). A primeira consiste em colocar os eletrodos de
corrente distantes com relagao ao ponto de interesse, normalmente nas maos ou nos pés, e o
conjunto de eletrodos de captagdo de tensdo ao redor da regido de interesse. Na segunda
maneira a grande diferenca é o posicionamento dos eletrodos de corrente, que neste caso ficam
mais proximos da musculatura estudada.

Estas diferencas no posicionamento dos eletrodos de corrente podem gerar diferencas na
distribuicdo das linhas de correntes (GRIMNES; MARTINSEN, 2008). No arranjo linear EIM, por
exemplo, a grande distancia dos eletrodos de correntes permite uma distribuicdo paralela dos
vetores de densidade de corrente, em relacdo ao volume condutor, durante grande parte do
caminho percorrido pela corrente. Como observado na Figura 27, que simula o linear EIM, além
de se distribuirem paralelamente, grande parte da corrente aplicada permeia o meio mais
condutivo. Na Figura 28, que simula o near-current electrode, nota-se que apenas uma parte dos
vetores de densidade de corrente se encontra paralela entre si e também é visto que a corrente
procura o meio mais condutivo. Comparando os dois casos, no linear EIM grande parte da
resposta do sistema seria influenciada pela camada mais condutiva, e no near-current electrode

a resposta sofre uma maior influéncia das outras camadas. Sendo assim, medir a diferenga de
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potencial entre os mesmos pontos nos dois casos (Figura 27 e Figura 28), resultam em valores

diferentes.
freq(l)=50000 Arrow Surface: Current density Surface: Electric potential (V)
z0 F T T T T T T T T T ] A1.77
251 4
1.8

20 | .

15 .
E
S 10f -
2
= 5L |
E

n. - .
s ol =1 ms/m
o2 =100 mS/m
10 k- -
g3 =200 mS/m
'15‘ - 1 L i L i i 1 1 1 -
0 10 20 30 40 20 &0 f0 80
Comprimento (cm) Yo

Figura 27. Modelo de elementos finitos de um volume condutor com 15 cm de altura e 80 cm de comprimento,
dividido em trés camadas puramente resistivas com condutancia diferentes, o1, 02 e 63 de cima para baixo. As

setas indicam a diregdo, sentido, distribuicdo e magnitude da densidade de corrente.
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Figura 28 Modelo de elementos finitos de um volume condutor com 15 cm de altura e 80 cm de comprimento,
dividido em trés camadas puramente resistivas com condutancia diferentes, 01, 62 e 63 de cima para baixo. As

setas indicam a diregdo, sentido, distribuicdo e magnitude da densidade de corrente.
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2.4  Eletroestimulacao Neuromuscular

A eletroestimulacdo neuromuscular (do Inglés, neuromuscular electrical stimulation - NMES)
consiste na aplicacdo de estimulos elétricos externos ao organismo, a fim de gerar uma
contracdo muscular. Esta foi desenvolvida no ambito terapéutico principalmente para
recuperacao de individuos com lesdes medulares ou neuromusculares que geram deficiéncia
funcional no movimento. Posteriormente a NMES também passou a ser estudada e associada a
exercicios de forca, onde foi visto que a eletroestimulacao também pode, além de permitir um
determinado movimento, gerar ganhos de forca e adaptacdes neuromusculares (KITCHEN;
BAZIN, 2001).

Hoje em dia existe uma ampla gama de trabalhos (MUNKVIK et al., 2009; MROWCZYNSKI et
al.,, 2011; ATHERTON et al., 2005; SANCHEZ et al., 2014) que utilizam a eletroestimulacdo em
modelos animais como forma de mimetizar diversos tipos de treinamento ou atividades
musculares aplicaveis em humanos, uma vez que em humanos os treinos podem ser controlados
por meio de estratégias como, comando verbal, feedback visual, entre outros. Tal situacdo ndo
é vidvel em animais de experimentacdo, e a eletroestimulacdo permite programar treinos
controlados a fim de gerar determinadas adapta¢Oes agudas ou cronicas, no musculo, em

resposta a um determinado tipo de treinamento.

2.4.1 Pardmetros de Estimula¢édo

Alguns parametros sdo de extrema importancia para controlar um estimulo elétrico capaz de
gerar uma contrac¢do. A forma de onda, a amplitude, a frequéncia e o tempo de duragdo da onda
sdo os principais parametros controlados em estimuladores elétricos.

As formas de onda mais comuns podem ser pulsos, retangulares ou triangulares (Figura 29a),
ondas simétricas (Figura 29b) e ondas assimétricas (Figura 29c). E cada uma dessas formas de
onda possui uma duragdo previamente determinada. A duragdo do pulso (d,) ou da onda é o
tempo total entre o inicio e o final de um Unico pulso ou onda, no caso da onda também pode
ser chamada de periodo (T). A Figura 30 ilustra o periodo de uma onda senoidal e a duragéo de
um pulso, assim como a amplitude do sinal de estimulagdo. Geralmente, nos trabalhos com ratos

ou camundongos, os estimulos sdo pulsos retangulares e suas duragdes ndo passam de 1 ms.
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Figura 29. Pulsos e formas de onda usados na estimulagdo neuromuscular. A) Pulsos quadrado e triangular. B)

Formas de onda simétricas. C) Formas de onda assimétricas.
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Figura 30 Onda senoidal (acima) e Pulsos (abaixo). T - periodo da onda, dp - duragdo do pulso de estimulagao.

A amplitude também pode ser entendida como a magnitude da estimulagdo e possui uma
relacdo diretamente proporcional com a for¢a produzida pelo musculo. O estimulo elétrico pode
ser por corrente ou tensao. Trabalhos com modelo animal, utilizando ratos, costumam utilizar o

estimulo por tensdo, e as amplitudes utilizadas variam bastante, podendo chegar a 50V em
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casos de estimulacdo por campo elétrico em musculos isolados (ATHERTON et al., 2005).
EletroestimulagGes realizadas diretamente no musculo utilizam amplitudes muito menores
eproximas de 1V.

A frequéncia de estimulacdo representa o numero de estimulos gerados pelo
eletroestimulador no periodo de 1 s. A frequéncia, assim como a amplitude, também possui uma
relacdo diretamente proporcional com a producao de forca do musculo. Trabalhos com ratos
dificilmente utilizam frequéncias acima de 100 Hz, uma vez que as frequéncias maiores que
100 Hz n3o apresentam aumento significativo da forca produzida pelo musculo (MROWCZYNSKI
et al., 2011). Além disso, os estimulos podem aplicar as frequéncias continuamente ou com
intervalos. Quando ha intervalos, denomina-se os estimulos elétricos de trem de pulsos, sendo
que os trens de pulsos também sdo periddicos, ou seja, possuem uma frequéncia. A Figura 31
exemplifica uma estimulacdo via trem de pulsos e um estimulo continuo. Nota-se na figura que
a soma do tempo de duragdo do trem mais o tempo necessdrio para que um novo trem comeca
é denominado o periodo do trem de pulsos ou T, sendo que, o reciproco do T; é a frequéncia
do trem de pulsos (fi). No caso da figura, d: = 1s, Tt = 2 s e f; = 0,5 Hz. Na parte de baixo da Figura
31, podemos ver um exemplo de estimulo continuo com duracdo de 4 s, onde as variaveis
controladas foram a durag¢do do pulso (dp) e a frequéncia da estimulacdo (f), sendodp=0,1ef
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Figura 31. Exemplo de eletroestimulagdo continua e com intervalos. T;- Periodo do trem de pulsos, d; - duragdo do

trem de pulsos, dp - duragdo do pulso, f; - frequéncia do trem de pulsos e f - frequéncia dos pulsos.

O controle desses quatro parametros permite aos pesquisadores criar programas de
treinamento controlados que mimetizam diversas situacGes andlogas as atividades fisicas

realizadas pelos seres humanos. Ou seja, permite a realizacdo de treinamentos em modelo

33



animal, controlando tempo e a intensidade de treinamento que ndo sdo possiveis de realizar por

meio de comando verbal como feito com os humanos.
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3 Revisdo de literatura

3.1 Bioimpedancia e atividade fisica

A avaliagcdo de parametros ligados a atividade fisica, como limiar ventilatério, limiar de
lactato, fadiga muscular localizada, dentre outros, sdo realizados em ambientes clinicos
especializados por meio da utilizacdo equipamentos de alto custo (FAUDE; KINDERMANN;
MEYER, 2012). A técnica de bioimpedancia tem se mostrado uma alternativa viavel devido ao
seu baixo custo, inclusive, ja existindo aparelhos comerciais, portateis para medir impedancia
elétrica muscular segmental, e a literatura tem reportado sobre a associacdo de parametros
obtidos com a bioimpedancia com indicadores relacionados a atividade fisica. lkai e colegas
(2007) e Coutinho et al. (2015), por exemplo, procuram estabelecer uma associa¢do da variacdo
de bioimpedancia com fadiga muscular localizada. Ambos registram queda na impedancia do
musculo com o decorrer do tempo de atividade; ainda que o tipo de contracdo tenha sido
diferente, isotdnica no estudo de lkai e colegas (2007) e isométrica no trabalho de Coutinho et
al. (2015). Coutinho et al. (2015) ainda compararam os dados de impedancia com dados de forga
e encontraram indicios de que a resisténcia elétrica do musculo identifica a fadiga antes da
identificacdo pelos dados de forca, ou seja, reducdes de forca musculares podem estar
associadas com mudancas prévias de resistividade do musculo.

Alvarenga (2008) e Jotta et al., (2017) utilizaram os resultados de impedancia a afim de
associar mudangas de resistividade muscular com Limiar Anaerdbio (LA). O primeiro trabalho
comparou resultados de parametros de impedancia com dados de concentragdo de lactato
sanguineo (Lac). O estudo foi feito em cicloergdmetro com aumento incremental de carga até a
180 W, sendo identificada uma redugdo em dois parametros (Re e Rinf) na poténcia associada ao
limiar de lactato (LL), poténcia ao redor de 120 W no estudo (Figura 32), e consequentemente

associada ao LA.

35



Carga (W) Média(mmo/l) +DP E 400F T T T T T T
Repouso 1,96 0,33 & % 3501 13' L .
S5 ——— 3
60 2,60 0,46 £ 2 300 3
90 3,92 0,65 § g 250 -
s g [ 5 i i i I
0 20 40 B0 80 100 120 140  1ED
120 4,92 0,84
'E 400 - T T T T T T T T T
ol
150 6,53 1.14 el
e . 1 3 y
180 9,54 1,02 % E T T i T i
§-§ E 300}
= | | | | | | .
0 20 40 60 80 100 120 140 160
20 10| F— —F -z 5
= 2 R T
B2 140f
n =
& 120f

Q 20 40 60 80 100 120 140 160
Carga (W)

Figura 32. Tabela de Lac para cada poténcia do cicloergdmetro e o comportamento das Resisténcias (intracelular,

extracelular e infinita) em cada uma das poténcias (ALVARENGA, 2008).

Jotta et al, (2017) utilizaram o limiar de lactato (LL) durante exercicio com aumento
incremental de intensidade em remoergémetro como método de deteccdo de LA. Os autores
utilizaram um modelo de 5 elementos, utilizando a segunda derivada relativa dos parametros
do modelo a fim de elencar o elemento que apresentava cinética relativa mais homogénea
durante a progressao do esfor¢co. Num segundo momento, o valor da poténcia associada ao
momento de cruzamento pelo zero da derivada mencionada foi elencada como estimativa do
LL através de bioimpedancia elétrica. Esses resultados foram comparados a um método
tradicionalmente usado e aceito para determinagdo do LL, mostrando-se concordante e
correlacionado, apresentando coeficiente de correlagdo linear de 0,85 com as estimativas
obtidas por bioimpedancia elétrica.

Apesar dos bons resultados, esses trabalhos de Alvarenga (2008) e Jotta et al. (2017)
procuraram investigar respostas sistémicas (como o LA) realizando, em seus experimentos,
medidas segmentais. Diferente dos dois primeiros trabalhos citados (IKAl et al., 2007;
COUTINHO et al., 2015) que utilizaram medidas de bioimpedancia segmentar, e procuraram
investigar os processos de fadiga local, no musculo onde foram realizadas as medigdes.

Mesmo assim os trabalhos indicam que controlar o comportamento elétrico dinamico de um
musculo, pode ser suficiente para identificacdo de respostas sistémicas como o LA. Também ndo
se pode dizer que os resultados da literatura, até o momento, sdo conclusivos em relagdo a
associacdo do sinal de bioimpedancia com fadiga muscular e/ou LA, apenas que a técnica parece
ser sensivel as mudancas elétricas do musculo que tais situagdes provocam. Portanto,

necessitando de estudos mais aprofundados. Sendo assim, a técnica de EIM dinamica, definida
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por Shiffiman et al. (2003), apresenta-se com potencial para identificacdo de respostas locais e

sistémicas associadas a atividade fisica.

3.2 EIM

A EIM surgiu como uma técnica alternativa de baixo custo que visa avaliar quantitativamente
a sanidade muscular (RUTKOVE et al., 2008), e por conta disso, a maioria dos trabalhos sdo
voltados para a drea clinica e comparam um musculo sadio com um musculo portador de alguma
miopatia, disfuncdo ou inflamacgdo; como, por exemplo, esclerose lateral amiotrofica (ESPER et
al, 2006), radiculopatias (RUTKOVE et al, 2005), dores na regido lombar (CHING et al, 2013),
distrofia em criangas (RUTKOVE; DARRAS, 2013) e em idosos (AARON et al., 2006).

A quantidade de estudos que buscam associar os resultados da EIM com aspectos da
contragdo muscular em musculos sadios sdo mais escassos (SANCHEZ et al., 2014), fazendo com
que diversas questGes relevantes para o aprimoramento da técnica ainda precisem ser
avaliadas. Além disso, mesmo os trabalhos que avaliam musculos sadios, tém como objetivo
principal comparar a funcionalidade deste com um musculo ndo sauddvel (SHIFFMAN et al.,
2003, SANCHEZ et al., 2014,LI et al., 2016). Estes trabalhos procuram discutir essas diferencas
dos valores de impedancia (entre um musculo sadio e um ndo saido), principalmente, em relacdo
aos niveis de forca muscular produzidos por ambos e, portanto, as explicacdes sobre porque um
aumento ou reducdo de impedancia ocorrem de forma superficial. Contudo, por ser sensivel
tanto a mudangas dimensionais como a mudangas de impeditividade de um volume condutor
esta técnica possui um potencial para investigacdo dos processos de contragdao muscular, que

provocam ambas as mudangas (dimensionais e impeditivas).

3.3 EIM Dindamica

O estudo de Shiffman et al. (2003) foi um dos primeiros a investigar a técnica de EIM durante
a contragdo muscular. Os autores sugerem o nome de EIM dinamica para os estudos da EIM
realizados durante o processo de contracdo muscular. A razdo para tal sugestdo de
nomenclatura reside no fato da grande parte dos estudos realizarem medidas com o musculo
em repouso, ou seja, em condicBes estaticas. No citado trabalho, os autores realizam medidas
continuas em tempo real, iniciadas com os musculos flexores do punho e dos dedos em repouso,
seguindo-se de contracdo e posteriormente retorno ao repouso; gerando as caracteristicas

dindmicas da EIM (Figura 33).
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Figura 33 VariagOes de forga, resisténcia e reatancia, da parte dorsal do antebrago, em fungdo do tempo em ambos

os testes. (SHIFFMAN; AARON; RUTKOVE, 2003).

Até o presente momento poucos estudos abordaram a EIM dinamica em seus trabalhos;

destacando-se os estudos de Rutkove (2009), Figura 34, e Sanchez et al. (2014), Figura 35.

Shiffman et al. (2003) e Rutkove (2009) realizaram medidas em humanos, enquanto Sanchez et

al.

eletroestimulagao.
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(2014) realizaram testes em camundongos com contracdes geradas por meio de

Figura 34. Variagdo de resisténcia (acima) e reatancia (abaixo) do biceps conforme contragdo muscular. Delta R:

variagdo de resisténcia; Delta X: variagdo de reatancia.(RUTKOVE, 2009)
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Figura 35. Dados de impedancia variando de acordo com a forga muscular. Estudo realizado no musculo

gastrocnémio de camundongos (SANCHEZ et al., 2014).

Nota-se nos trabalhos citados que as respostas de impedancia a contracdo muscular nao
apresentam o mesmo comportamento. A contragdo muscular provocou diferentes alteragdes
de bioimpedancia em cada estudo, sendo que em dois deles houve aumento de resisténcia e
reatancia e um estudo registrou reducdao dos mesmos parametros. Contudo, a comparacao
direta desses resultados é complexa. Cada estudo avaliou um musculo diferente (flexores de
punho, biceps e gastrocnémio de ratos), utilizou protocolos experimentais diferentes, em seres
vivos diferentes e com instrumentacdes diferentes. Sendo assim, apesar dos resultados serem
diferentes ndo podemos falar que um ou outro resultado esta errado, tdo pouco que existe um
padrdo. A grande diferenga de metodologia entre os trabalhos nos leva a falta de conclusGes
sobre o padrdo de alteracdo esperado devido a contragdo muscular. Cabe entdo a cada
pesquisador avaliar o que esperar do seu préprio protocolo experimental e se a resposta obtida

é coerente.
3.4 Fatores de variacdo do sinal de EIM

3.4.1 Fatores bioldgicos

Segundo a literatura (SHIFFMAN et al., 2003; RUTKOVE, 2009), as variacOes de impedancia
elétrica do musculo durante uma contragdo ocorrem devido a dois aspectos principais: as
variagdes de morfologia e de fisiologia do musculo, as quais ocorrem, na maioria das vezes,
concomitantemente durante uma contragdo. As mudangas de morfologia dizem respeito a
qualguer modificagdo estrutural do musculo avaliado, tais como: comprimento, drea de sec¢do

transversa e volume. As variag0es fisioldgicas se referem a mudangas na impeditividade (ou
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admitividade) do musculo, que ocorrem devido aos processos bioquimicos da contragdo
muscular.

A aplicacdo da EIM para investigar a contracdo muscular, estd sendo estudada por mais
de uma década, mas ainda ndo estd claro como os aspectos anteriormente mencionados
influenciam os valores da impedancia elétrica do musculo. Este fato ocorre provavelmente
porque as mudancas de morfologia e de fisiologia ocorrerem simultaneamente e os estudos
apresentam algumas contradicGes. Por exemplo, o estudo de Zagar e Krizaj (2008) e Rutkove
(2009) relatam que as ligeiras alteragGes da bioimpedancia elétrica estdo associadas com
alteracOes morfoldgicas, enquanto um outro (SHIFFMAN; AARON; RUTKOVE, 2003) indica que
as alteragGes de bioimpedancia sdo, principalmente, devidas as alteracGes na resistividade do
musculo. Shiffman et al. (2003) levantaram esta hipdtese porque verificaram que as alteracGes
de resisténcia e reatdncia ocorreram momentos antes das altera¢des de forga, quando a
morfologia musculo ainda ndo havia sido alterada. As variagdes de impedancia dos trabalhos de
Rutkove (2009) e Shiffman et al. (2003) ja foram apresentados anteriormente na Figura 34 e na

Figura 33; os resultados de Zagar e Krizaj (2008) se encontram na Figura 36.
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Figura 36. Valores do médulo da impedancia do biceps braquial, com frequéncias variando de 300 Hz a 75 kHz

(ZAGAR; KRIZAJ, 2008).

Outra questdo importante no estudo da EIM é a influéncia da anisotropia do musculo nos
resultados da EIM. No corpo humano, grande parte dos musculos sdo penados, ou seja, as fibras
musculares estdo arranjadas na mesma diregao dentro do musculo, porém essa dire¢do ndo é a
mesma dire¢cdo na qual o musculo sofre um encurtamento. Os musculos fusiformes (por
exemplo, o biceps braquial e o tibial anterior) sdo exce¢des deste caso. Estes possuem as fibras
alinhadas na mesma diregao de encurtamento do musculo. Essas diferengas de alinhamento de
fibras também causam influéncias nas medidas de bioimpedancia e é, portanto, um fator que
deve ser considerado ao se realizar um estudo de EIM.

Entdo, devido a anisotropia, os resultados de EIM podem variar em um mesmo musculo

somente mudando o angulo de posicionamento dos eletrodos. Alguns trabalhos (SANCHEZ et
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al., 2014; CHIN et al., 2008; RUTKOVE, 2009) discutem essas diferencas e mostram que, por
exemplo, uma medida realizada com os eletrodos posicionados transversalmente as fibras do
musculo aumentam os valores basais medidos de bioimpedancia. De fato, posicionar os
eletrodos transversalmente as fibras musculares faz com que uma corrente de excitacao
permeie um maior numero de fibras, assim, podendo explicar o aumento dos valores. Pode ser
também que medir um maior nimero de fibras potencialize as alteracdes de impedancia
provocadas pela contracdo. A Figura 37 ilustra o posicionamento dos eletrodos, na mesma

direcdo das fibras e com 90° de rota¢do, em um musculo fusiforme.

Figura 37. Arranjo de eletrodos (cinza) posicionados longitudinalmente as fibras musculares (esquerda) e

transversalmente as fibras musculares (direita) (Rutkove 2009).

Por ultimo, é importante ressaltar que as medidas de EIM nunca sdo um resultado
referente somente ao tecido muscular analisado, principalmente quando se mede a EIM em
humanos. As medi¢cdes de EIM feitas em seres humanos utilizam dois ou mais eletrodos
posicionados na superficie da pele. Assim, além da bioimpedancia do musculo propriamente
dito, os resultados de EIM sdo afetados por fatores como a interface eletrodo-pele, as camadas
de pele e gordura, pelo tecido conjuntivo, fluxo sanguineo, entre outros (JAFARPOOR et al.,
2013). Entdo, pode-se dizer que ao realizar uma medida de EIM posicionando os eletrodos na
superficie de um segmento do corpo, a medida é resultado da impedancia de um conjunto de
tecidos (eptelial, adiposo, sanguineo, conjuntivo, muscular). Assim, explicitar como cada um
destes tecidos pode interferir na propaga¢do da corrente elétrica dentro do musculo e,
consequentemente, sobre os resultados da EIM, ainda é um desafio de pesquisa. Neste ponto,
a utilizagdo de modelos animais vem surgindo como uma alternativa para minimizar as

influéncias de tecidos adjacentes e ressaltar as caracteristicas elétricas do tecido muscular.

3.4.2 Instrumentagéo

A literatura relata dois principais problemas instrumentais que podem influenciar
diretamente nos resultados de EIM: o arranjo de eletrodos e a técnica de medida.

Duas principais configuracées de eletrodos sdo utilizadas para medir bioimpedancia, a
bipolar e a tetrapolar. A bipolar tem como principal fonte de erro a influéncia da impedancia da

interface eletrodo-tecido, mas quanto maior a adrea do eletrodo menor sera essa influéncia.
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Alguns trabalhos ja utilizaram o arranjo bipolar para medir EIM (JOTTA et al., 2012;COUTINHO
et al., 2015; JOTTA et al., 2017) utilizando eletrodos com &rea de 5 cm? para minimizar o efeito
da impedancia de eletrodos. Portanto, se o volume condutor for pequeno, como os usados em
modelos animais de pequeno porte, este arranjo ndao é o mais recomendado, pois sdo utilizados
eletrodos com dimensdes pequenas, aumentando a influéncia da impedancia de eletrodos na
medida.

Como ja mencionado, o sistema tetrapolar tem sido o mais utilizado, uma vez que em teoria
é imune as influéncias da interface eletrodo-tecido. Porém, por ser uma configuracdo
multiportas (excita numa porta e mede em outra), ndo mede impedancia e sim transimpedancia
(BROWN; WILSON; BERTEMES-FILHO, 2000). No entanto, sdo os mais indicados para se medir
volumes condutores pequenos com eletrodos de dimensao reduzida, uma vez que a impedancia
dos eletrodos nao influencia diretamente na medida. Apesar disso, a configuracdo tetrapolar de
eletrodos também possui suas fontes de erro e a uma delas é a influéncia nos resultados da
distancia entre os eletrodos de corrente e tensdo. GRIMNES et al. (2010) mostraram que
conforme essas distancias aumentam, as medidas de tensdo, num mesmo ponto do volume
condutor, tendem a cair e, consequentemente a reduz o valor de impedancia medido. (Figura
38). Outro problema sdo as zonas de sensibilidade negativas nos volumes condutores de
multicamadas (GRIMNES; MARTINSEN, 2007), como é o caso de um musculo real avaliado pela
EIM. A ndo homogeneidade dos volumes condutores bioldgicos e a pequena distancia entre
eletrodos, por ser uma medida segmental, propiciam uma dispersdo ndo homogénea das linhas
de densidade de corrente (GRIMNES; MARTINSEN, 2008). Assim, aumentos de impedancia em
um volume condutor podem provocar a redu¢do do valor medido, sendo que o contrdrio

também é verdadeiro.
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Figura 38. Valores de impedancia em fung¢do da distancia dos eletrodos de corrente para os eletrodos de tensdo

(GRIMNES; MARTINSEN; JOHNSEN, 2010).
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As diferentes técnicas de medicbes utilizadas nos trabalhos também podem influenciar os
resultados. A escolha da técnica de medicao de EIM para um determinado estudo pode estar
diretamente ligado ao sucesso ou insucesso do mesmo. Caracteristicas de medidas como
rigueza de informacdes, velocidade de resposta, relacdo sinal/ruido, dentre outras, variam de
acordo com a técnica utilizada e por isso, é importante fazer uma avaliacao prévia das técnicas
para escolher a que mais se adequa ao objetivo do estudo.

Primeiramente, medidas de EIM utilizando equipamentos multifrequenciais, por varredura
sendides, possuem uma resolucdao temporal limitada, ndo sendo aconselhdvel para avaliar
volumes condutores que alterem sua impedancia rapidamente. Grande parte dos trabalhos de
EIM utilizam este tipo de equipamento, contudo esta técnica é mais utilizada em estudos que
avaliam a EIM estatica e, portanto, ndo sendo recomendavel para medir a EIM dinamica.

Uma solucdo para medidas dindmica pode ser a utilizacdo de instrumentacao
monofrequencial, como a utilizada por Shiffman et al. (2003). Normalmente a frequéncia
utilizada é a de 50 kHz, uma vez que é em torno dela que se encontra a frequéncia caracteristica
no tecido bioldgico de humanos. No entanto, este método ainda exige processamento offline,
porque a resposta analdgica do sistema é uma sendide de tensdo e apenas através de cdlculos
pos-medicdo, estima-se a parte real, parte imagindria, modulo e fase da resposta do sistema.
Mesmo com os calculos pds-medi¢des, este método é consideravelmente mais rdpido que o
método multifrequencial, sendo mais indicado para medigdes dinamicas. Contudo, se a resposta
analdgica do sistema ja fosse uma informacdo de interesse (mdédulo, por exemplo), este método
poderia ser ainda mais rapido. Neste caso seria necessario um processamento a nivel de
hardware a fim de obter analogicamente a saida desejada.

Min et al. (2008) afirma que para identificar alteracOes rapidas de impedancia de um
determinado volume condutor, técnicas de medidas no dominio do tempo sdo mais indicadas.
Contudo, técnicas no dominio do tempo precisam de digitalizagdo e de processamento da
resposta medida para obtenc¢do da informagdo de bioimpedancia (BARSOUKOV; MACDONALD,
2005). Apesar de atualmente ser possivel realizar-se coleta dos sinais envolvidos com alta taxa
de aquisicao, permitindo uma razoavel resolugao temporal da resposta final da bioimpedancia,
técnicas no dominio do tempo demandam mais tempo, a nivel de software, para processamento
da resposta e obtengdo de uma relagdo sinal ruido que se aproxime das obtidas com técnicas no
dominio da frequéncia (MIN et al., 2008).

Analisando a literatura, duas técnicas no dominio do tempo tém sido mais aplicadas em
estudos de EIM. A BIS-STEP, utilizada no trabalho de Coutinho et al. (2015), por exemplo,

consiste na resposta de corrente do sistema biolégico a uma excitacdo causada por um degrau
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de tensdo (NEVES; SOUZA, 2000). Apesar da técnica realizar medidas em altas taxas de aquisi¢ao
do sinal de corrente (resposta do sistema), isso nao é suficiente para uma analise mais detalhada
do comportamento da bioimpedancia. A resposta precisa ser associada hd um modelo elétrico
representativo do tecido bioldgico avaliado (como os apresentados nas Figura 15 e Figura 21)
para obtencdo de parametros de bioimpedancia que ajudam a interpretacao dos resultados. O
processamento necessario para estimar os pardmetros de bioimpedancia reduz
consideravelmente a capacidade do sistema em avaliar mudancas de impedancia muito rapidas
no musculo. Uma saida para este problema seria processar todas as respostas ao final dos
protocolos experimentais. Sanchez et al. (2014) utilizam a FRA (Frequency Response Analyzer)
que consiste num estimulo banda larga de corrente e medicdo da resposta de tensdo. Também
através de processamento offline, corrente e tensdo sdo levados para o dominio da frequéncia
e entdo se obtém a resposta em frequéncia da bioimpedancia do sistema, pela razdo [espectro
de tensdo] / [espectro de corrente]. Nota-se, em ambas as técnicas, que apesar das altas taxas
de medicGes que esses sistemas permitem, os usudrios ndo conseguem visualizar em tempo real
a resposta final de bioimpedancia. Ou seja, as técnicas medem as respostas rapidamente, porém

os usuarios ndo podem avaliar os resultados em tempo real.

3.5 Utilizacdo de Modelo Animal

Algumas das influéncias citadas anteriormente, como interface eletrodo-pele, tecidos
adjacentes, camadas de pele e gordura, podem ser evitadas se a medida de EIM for realizada
diretamente no musculo. Nesta situagdo, a utilizagdo de modelo animal (ratos ou camundongos)
surge como a melhor op¢do. O numero de estudos de EIM com modelo animal vem aumentando
com o passar do tempo; mas tratando-se em sua maioria de estudos com uma perspectiva de
aplicacdo em doengas neuromusculares (TARULLI et al., 2006, AHAD; RUTKOVE, 2009, WANG et
al., 2011, Ll et al., 2014; KAPPUR et al., 2018). Esta alternativa parece ser importante, uma vez
qgue os modelos animais permitem a avaliacgdo somente do tecido muscular, facilitando a
interpretacdo dos resultados. No entanto, pensando numa contragdo muscular, animais ndo sao
capazes de controlar intensidade de contracdo por meio de estimulo verbal como humanos, e o
controle da contragdo muscular é essencial para o desenvolvimento dos estudos.

Alguns trabalhos tém mostrado que é possivel controlar a intensidade e o tempo de duragao
da contragdo muscular em animais através de eletroestimulagdo do nervo cidtico; como no
estudo de Delavar et al. (2014). Também utilizando esta técnica, o estudo de Sanchez et al.
(2014) apresentou resultados da relagdo entre dados de bioimpedancia e contragdo muscular
(gerada por eletroestimulagdo) em camundongos (Figura 35), ja apresentados anteriormente.

Outro estudo (LI et al., 2016) realizou treinamento longitudinal, entre 12 e 14 dias, no musculo
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gastrocnémio de ratos Wistar sauddveis e com miopatia também por meio de
eletroestimulacdo. A grande diferenca desse estudo deve-se ao fato da eletroestimulagdo nao
ter sido feita no nervo e sim diretamente no musculo, porém as medidas foram realizadas pré e
pos treinamento, nunca durante o treinamento. Ainda assim, a EIM teve alteragées significativas
devido as mudancas estruturais do musculo, principalmente a drea de seccdo transversa, e a
eletroestimulacdo mais uma vez foi uma ferramenta eficaz para o controle de tempo e

intensidade da contracdao muscular.

3.6 Modelos FEM (Método de Elementos Finitos)

Um trabalho de Jafarpoor e colaboradores (2013) tentou investigar a influéncia de tecidos
adjacentes e arranjos de eletrodos na medida de EIM criando simulacbes através do software
COMSOL Multiphysics via Modelo de Elementos Finitos (Finite Element Model - FEM). Os autores
sugerem diferentes posicionamentos dos eletrodos para melhorar a sensibilidade da EIM, sendo
que cada posicionamento de eletrodo por eles sugerido faz uma caracteristica diferente
(gseometria, resistividade e camada de gordura) governar a sensibilidade do sistema. A Figura 39
mostra a simulagdo da distribuicdo dos vetores de densidade de corrente em trés diferentes
posicionamentos de eletrodos de injecdo na superficie do braco (regido do ventre do musculo
biceps braquial). Nota-se o aumento da distribuicdo dos vetores de densidade de corrente pelo
volume condutor conforme a distancia entre os eletrodos aumenta. Assim, a corrente injetada,

que foi a mesma nos trés casos, permeia de maneira diferente cada tecido.

Current
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A ' % A""‘

Figura 39. Distribui¢do dos vetores de densidade de corrente conforme a distancia entre os eletrodos de injegdo de

corrente aumenta (JAFARPOOR et al., 2013).

Estas simula¢des podem ser uma ferramenta valiosa para se compreender melhor como
fatores externos (eletrodos, camada de pele de gordura, o fluxo sanguineo) e internos (se¢do
transversal, fluidos intracelulares) influenciam a bioimpedancia do musculo.

A utilizacdo de modelos FEM ainda tem outras aplicagbes no estudo de bioimpedancia,

principalmente no que concerne aos eletrodos. Grimnes et al. (2010), mostraram que estimular
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um volume condutor em diferentes lugares gera medidas diferentes de tensdo em um mesmo
local. Outro trabalho do mesmo grupo (Grimnes; Martinsen, 2007) discute as fontes de erro
associadas ao arranjo de eletrodos tetrapolar. Mesmo ndo se tratando do estudo de
bioimpedancia de musculos, os trabalhos possuem grande relevancia por avaliar técnicas de

medidas que sdo utilizadas na EIM.
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4 Materiais e Métodos

4.1 Amostra

Os experimentos foram realizados com ratos machos, da espécie Wistar, com massa corporal
entre 250 g e 400 g e idade entre 2 e 4 meses. Na fase | do estudo foram utilizados 19 animais e
10 animais na fase Il. Os animais foram expostos a ciclos de 12h de claro-escuro com alimentacao
ad libitum. Uma vez que os experimentos foram in vivo, para tal, os animais foram anestesiados
com isoflurano 3% e posteriormente o musculo gastrocnémio esquerdo do animal foi exposto
por meio de procedimento cirdrgico. Apds exposicdo do musculo, o tenddo do gastrocnémio foi
fixado a um sensor de forca por meio de um fino cordao inextensivel de nylon e eletrodos de
agulha foram fixados nas extremidades e no ventre do musculo com fung¢des de estimular a
contragdo muscular e captar o sinal de EIM. O protocolo experimental foi submetido e aprovado
pelo Comité de Etica de Pesquisas com Animais sob no nimero 019/15.

Importante informar que ao todo 36 animais foram testados no presente estudo. Contudo,
devido a alguns problemas experimentais, alguns animais foram excluidos ou ndo puderam ter
todos seus dados aproveitados. Por consequéncia a numeracdo dos animais, apresentada no
capitulo de resultados (capitulo 5), é apresentada forma ordinal, contudo conservando a

numeracdo original destinada para cada animal.

4.2 Instrumentagao

A maioria dos equipamentos comercias que medem impedancia elétrica ndo sdo capazes de
fornecer sinais continuos, em tempo real, que representam as componentes reais e imaginarias
de bioimpedancia. Entdo, para viabilizar o desenho experimental planejado, os sistemas de
impedancia elétrica, de condicionamento do sinal da célula de carga e de eletroestimulagdo
neuromuscular (NMES), foram projetados e desenvolvidos em nosso laboratério. Todos os
dispositivos foram previamente caracterizados de acordo com a necessidade do estudo (os
principais parametros serdo mostrados no decorrer do capitulo).

As Figura 40 e Figura 41 mostram todo o aparato experimental onde se pode ver o tendao
do gastrocnémio fixado na célula de carga (para medigédo da forga muscular) e os eletrodos (de
eletroestimulacao e de bioimpedancia) ja posicionados no musculo. A Figura 42 ilustra de forma

esquematica o aparato experimental apresentado na Figura 41.

47



Figura 40. Imagem aproximada do posicionamento da pega com material isolante que contém os eletrodos de EIM e

eletroestimulagao.

Figura 41. Aparato experimental onde vé-se o animal com o tenddo do gastrocnémio fixado a célula de carga e a

peca isolante contendo os eletrodos (bioimpedancia e eletroestimulagdo) posicionada sobre o ventre muscular.
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Figura 42. Desenho esquematico do aparato experimental.

4.2.1 Eletrodos

Para medicdo do sinal de impedancia do musculo, quatro eletrodos de agulhas, feitas com
aco inoxidavel, foram posicionados no ventre muscular do gastrocnémio do animal
transversalmente a diregdo do encurtamento do musculo. O conjunto de eletrodos,
especificamente feito para esse estudo, foi fixado a uma pega de material isolante. Os eletrodos
de EIM ficavam igualmente espacados com uma distancia de 0,2cm entre eles e 0,6 cm entre os
eletrodos externos. Outros dois eletrodos de agulha, também feitos com ago inoxidavel,
também foram acoplados a peca isolante e foram posicionados nas extremidades (proximal e
distal) do musculo. Esses dois eletrodos foram utilizados para a eletroestimulagdo, como em
estudos anteriores (KERN et al., 2005; LIMONI; ARRUDA, 2013), com o objetivo de gerar, no
musculo, as consequéncias fisiolégicas e quimicas desejaveis ao experimento. A Figura 43 tem
uma ilustracdo esquematica do posicionamento dos eletrodos no gastrocnémio dos animais,

visto de cima.
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Figura 43.Esquematico simples do posicionamento dos eletrodos no musculo gastrocnémio dos ratos.

Como os eletrodos de eletroestimulagdo tinham uma area muito pequena, a corrente
injetada se dispersava espacialmente pouco pelo musculo, reduzindo as chances de estimular
musculos adjacentes, propiciando uma contragdo somente do musculo desejado (NELSON; COX,
2004). Os protocolos mais comuns de NMES utilizam a estimulagdo no nervo ou no ponto motor;
contudo, preferiu-se posicionar os eletrodos nas extremidades do gastrocnémio por alguns
motivos que passam a ser expostos. Primeiro, para estimular somente o musculo gastrocnémio.
Seria possivel uma estimulagdo somente do gastrocnémio, acessando uma ramificagdo
especifica do nervo ciatio, o nervo tibial. Esta opgao seria extremamente desafiadora por ser um
tecido muito sensivel e com uma drea muito pequena para posicionar os eletrodos e com acesso
muito dificil. O segundo motivo é a dificuldade que o préprio aparato experimental oferece. Com
eletrodos posicionados no ventre muscular, tenddo do musculo fixado a um fio, a complexidade
da cirurgia para expor e instrumentalizar o nervo tibial aumentaria ainda mais. Se a estimulacao
fosse realizada num nivel mais acima do nervo ciatio (antes do nervo tibial), como realizado nos
estudos de Sanchez et al. (2014) e Li et al. (2016), outros musculos (biceps femoral, tibial anterior
e sdleo), que ndo sdo de interesse do estudo, seriam contraidos quando o sinal de NMES fosse
aplicado e assim, ndo seria possivel distinguir no sinal de forca, a forca relativa apenas ao
movimento de flexdo plantar, realizado pela contragdo do gastrocnémio. Por ultimo, a area do
ponto motor do gastrocnémio foi justamente o local onde foram posicionados os eletrodos de
EIM. Nesse sentido, é importante relatar que o local especifico do ponto motor difere entre os
animais. Contudo, mesmo ndo sendo exatamente no mesmo lugar, o ponto motor do

gastrocnémio estd sempre na regidao do ventre muscular, como mostrou Gobbo e colaboradores
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(2014). Entdo, podemos considerar que os eletrodos de EIM estavam sempre na regido do ponto
motor, inviabilizando o posicionamento de mais eletrodos para a eletroestimulagdo.

O posicionamento de eletrodos de NMES nas extremidades de um musculo gera uma
contragdo porque o estimulo elétrico despolariza a membrana celular (NELSON; COX, 2004).
Resumindo, procurou-se aplicar um protocolo que seria capaz de evocar uma contragdo
muscular controlada que preservasse os principais eventos fisiolégicos do processo de

contracdo, mesmo com as restricdes que sao inerentes a técnica de NMES.

4.2.2 Dispositivos

Para aquisicdo dos dados de forga (F) foi utilizado uma célula de carga (MLB 50, Interface,
EUA) e um sistema de condicionamento de sinal desenvolvido especificamente para este sensor
(esquematico no Anexo IV), gerando uma sensibilidade de 379 mV/N. O sistema fornecia um
sinal DC proporcional a forca aplicada a célula de carga que foi conectada ao tenddo do
gastrocnémio por meio de uma linha fina e inextensivel.

A calibracdo foi realizada com a célula de carga posicionada na posicdo vertical e utilizou-se
massas conhecidas de 0,001 kg a 0,1 kg que foram multiplicadas pelo valor da aceleracdo da
gravidade (9,8 m/s?), para que a reta de regress3o transformasse os valores em Volts (V) para
Newtons (N) diretamente. A correlagdo entre os valores estimados e os valores reais foi de
r=0,99. A equacdo de calibragdo pode ser vista na equacgdo 4.1 (Os graficos com a reta de
calibragdo e com a comparagao entre dados estimado e dados reais encontram-se nas Figura

69 eFigura 70 no Anexo |.)

F =S, x369.8+157.6 (4.1)

onde, S¢ é o sinal elétrico, em volts, da célula de carga.

O sistema de eletroestimulacdo foi composto por um buffer (esquematico no Anexo V)
conectado a uma das saidas D/A de uma placa N16252 (National Instruments, EUA) que tinha
uma taxa de atualizagcdo de 2,86 Ms/s e foi controlada por um software desenvolvido em
LABView, especificamente para os propdsitos deste estudo (rotina do software no Anexo VI). O
sistema era capaz de gerar um pulso bifasico entre -2,5 e 2,5 volts, com largura de pulso fixa de
500us e com frequéncias entre 0,5 Hz e 1 kHz. O protdtipo foi testado com cargas de
impedancias entre 100Q e 1kQ, onde viu-se que o sistema atinge a amplitude estimula¢do
desejada com um risetime de 340 ns.

Foi avaliada uma possivel interferéncia do sistema de NMES no sinal de bioimpedancia por

um possivel crosstalk entre os sistemas. A avaliagdo foi realizada em um animal (post mortem)
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que foi estimulado com um pulso bifasico de 1V de amplitude, 500 us de largura de pulso a uma
frequéncia de 5Hz por um minuto. Durante a estimula¢do, nenhuma contracgao foi observada e
o sinal de impedancia ndo apresentou alteracdes nos momentos de estimulagdo. Logo, a
possibilidade de crosstalk entre os sistemas foi descartada.

Para as medi¢Ges de impedancia (Z) do musculo, utilizou-se um prototipo desenvolvido em
nosso laboratdrio (esquematico no Anexo Il) capaz de medir, em tempo real, a resisténcia (R) e
a reatancia (X). Este protoétipo consiste em um sistema monofrequencial (50 kHz) que injeta, no

volume condutor, uma corrente senoidal com 1mA de amplitude.
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Y
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Figura 44. Diagrama de blocos do sistema de medigdo de impedancia.

A Figura 44 ilustra o diagrama de blocos do referido sistema. No diagrama podemos ver que
a resisténcia e a reatancia sdo obtidas na saida do demodulador em quadratura que recebe
como sinais de referéncia duas ondas quadradas, sendo uma em fase com a corrente de
excitacdo e outra defasada em 90°. Entdo a saida do sistema fornece dois sinais de baixa
frequéncia (menor que 10 Hz), sendo um proporcional a resisténcia (Sg) e outro a reatancia (Sx),
que foram devidamente calibrados com resisténcias entre 0 e 326 Q (10, 46,7, 98,5, 270,4 e 326)
e reatancias entre0e-42,2Q (-3,8,-6,1, -7,-10,2,-15,2, -21,5, -26,1, -34,1 e -42,2). As equagoes
4.2 e 4.3 permitem estimar as partes real e imagindria da impedancia do musculo, com um
coeficiente de correlagdo de Pearson de 0,99 e 0,99, respectivamente, entre as grandezas
aplicadas no processo de calibragdo e aquelas estimadas pelo sistema. (Os graficos com a reta
de calibragdo e com a comparacgdo entre dados estimado e dados reais encontram-se nas Figura

65 a Figura 68 no Anexo |.)

R=-0.98xS.’-3.22xS,” ~106.18x S, +1.39 (4.2)

onde, Sg é o sinal elétrico do protétipo proporcional a resisténcia.
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X = (S, —(-10"xS.* —1.6x10°xS.> +10%xS,))x103.91+18892  (4.3)

onde, Sx é o sinal elétrico do protdtipo proporcional a reatancia.
A resposta ao degrau do sistema foi levantada obtendo-se o settling time de 132,8 ms e rise

time de 34,7 ms. A frequéncia de corte foi estimada a partir de: 0,35/rise time = 10 Hz. A Figura

45 apresenta o sinal analisado para o levantamento da resposta ao degrau.
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Figura 45. Sinal do sinal de resisténcia utilizado para analisar a resposta ao degrau.

Os sinais de resisténcia e reatdncia, assim como os sinais de forca e os pulsos de
eletroestimulagdo foram digitalizados por meio da placa de aquisicao de dados N1 6009 (National
Instruments, EUA) numa frequéncia de amostragem de 4kHz. Um programa em LABView
(National Instruments, EUA) foi desenvolvido para a aquisi¢do e visualizagdo em tempo real dos

dados (rotina do programa no Anexo Ill).
4.3 Protocolo experimental

4.3.1 Fase | - Variagdo de forca em funcgdo da frequéncia com estimulos curtos.

Nesta primeira fase procurou-se associar a intensidade da contracdo com as variagcdes nos
sinais de EIM dindmica. Para tal, os dados foram adquiridos com o objetivo de se obter a curva
gue expressasse a dependéncia entre a frequéncia de estimula¢cdo do NMES em funcdo da forca
(f x F) de cada animal e identificar a frequéncia que gerasse a forga maxima exercida pelo
musculo, esta identificagdo também foi importante para coleta de dados da fase Il. Logo, todos
os ratos que foram submetidos ao protocolo experimental da fase Il, foram submetidos,

primeiro, ao protocolo da fase I, que serd explicado a seguir.
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Os dados para investigar o comportamento da forca em funcdo da frequéncia de
estimulagdo, para cada animal, foram obtidos por um protocolo baseado no estudo de
Mréwczynski e colaboradores (2011). Os parametros de NMES utilizados encontram-se na

tabela 3, a seguir.

Tabela 3. Parametros de NMES utilizados no protocolo experimental da fase |

Largura de pulso Frequéncias (Hz) Duragdo dos trens de Intervaloentre ostrensde
pulsos pulsos
500 ps 2, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 1s 40s
75, 100, 150

Dez trens de pulsos foram aplicados no gastrocnémio dos animais, com duracdo de 1s e
intervalo entre os trens de 40s para recuperacdo das condicdes de repouso do musculo antes
do trem de pulso seguinte. Cada trem de pulso tinha uma frequéncia de estimulacao diferente
(que podem ser vistas na tabela 3) e foram aplicadas em ordem aleatéria. Os sinaisde R, X e F
foram adquiridos continuamente durante todo o protocolo e ao final do experimento todo o
sinal foi salvo. Como os estimulos foram muito curtos, apenas 1s de duragdo com um grande
tempo de repouso, assumimos que neste protocolo o ATP fornecido ao musculo era quase que

exclusivamente do sistema ATP-CP (R CORE TEAM, 2015).

4.3.2 Fase ll—Estimulagdo de 100s com frequéncia fixa correspondente a 30% da Fmax.

O protocolo experimental da fase 2 depende de o animal ser submetido ao protocolo descrito
anteriormente (da fase I). Neste protocolo os animais foram submetidos a contragdes (estimulos
elétricos) intervaladas de 1s de duragdo com 1s de repouso por um total de 100s. O objetivo era
estimular que todos os sistemas de regenera¢do de ATP fossem ativados em assumissem
predominancia no fornecimento de energia para o musculo em diferentes momentos,
justamente devido a particularidade de cada sistema. Os parametros de estimulagdo desta fase

podem ser vistos na Tabela 4.

Tabela 4. Parametros de NMES utilizados no protocolo experimental da fase Il

Tipo Largura de frequéncia Duragao do Intervalo entre Tempo total
pulso trem de pulsos os trens de
pulsos
intervalada 500 ps 30% da Fmax 1s 1s 100 s
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Como pode ser visto na Tabela 4, a frequéncia tinha por objetivo gerar uma for¢a de
aproximadamente 30% da forca maxima encontrada na curva Frequéncia x Forga obtida no
protocolo anterior. A partir desta curva, fez-se o ajuste de uma spline cubica e estimou-se qual
a frequéncia de estimulagdo geraria a forca desejada (30% da Fmax). Na Figura 46, vé-se um
exemplo da estimativa para um dos animais. No caso, para este animal o protocolo da fase Il foi

realizado com a frequéncia de 31 Hz.
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Figura 46. Ajuste da curva Frequéncia x Forga por spline cubica (valores representados pelo x) e a identificacdo da

frequéncia correspondente a 30% da forga maxima do animal.

4.4  Analise e processamento dos dados

4.4.1 Fase | - Variacdo de forca em fungdo da frequéncia com estimulos curtos

Apds a aquisicdo dos dados, os sinais de impedancia (R e X) foram filtrados por um filtro
digital Butterworth passa baixas de segunda ordem com frequéncia de corte em 30 Hz para
remover interferéncias de alta frequéncia. Entao, a partir dos dois sinais ja filtrados, calculou-se
a fase () da impedéancia: arctan™ (X/R).

Considerando que os valores de linha de base da impedancia variaram ao longo do
experimento, um segundo filtro digital, Butterworth, passa-altas, de segunda ordem, com
frequéncia de corte de 0,01 Hz, foi aplicado aos dados de impedancia (R,X e §). A seguir os picos
de R, X, U e F, durante o estimulo de cada trem de pulsos foram identificados. Esses valores
foram subtraidos do valor médio de repouso dos 3 segundos que antecederam cada contracdo,

conforme equacao 4.

AS=S, -S, (4.4)
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onde, AS é a variagdo do sinal (R, X, 8, ou F ), S, é o valor de pico durante uma estimulagdo e S,

é o valor basal médio dos 3 segundos que antecederam o estimulo.

E importante considerar que o pico pode ter valores menores que os de repouso e nesses

casos, AS é negativo. A Figura 47, abaixo, ilustra a identificacdo do pico e do intervalo de onde
calculou-se o valor médio basal.
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O = 1 — S — L ~— —
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Figura 47. Sinal de forga momentos antes da contragdo e durante a contragdo. Entre as linhas tracejadas, o intervalo

de tempo onde calculou-se o valor médio da forga e dos outros sinais para o calculo de Sp.

Como os valores de F e Z em cada animal variam em diferentes intervalos, foi feito uma
normalizacdo com objetivo de colocar todos os dados dentro do mesmo intervalo. Normalizou-

se os valores de AS pelo médulo do maior valor de AS do préprio animal (| AS max|) € em seguida

multiplicou-se por 100 (equagdo 4.5).

AS., =25 100 (4.5)
|A max|

onde AS,./é a variacdo do sinal relativa a variagdo maxima, AS é a variacao do sinal durante um

ciclo de estimulagdo e |ASmax| € 0 mdédulo da variagdo maxima do sinal.

Gréficos do tipo boxplot de AS,.; em funcdo da frequéncia foram utilizados para analisar o
comportamento dos sinais. O coeficiente de correlagdo de Pearson foi calculado e testado
estatisticamente para avaliar as correlagdes entre AFe; X ARrel; FArel X AXrel; € AFrer X AByer. Por

ultimo fez-se uma analise de regressao linear, a fim de investigar a influéncia que o parametro

AF.; exerceu nos parametros de impedancia.
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Todo o processamento foi realizado em ambiente MATLAB R2017a (Mathworks, USA) e as

analises estatisticas foram realizadas no ambiente R 2.13(R CORE TEAM, 2015).

4.4.2 Fase Il - Estimulagdo de 100s com frequéncia fixa correspondente a 30% da Fmax.

Os sinais foram filtrados, assim como na fase |, por um filtro digital Butterworth, passa-baixas,
com frequéncia de corte de 30Hz nos sentidos direto e reverso. Apds a filtragem, fez-se a
identificagdo dos valores de pico (Zyico) para cada ciclo de estimulagdo, conforme pode ser visto
na Figura 48. Também foram identificados os valores de repouso (Zsase), onde foi considerado o
valor minimo do ciclo de contracdo. Apds a identificacdo dos picos e valores de repouso foram

realizados mais dois processamentos.
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Figura 48. Sinais de resisténcia e reatancia de um animal com a identificagdo dos valores de pico (vermelho) e de

base (amarelo) para cada ciclo de contragdo.

O primeiro processamento é descrito pela equagado 4.6, que calcula as variagdes relativas dos
picos em relagdo as bases de cada ciclo de contragao. Denominou-se este parametro de AZ inst.
Foi calculado o valor de AZ inst para cada ciclo de contragdo, tendo-se assim 50 valores por
animal. A Figura 49 mostra um sinal com a escala reduzida onde pode-se visualizar dois ciclos

completos de contragdo. Neles, podemos ver indicado em vermelho o pico e em amarelo a base.

_ |Zpico_Zbase|
Ainse ==, ] (4.6)

onde, AZ inst é a variagdo do sinal de impedancia (resisténcia ou reatancia) relativa ao Zpgse do
préprio ciclo de contragao. Zyico € 0 maior valor de Z durante o periodo de contragdo e Zpsse € 0

valor minimo de Z durante o periodo de repouso.
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Figura 49. Sinais de dois ciclos de estimulagdo de resisténcia (esq) e reatancia (dir) com as indica¢Ges dos valores de

picos (vermelho) e bases (amarelo).

O segundo processamento pode ser descrito pela equacdo 4.7, que simplesmente normaliza
os valores de pico pelo valor médio do ultimo segundo de repouso que antecedeu o primeiro
estimulo elétrico. Como cada valor de pico é sempre comparado como repouso prévio ao inicio
da atividade muscular, este parametro foi denominado de AZ rep. Assim como em AZ inst, para
cada animal foram calculados 50 valores de AZ rep, um para cada ciclo. A Figura 50 indica por
meio dos circulos vermelhos, os periodos de 1s utilizados para calcular Z rep. Todo o

processamento desta fase foi realizado em ambiente MATLAB R2017a (Mathworks, USA).

_ Zpico
AZyep = Zoer (4.7)

onde, AZ rep é a variacdo do sinal de impedancia relativa a Z rep, Z pico é o valor maximo de Z
durante o periodo de contragdo e Zrep é o valor médio do ultimo segundo que antecedeu a

primeira contracao.
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Figura 50 Sinais de dois ciclos de estimulagdo de resisténcia (esq) e reatdncia (dir) com as indicagdes dos valores de

picos (vermelho) e bases (amarelo) além do periodo pré contragdo utilizado para calcular Zep.
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Como ambos os parametros (AZ inst e AZ rep) possuem a mesma quantidade de valores em
todos os animais e ainda, os estimulos foram realizados no mesmo instante, foi possivel calcular

os valores médios das séries temporais de AZ inst e AZ rep (equagdes 4.8 e 4.9).
AZ inst(i) = (X}AZ inst(i))/n (4.8)

AZ rep(i) = (SR AZ rep(i))/n (4.9)
onde, ﬁinst(i) é valor médio de AZ inst dos n = 10 animais durante a i-ésima contracao e

ﬁrep(i) o valor médio de AZ rep dos n = 10 animais também durante a i-ésima contracgao,

sendoi={1,2,3...50}.

Apds o calculo das séries temporais médias, calculou-se a derivada discreta da série temporal

para ambos os parametros conforme, equacées 4.10 e 4.11.
dAZ inst(i)/dt = (BZ inst(i + 1) — AZ inst(0))/dt (4.10)
dAZ rep(i)/dt = (ﬁrep(i +1) — Erep(i))/dt (4.11)

onde, dAZ inst(i)/dt é a derivada discreta de AZ inst(i) relativa a contragio de

n°e dAZ rep(i)/dt é aderivada de AZ rep(i) relativa a contragdo de n%, sendo i = {1,2,3...50}.
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5 Resultados

5.1 Fasel-Variacdo de forca em funcao da frequéncia com estimulos curtos.

A Figura 51 ilustra um exemplo tipico de um sinal completo adquirido durante o protocolo
experimental. E importante lembrar que as frequéncias de NMES foram aplicadas em ordem
aleatdria, explicando as amplitudes aleatérias vistas nos sinais de F, R e X. Além disso, observa-

se um sincronismo entre os picos dos quatro sinais, conforme esperado.
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Figura 51. Exemplo de um sinal tipico adquirido durante o protocolo experimental. ES- eletroestimulag¢do; F —forga;

R —resisténcia e; X- reatancia.

A Figura 52 retrata um exemplo de um sinal de resisténcia apds todo o processo de filtragem.
Nota-se um aumento da relagdo sinal/ruido (Figura 52 meio) e a retificacdo da linha de base
(Figura 52 abaixo) para uma melhor estimativa de AS. Ao final do processo de filtragem, os picos
foram levemente atenuados, contudo as diferengas entre a magnitude dos picos continuaram

relacionadas com a magnitude da forga.

60



140 - . -
S 120 -
- L
100 ' ' '
0 100 200 300 400
130 - . -
S 120 %h(—ﬁr
110 ' ' '
0 100 200 300 400
20 - . -
S ]
-20 ' ' '
0 100 200 300 400

Tempo (s)

Figura 52. Exemplo do processo de filtragem do sinal. Acima: sinal original de resisténcia. Meio: sinal apos filtragem
passa baixas (frequéncia de corte de 30 Hz). Abaixo: sinal apds filtragem pelo

filtro passa- altas (frequéncia de corte de 0,01 Hz).

Um exemplo dos dados ja processados de um animal pode ser visto na Figura 53, que mostra
a curva f x AF (Figura 53 a) e as variacOes dos parametros de impedancia, R (Figura 53 b), X
(Figura 53 c), e 8 (Figura 53 d) em funcdo da variagao relativa de forca(AF.). A Figura 54 mostra
os boxplots das varia¢Ges relativas dos parametros de impedancia em funcdo das frequéncias
de NMES. Os dados de todos os animais podem ser encontrados no Anexo VII.

Um comportamento sigmoidal da curva f x AF foi observado em todos os animais. Um
comportamento similar, porém, mais suave foi observado nos sinais de impedancia, AR e AX.
Ainda, observou-se que amplitude das variagdes dos parametros de impedancia (AR, AX e AB)
foram de até 15%. E importante considerar que a diferenca entre as menores e as maiores
variagdes dos parametros de impedancia ndo sdo grandes e, sdo similares as variagdes entre os
valores de repouso e as menores variagdoes. Sendo assim, pode-se dizer que a magnitude das
variagdes de impedancia tem relagdo com a intensidade da contragdo. Contudo, a condi¢do do
musculo (repouso ou contraido) também exerce uma influéncia consideravel nas variagoes de

impedancia.
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Figura 53. Exemplo dos dados processados de um animal. (a): curva frequéncia x for¢a. Parametros de

bioimpedancia 4R (b), AX (c), AB (d) em fungdo de AF,.
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Figura 54. Boxplots dos dados processados em fungdo das frequéncias de NMES, incluindo todos os animais. (a):AF,

(b):AR, (c):AX e (d): AB.

Apds todos os dados serem normalizados, pudemos analisar os dados de impedancia com
outras varidveis continuas ao invés da frequéncia que é uma variavel discreta e pode-se ver estas
anadlises na Figura 55. Dentre os parametros de EIM, a resisténcia apresentou a correlacdo mais
forte com as variagGes percentuais de forca (ver Tabela 5). As trés correlagdes e analises de
regressao foram estatisticamente significantes (p < 0,05). Contudo, as variacGes de impedancia
ndo podem ser justificadas apenas pela forca exercida pelo musculo, uma vez que as mudancgas
morfoldgicas do musculo também podem exercer uma influéncia consideravel, principalmente
nas intensidades mais baixas de contragao, momento o qual a deformacgao é mais significativa.
Os coeficientes “b” (coeficiente linear) da andlise de regressdo linear (Tabela 5) indicam
variagdes importantes, principalmente na reatancia e na fase, nas contra¢des de baixa
intensidade. Essas variagGes representam aproximadamente 50% da variagcdo total dos
parametros. E importante considerar que os valores de linha de base n3o foram considerados
para a analise de regressao, portanto a reta ndo cruza a origem no grafico e o coeficiente linear
(=-35% para AR rel, =-48% para AX rel e =-52% para AB rel) indica que variagdes muito baixas de

forca representam variagGes grandes dos parametros de EIM.
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Figura 55. Graficos de dispersdo entre as variacGes percentuais dos parametros de bioimpedancia em fun¢do das

variagdes percentuais de forga (AFrel). ((a): AR rel; (b):AX rel and (c): AB rel.

Tabela 5. Parametros estatisticos entre as variagdes percentuais de bioimpedancia e as variagdes percentuais de
forga. r - Coeficiente de correlagdo de Pearson; R2 — coeficiente de determinagdo da analise de regressdo linear;

coeficientes da reta de regressao: a — coeficiente angular e b — coeficiente linear.

ARreI(AFreI) AXreI(AFreI) AereI(AFreI)
r -0.76 0.57 0.53
R2 0.58 0.33 0.28
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a -0.57 0.34 0.30
b -35.42 48.64 52.94

5.2 Fase Il - Estimulagdao de 100s com frequéncia fixa correspondente a 30% da
Fmax.

Na fase Il o estimulo realizado foi de contragGes intervaladas e tiveram a duracdo total de

100 segundos, equivalentes a 50 contra¢Oes. A Figura 56 ilustra os sinais de F, R e X apds

filtragem digital (passa-baixas em 30 Hz). A Figura 57, ja mostra os sinais de R e X sem filtro

(topo) e com filtro (abaixo), onde nota-se uma eliminagdo relevante de ruidos nos sinais.
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Figura 56. Sinais de Forga (topo), resisténcia (meio) e reatancia (abaixo) de um animal ap0s filtragem digital em 30

Hz.
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Figura 57. Sinais de resisténcia (esquerda) e reatancia (direita), antes (acima) e apds (abaixo) a filtragem.

A Figura 58 mostra os resultados apds o processamento descrito no capitulo anterior (secdo

4.4.2). Nos graficos a esquerda vé-se os resultados de AZ inst (eixo Y esquerda) e o sinal de forga

(eixo Y direita).Este processamento indica uma variagdo das componentes de impedancia em

relacdo ao momento que antecede cada contracdo, ou seja, uma variacao relativa instantanea.

Os graficos a direita mostram os valores de AZ rep (eixo Y esquerda) e o sinal de forca (Y

esquerda) e representam uma variagdo relativa aos valores repouso de Z. Sendo assim, indicam

uma variagao mais lenta que AZ inst, uma variagao relativa a um uUnico valor de repouso.
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Figura 58. Sinais pds processamento no eixo y (esquerda) com os sinais de forga no eixo y (direita).

Ao observar os graficos da Figura 59, pode-se ver o comportamento dos valores médios de
AZ inst e AZ rep no decorrer da estimulacdo e percebe-se que esse comportamento médio é
semelhante aos vistos nos graficos individuais. Pode-se perceber que o comportamento mais
comum (e representado no comportamento médio) de AZ inst é um aumento inicial do
parametro chegando num apice que, observando os graficos da Figura 58, ocorre num tempo
proximo aos valores maximos dos sinais de forca, contudo ndo sdo eventos sincronizados.
Todavia, ha de se considerar que o aumento de AZ inst mostra-se ligado ao periodo de aumento
na producdo de forca. Esses resultados também vdo ao encontro dos achados da fase I, que
mostraram uma correlagdo entre a amplitude da for¢a produzida e a amplitude da variacdo das
componentes de impedancia.

Os valores de variagdao foram numa faixa entre 3% e 6 % para AR inst e 8% a 14% para AX inst,
sendo que as principais variagdes ocorrem nos momentos iniciais na estimulagdo, como pode
ser visto na Figura 60, onde as derivadas sdao maiores no inicio do protocolo. Contudo, com o
decorrer das contragles, as variagdes dos valores de forga tendem a ficar constantes, como
observado na Figura 61 que mostra o sinal de forca de um animal submetido as mesmas
condigdes experimentais descritas no item 4.3.2 da metodologia, porém com uma duragao de
10 minutos. Entdo, vé-se que da mesma forma que AF tende a ficar constante, AZ inst também

mostra uma tendéncia a ficar aproximadamente constante no final dos 100s de protocolo.
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a amplitude do sinal de forga é praticamente constante apds aproximadamente 250 s de estimulagdo

Em relacdo a AZ rep, os graficos (Figura 58 e Figura 59) mostram que os valores de Z durante
uma contragdo sdo menores que os valores de Z de repouso (valor da relagdo abaixo de 1) e que,
essa relacdo tende a estabilizar, com a derivada se aproximando de zero (Figura 60) e algumas
vezes a retornar a valores mais préximos aos de repouso, com o decorrer da contracao.

Os resultados de um modo geral mostram uma série de indicios que podem ser associados
com metabolismo do musculo durante as contracdes, e por consequéncia, com os sistemas de
regeneracdo de energia utilizados pelo corpo durante uma atividade. Esses indicios sdo:
aumento rapido de AZ inst; ponto maximo de AZ inst préximo ao pico de forga; ponto minimo
de AZ rep também préximo ao pico de forga; a tendéncia de AZ inst e AZ rep em tornarem-se
constantes no final do protocolo, a derivada AZ inst e AZ rep tender a zero (em momentos

diferentes); e serdo discutidos e interpretados no capitulo a seguir.
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6 Discussao

6.1 Fasel-Variacdo de forca em funcao da frequéncia com estimulos curtos.

Nossos achados indicaram uma forte correlacdo entre as variagdes de bioimpedancia,
principalmente a resisténcia, e a for¢ga muscular.

O protocolo experimental utilizando a eletroestimulacdao permitiu que a intensidade de
contracdo do musculo fosse controlada pela frequéncia dos pulsos, uma vez que amplitude e a
largura de pulso foram constantes. Os tornozelos dos ratos ndo estavam imobilizados, contudo
o pé dos animais encostava num anteparo que permitia uma variacdo angular do tornozelo
muito pequena. Sendo assim, com um movimento articular muito pequeno, considerou-se que
a contragdo exercida pelo musculo foi isométrica.

Mesmo sem movimento articular, quando o gastrocnémio contraia, o comprimento do
ventre muscular reduzia e sua drea de secgao transversa aumentava. Ambos os eventos causam
uma reducdo da resisténcia de qualquer volume condutor (GRIMNES; MARTINSEN, 2008). Entdo,
era esperado uma reducdo dos valores de resisténcia durante os periodos de contracdo e este
foi o comportamento observado. Esta reducdo corrobora com alguns estudos
prévios(COUTINHO et al., 2019;LI et al., 2016; RUTKOVE, 2009; ZAGAR; KRIZAJ, 2008). Logo,
podemos atribuir uma parte das variacdes de EIM a essas variacdes morfoldgicas do musculo.
Contudo, essas mudancas na morfologia muscular durante a contracdo ndo sdo proporcionais a
intensidade da contragdo em contragdes acima de 30% de uma contragao isométrica maxima.
Em contragbes acima desses 30% as variagdes morfoldgicas sdo despreziveis (HODGES et al.,
2003). Isto indica que as variagOes de resisténcia também sdo influenciadas por outras
caracteristicas da contracdo muscular, como os aspectos fisioldgicos e bioquimicos. Devido as
mesmas razées mencionadas anteriormente, as variagbes de reatancia também apresentam
uma relacdo com a forga exercida pelo musculo.

A fim de tentar explicar nossos achados, devemos considerar o que esta acontecendo no
interior do musculo durante uma atividade muscular muito rdpida e como as diferentes
intensidades podem interferir nos processos bioquimicos e fisiolégicos. Considerando o tempo
de contra¢do no protocolo experimental, podemos considerar que as moléculas de ATP foram
regeneradas, quase que exclusivamente, pelo sistema creatina-fosfato (ATP-CP) (BROOKS;
FAHEY; WHITE, 1996), justamente porque este sistema é capaz de fornecer ATP rapidamente,
viabilizando uma contragdo, forte ou fraca, instantaneamente (MCARDLE et al.,2010). Como a
eletroestimulag&o foi muito curta (1s) e o periodo de recuperagdo/repouso foi de 40s, podemos
considerar que o musculo teve tempo suficiente para recuperar os estoques de creatina

(principal substrato do sistema ATP-CP). Entdo, assumimos que durante o experimento o
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musculo dos ratos contraiu utilizando as moléculas energéticas fornecidas predominantemente
pelo sistema ATP-CP.

Observando a Figura 51, pode-se ver que a eletroestimulagao provocou uma contragdo com
um aumento muito rapido da forca muscular (quase instantaneo). As Figura 51 e Figura 52
também mostram que os sinais de impedancia variam numa taxa tao alta quanto o sinal de forca
e que as amplitudes dessa variacbes sdao proporcionais a forca exercida. Como dito
anteriormente, para que que seja possivel este aumento de forca, é necessdrio fornecimento de
ATP numa taxa muito alta. Uma taxa alta de utilizacdo de ATP implica no acumulo rdpidos de
fons produzidos pela hidrélise do ATP e pelas rea¢des do sistema ATP-CP. Esses ions sao
basicamente prétons de hidrogénio (H*) e fosfato inorganico (Pi) (MCARDLE et al., 2010;
NELSON; COX, 2004). Esses ions, por possuirem cargas livres, aumentam a condutividade do
meio sarcoplasmatico. Entdo, as rea¢des quimicas poderiam, além das alteragdes morfoldgicas,
explicar a reducdo dos valores de resisténcia durante a contragdo. Além disso, diferentes
concentragdes dos ions associadas as diferentes utilizagdes de ATP em cada contragdo (devido
as diferentes intensidades de contragdo), podem estar relacionadas com a forte correlacdo entre
as variagdes de resisténcia e de forca. E por fim, as altas taxas de variacdo de impedancia durante
a atividade do musculo, pode ser um importante indicador de que o sistema ATP-CP seria, no
momento, o principal sistema fornecedor de ATP.

As varia¢Oes de reatancia sao relacionadas as alteragdes nas caracteristicas da membrana
celular e as camadas de tecidos (DE LORENZO et al., 1997). No presente estudo as medi¢Ges
foram realizadas diretamente nos musculos e assim, ndo foram considerados os efeitos das
camadas de tecidos como as de tecido conectivo/musculo e/ou tecido adiposo/musculo. Entdo,
assumimos que variagées no sinal de reatancia foram provenientes, principalmente, por
alteracGes nas caracteristicas da membrana celular. As membranas celulares guardam uma
analogia com o dielétrico de um capacitor, principalmente por armazenarem cargas opostas em
cada uma de suas camadas (interna e externa). E importante esclarecer que essa caracteristica
elétrica das membranas se refere tanto as organelas celulares quanto a prépria membrana
plasmatica. Shiffman e colaboradores (2013), por exemplo, apresentaram num estudo, um
modelo elétrico para as caracteristicas de resisténcia e reatancia das organelas e com isso foram
capazes de melhorar, a partir deste modelo, as estimativas dos dados de impedancia. Sendo
assim, as mudancgas nas propriedades elétricas das organelas podem ser de grande importéancia
para uma melhor interpretagdo dos dados de impedancia e mais precisamente, entender o
papel das mitocondrias e reticulo sarcoplasmatico que estdo intimamente envolvidos nos

processos bioquimicos da atividade muscular.
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Contudo, considerou-se, neste primeiro momento, somente a membrana plasmatica, onde,
podemos considerar também a geometria das fibras musculares, que sado cilindricas. Quando o
comprimento de um capacitor em formato cilindrico diminui, sua capacitancia também reduze

consequentemente a reatancia aumenta (ver equagdo 13).

C= Zﬂfofrm - X, = _nC/a) (5.1)

jw2mege,L

onde, C é a capacitancia do cilindro, €o e - sdo, respectivamente, as permissividades no vacuo e
relativa, L € o comprimento do capacitor, a o raio da camada interna do cilindro e b o raio da
camada externa do cilindro.

Considerando que a relacdo entre b/a é praticamente constante e que suas variacdes podem
ser negligenciadas por serem muito menores que as variagdes no comprimento (L), podemos
assumir que quando o musculo contrai a reatancia deve aumentar. No entanto, os dados de
reatancia apresentaram uma correlacdo de 0,57 com a for¢ca muscular que, mesmo sendo
estatisticamente significante, sdo menores que a correlagdo obtida com a resisténcia. Um
motivo para esse valor, pode ser a influéncia limitada que o parametro L pode exercer, assim
como na resisténcia, onde acima de uma determinada intensidade de contragdo, as variacbes
de comprimento sdo praticamente nulas.

E importante notar que as caracteristicas elétricas passivas da membrana n3o sdo afetadas
pelas trocas ibnicas provenientes das bombas de Na/K e Ca++, uma vez que essas alteragdes sio
originadas pelas variagdes das propriedades elétricas ativas da célula. Contudo, atividades
musculares com um maior tempo de duragdo, podem permitir que canais sejam abertos na
membrana celular, principalmente por sinalizagdo enzimatica, a fim de permitir a passagem de
ions e substancias especificas através da membrana celular (NELSON; COX, 2004). Sendo assim,
se uma certa quantidade de ions puder atravessar a membrana celular a sua permissividade
pode aumentar, embora esta hipdtese precisaria ser testada.

Os dados relacionados ao angulo de fase sdo utilizados em outros estudos porque poderiam
reduzir a influéncia das mudangas de tamanha e formato do musculo nos resultados de
impedancia(Ll et al., 2016). Nossos resultados mostraram que o comportamento da fase foi
similar ao da reatancia, inclusive, apresentando praticamente a mesma correlac¢do, 0,57 e 0,53
(ver Tabela 5).

Observando os valores do coeficiente b da reta de regressdo (ver Tabela 5) podemos
perceber que as alteragées morfoldgicas tém maior influéncia nos dados de impedancia nas

contragdes de baixa intensidade. Entdo, a impedancia do musculo é influenciada principalmente
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guando o musculo deixa a condi¢ao de repouso e contrai. Por exemplo, um estimulo de 2 Hz
apresentou uma variacdo de reatancia e fase entorno de 50% da variacdao total destes
parametros. Mesmo a resisténcia, apresenta um coeficiente b que indica que 35% das variagGes
de resisténcia ja ocorrem nas contracdes menos intensas. Contudo, o coeficiente de
determinacdo e o coeficiente angular, mostram que as variacGes de resisténcia podem ser
explicadas 58% pela intensidade da contragao, um valor consideravelmente maior que 33%

(reatancia) e 28% (fase) dos outros parametros.

6.2 Fase |l - Estimulacdo de 100s com frequéncia fixa correspondente a 30% da

Fmax.

Para iniciar a discussdo dos resultados é importante apresentar algumas consideracdes
relevantes para interpretagdo dos mesmos nesta fase. Primeiramente, tem que ser entender
que o protocolo de eletroestimulacdo ndo gerava uma contracdo maxima e desta forma, o
musculo ndo entrava rapidamente em processo de fadiga. Para confirmar que o musculo ndo
entrou em processo de fadiga a Figura 61 mostra que mesmo apds 10 minutos de estimulacao
o musculo continua produzindo uma forga com intensidade semelhante a for¢a produzida em
100s. Além disso, nenhum evento indicativo de processo de fadiga local como, incapacidade de
producdo de forca ou reducgdo muito grande da intensidade de forca (THEOFILIDIS et al., 2018;
WAN et al.,, 2017), foi identificado. Outra caracteristica importante é que o protocolo foi
intervalado. Uma contragdo continua acelera os processos de fadiga, ja no protocolo aplicado,
para cada 1s de estimulo o musculo permanecia 1s em repouso e nesses momentos de repouso
o musculo recuperava e/ou deixava de consumir os principais substratos dos sistemas
energéticos (MCARDLE et al., 2010), possibilitando uma atividade muscular prolongada.

Em contrapartida, por se tratar de um estimulo elétrico externo, uma vez que o potencial
elétrico percorre a membrana celular, todas as unidades motoras sdo ativadas (GORGEY et al.,
2009), diferentemente de uma contracdo voluntaria que, por sua vez, utiliza estrategicamente
as unidades motoras necessdarias para realizar a contracdo desejada e consequentemente
otimiza a utilizagao de ATP. Logo, essa caracteristica de utilizar todas as unidades motoras a cada
contragdo tende a implicar num maior consumo energético por contra¢do e consequentemente,
ao final do protocolo.

Também foi visto nos graficos da Figura 58 que os valores de forga atingiram seu dpice com
o decorrer da estimula¢do e ndo logo no primeiro estimulo e, considerando que a intensidade
da for¢a produzida pelo musculo esta diretamente relacionada com a quantidade e a taxa de

utilizacio de ATP (CHASIOTIS; BERGSTROM; HULTMAN, 1987), pode-se constatar que estes
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parametros variaram durante a execugao do protocolo. Uma vez que houve uma varia¢cdo nas
quantidades e taxas de ATP durante a eletroestimulagao, ha de se considerar que diferentes
sistemas de regeneragao de ATP tiveram uma atuacdo predominante em diferentes momentos
do protocolo.

Entdo faz-se necessdrio tentar compreender a atuacdo dos sistemas energéticos durante
uma atividade submaxima de intensidade baixa/moderada e associar as caracteristicas de cada
sistema aos sinais (forga, resisténcia e reatancia) e parametros (AR inst, AX inst, AR rep, AX rep)
de impedancia disponiveis.

E importante ressaltar que em todos os momentos do protocolo os trés principais sistemas
de regeneracdo de ATP (ATP-CP, Glicolitico e Oxidativo) estdo ativos e fornecendo ATP ao
musculo, embora cada sistema atue como fornecedor predominante de ATP em diferentes
momentos e sdo justamente esses momentos que tentaremos identificar. A Figura 62, retirada
do trabalho de Fielder e colaboradores (2016), mostra como os sistemas estdo ativos desde o
inicio de uma atividade submaxima com intensidade constante, 40 % da contracdo voluntdria
maxima (baixa/moderada), do movimento de flexdo plantar, com frequéncia de 0,3Hz e com
duracdo de 300s e, que justamente durante os 100 primeiros segundos ha uma alternancia no

sistema predominante.

L - ATP demand
0 - Oxzidative ATP synthesis
L - Glycolytic ATP
ol synthesis (+H™)
[] masen -
PCr splitting (-H™)
PCr resynthesis I:+H+:|
Seconds 0 50 100 200 300 400 500 E00

Figura 62. Fornecimento de ATP por cada um dos sistemas energéticos, durante uma atividade submaxima de 300s

de duragdo e durante 400s de recuperacgdo, pds atividade(FIEDLER et al., 2016).

6.2.1 Pardmetros de impeddncia e metabolismo
Entdo, antes de interpretar os sinais e os parametros de impedancia, é necessario interpretar

como os sistemas energéticos atuaram durante o protocolo experimental deste estudo,
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principalmente, a partir da observagao dos sinais de forga. Ao analisar a atuagdo de cada sistema
faremos a associagdo com os sinais e/ou os pardmetros de impedancia.

Toda atividade fisica ou contragdo muscular quando iniciada, por necessitar de uma
guantidade imediata de energia, tem como principal fonte de ATP o sistema ATP-CP. Uma vez
ativado, este sistema inicia o processo quimico de regeneracao de ATP em sua mdaxima taxa e
com o decorrer das contragdes essa taxa vai diminuindo. Considerando que a contracdo nao é
continua, pode-se considerar que nos momentos de repouso (1s entre as contragdes), o sistema
ainda consegue ter uma breve economia das suas reservas além de um rapido momento de
recuperacao. Sendo assim, podemos admitir que o predominio do sistema ATP-CP se dd desde
o inicio da eletroestimulagdo e que se mantém até o consumo de aproximadamente 60-70% dos
estoques de creatina-fosfato (PCr), conforme estudo de Fiedler et al., (2016) e, a partir deste
momento, quando em atividade moderada, o sistema glicolitico passaria a predominar.
Contudo, para o sistema glicolitico ser o principal fornecedor de ATP, hd um crescimento ao
longo do tempo da sua taxa de fornecimento de ATP. A Figura 63 indica esses momentos no
comportamento médio dos sinais deste estudo que podem ser de grande importancia para
associarmos a EIM com o metabolismo. O momento to. indicaria o instante taxa maxima do
sistema ATP-CP, ou seja, o momento imediato em que se inicia a atividade muscular. O intervalo
entre to+ e t; de AR inst seria andlogo ao periodo de aumento da taxa de fornecimento de ATP
pelo sistema glicolitico. Neste momento tanto o sistema ATP-CP quanto o glicolitico estariam
contribuindo de forma importante no fornecimento de ATP, embora até o instante t; a
contribuigdo do sistema ATP-CP tende a diminuir e do glicolitico a aumentar. Contudo, dados da
concentragdo de PCr e Lactato seriam de fundamental importancia para sustentar as hipdteses.
Sendo que, os dados de PCr deveriam ser menores e os de Lactato maiores que os valores de
repouso. Ainda, considerou-se que nesse periodo a soma da contribuicdo dos dois sistemas
poderia ser associada ao aumento na producdo da for¢ca que é representada também no
aumento dos parametros AR inst e AX inst. O intervalo t;-t; de AR inst representaria o periodo
que o sistema glicolitico inicia a sua predominancia. Neste instante vé-se pouca variacdo nos
valores de AR inst e AX inst, indicando uma espécie de “platé”, onde um sistema consegue
manter por determinado tempo a intensidade da contracdo, neste caso, o sistema glicolitico.
Importante frisar que a representagao da Figura 63 é uma analise do comportamento médio dos
animais, sendo uma interpretacao de carater genérico dos sinais de EIM obtidos, em rela¢do ao
metabolismo. Contudo, nota-se, pela analise da Figura 58, que os instantes representados nao
sdo facilmente reprodutiveis quando avalia-se os animais individualmente. Os instantes ty, t; e
t3, sdo influenciados pela individualidade de cada animal além de possiveis fontes de erros

experimentais que serdo expostos mais a frente (se¢do 6.2.2). Além disso, observa-se que o os
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instantes t1, te2 e t3, marcados de em AX inst sdo diferentes dos marcados em AR inst. Contudo
nota-se que o comprimento dos intervalos t1-t2 e t2-t3 sdo parecidos. A partir dessa observacgao,
podemos intuir que apesar do comportamento semelhante vistos nos dois graficos da Figura 63,
as variacdes de reatancia ocorrem um pouco antes das de resisténcia. Esse fato sugere que
alteracdes relativas a capacitancia da membrana celular, ocorrem antes das mudancas nas
caracteristicas resistivas nos meios eletroliticos extra e intracelular. Nota-se que esse

comportamento também pode ser percebido nos graficos da Figura 64.

A Xinst (%)

3
0 20 40 60 80 100

Figura 63. Identificagdo dos momentos to., t1, t2 € t3 para os valores médios de AZ inst dos animais.

O ultimo instante indicado na Figura 63 é t; e este, buscou-se associar como o inicio do
predominio do sistema oxidativo. O intervalo entre t; e t; é justamente o momento de transi¢ao
entre os dois sistemas, onde ocorre uma reducdo rapida na taxa de regeneracdo de ATP pelo
sistema glicolitico e aos poucos o sistema oxidativo vai se tornando o principal responsavel pelo
fornecimento energético para o musculo. Nota-se ainda que a partir do instante t; a derivada
de AR inst e AX inst é aproximadamente zero sugerindo que o sistema como um todo estd
entrando em equilibrio entre a necessidade e a disponibilidade energética.

A andlise dos parametros AZ inst se mostrou de grande importancia, apesar de ser um
resultado cuja interpretacdo fisioldgica das variacGes de Z se aproxima muito do que ja foi
discutido na fase |, por se tratar da analise da amplitude da contragdo. Assim, fatores como

intensidade da contragdao, mudancas morfolégicas e fisioldgicas, exercem influéncias
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semelhantes ao relatado anteriormente e este protocolo corrobora os achados da fase I, onde
a intensidade da forga é diretamente proporcional a amplitude das variagdes de impedancia.
Sendo assim, o segundo processamento da fase Il apresenta uma variacdo sempre
comparada ao valor de repouso e como essa variacdo se comporta ao longo do tempo. Esta
analise podemos associar com as variacOes fisiolégicas e quimicas nao instantaneas, que
ocorrem de forma mais lenta e durante o todo o protocolo. Em especial, foram destacados dois
momentos, ambos indicados na Figura 64. O circulo menor (preto), em AR rep, pode ser
associado ao predominio do sistema glicolitico, inclusive estd no mesmo intervalo de tempo do
intervalo t1-t2 da Figura 63. Neste momento temos os valores minimos para AR rep também
para AX rep, contudo AX rep inicia esse platé minimo um pouco antes de AR rep. Pensando nos
eventos bioquimicos da atividade muscular, neste mesmo momento tem-se uma redug¢do do
pH, devido ao aumento de [H*] e, aumento da [Lac’], fatores que corroboram para uma reducao
da R. Neste momento do protocolo, avaliagGes da [Lac-] e do pH seriam de vital importancia
para corroborar a os processos descritos. Considerando o circulo preto em AX rep, observa-se,
que o platé se inicia momentos antes do visto em AR rep. Este fato também sugere que
alteracOes na permissividade da membrana celular ocorrem antes do acimulo de substancias
no interior da célula. Portanto, o aumento da permissividade da membrana celular para maior

captacdo de substratos aponta para uma reducdo de AX rep.

80 100

80 100
Figura 64. Identificagdo dos momentos de predominio do sistema glicolitico (circulo preto) e do sistema oxidativo

(circulo verde)

O circulo maior (verde) que assumimos estar associado ao predominio do sistema oxidativo,

mostra um retorno lento dos valores de AR rep e AX rep no sentido dos valores iniciais. Contudo,
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tende a estabilizar sem retornar aos primeiros valores e, principalmente aos valores de repouso,
como podemos ver na Figura 64. Ainda, assim como no circulo preto, AX rep apresenta as
caracteristicas descritas em momentos anteriores a AR rep. Sugerindo, de igual maneira, que
mudancas a niveis de membrana celular seriam prévios aos acimulos de substancias no interior
de célula. Importante notar que parametro, AZ rep, se mostrou mais reprodutivel que o AZ inst.

Neste momento, a atividade tende a entrar num estado equilibrio (steady-state), com
predominio do sistema oxidativo, e existe uma reducao da atividade da via glicolitica como
reporta o estudo Fedler e colaboradores (2016). Contudo, a via glicolitica permanece ativa e a
producdo de lactato continua relativamente alta, uma vez que com o desvio da predominancia
do sistema energético para o sistema oxidativo, o anion de lactato passa a atuar também como
precursor para a gliconeogénese (sintese de moléculas de glicogénio) no musculo e o figado,
como substrato de energia para o cérebro e respiracdo mitocondrial (associada ao sistema
oxidativo) (Brooks, 2020). O estudo de Fedler e colaboradores (2016) ainda mostra que os niveis
de pH permanecem constantes nesta fase da atividade. Entdo considerando que o pH se
mantém constante, podemos atribuir o aumento gradativo de AR rep a utilizagdo lactato em
outros 6rgaos, figado e cérebro, e seu catabolismo na mitocéndria, fazendo com que haja uma
pequena reducdo da [Lac’] intramuscular. O lactato sistémico (comumente avaliado na amostra
sanguinea) permaneceria com os seus valores préximos aos valores do momento de predominio
do sistema glicolitico. Ainda, o trabalho de Munkvink e colaboradores (2008) apresenta valores
de [Lac] intramuscular (= 6 mmol/kg wet wt), préximo aos valores de repouso (= 3 mmol/kg wet
wt), apdés 15 min de um protocolo de eletroestimulagdo no musculo solear de ratos wistar e
valores de quase uma ordem de grandeza a mais (= 20 mmol/kg wet wt) quando avaliados em
100 s de exercicio. Indicando que a [Lac-] intramuscular pode reduzir com o decorrer do
exercicio. Contudo o protocolo do estudo de Munkvik e colaboradores (2008), provocou fadiga,
diferente do protocolo deste estudo, e avaliou o lactato num momento muito distante (15 min
de atividade) dos estudados no presente trabalho. Sendo assim, somente as medidas da [Lac-]
dentro do intervalo do estudo (em repouso, 30s e 100s de atividade, por exemplo) poderia
esclarecer melhor a hipdtese descrita.

Em relacdo a componente reativa da impedancia, AX rep, pode estar sendo influenciado
também pela condicdo de steady-state da contragdo, levando a variagdes menores de fluxo
sanguineo, reduzindo as mudancas do efeito capacitivo entre os tecidos (sanguineo e muscular),
e a um comportamento constante da membrana celular, estabilizando suas caracteristicas de
permissividades, transportando para o interior da célula somente os metabdlitos necessarios
para manter o sistema oxidativo ativo, eliminando para o exterior das células algumas toxinas e

assim, as caracteristicas de permissividade da membrana celular, assim como os valores de AX
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rep. Vale ressaltar que num primeiro momento o sistema oxidativo tem como principal substrato
a molécula de glicose, mesmo substrato do sistema glicolitico. Com o decorrer da atividade o
sistema oxidativo se torna ainda mais eficiente ao utilizar o dcido graxo como substrato e, como
uma molécula de acido graxo produz grandes quantidades de ATP, a taxa de captacao de
substrato através da membrana tende a reduzir ainda mais e posteriormente a estabilizar.

Apds a discussao feita acima, é importante considerar que o comportamento observado do
metabolismo dos animais sofreu influéncia de algumas caracteristicas de todo o arranjo
experimental. Um exemplo é o fato dos animais serem todos sedentarios e por isso nao
possuirem uma otimizacdao do metabolismo energético, o que poderia levar uma rdpida e
ineficiente utilizacdo dos sistemas de ATP-CP e Glicolitco (THYFAULT et al., 2015), uma vez que
0s animais, quase nunca estavam exercendo atividades com alto gasto energético. Além do
sedentarismo, a massa corporal (250 g a 400 g) e a idade (2 a 4 meses) dos animais podem ter
sido fatores de viés dos dados, prejudicando sua reprodutibilidade. Um animal com 2 meses,
por exemplo, é considerado jovem e 4 meses adulto, podendo haver diferenca grande na
atividade metabdlica dos animais. As diferengas de massa corporal também podem estar
associadas as diferencas de forca e metabolismo.

Outro ponto importante é a técnica de eletroestimulacdo. Esta técnica, por induzir a
contracdo de todas as unidades motoras da regido estimulada (GORGEY et al., 2009), pode ter
acelerado a deple¢do da molécula de PCr e por isso, acelerado o predominio e o consumo do
metabolismo da via glicolitica. Além disso, a via glicolitica também pode ter sido predominante
de maneira precoce, uma vez que no musculo essa via é mais atuante quando comparado a
resultados de analise de metabolismo via VO, (FIEDLER et al., 2016). Contudo, mesmo que o
comportamento metabdlico do musculo em atividade isolada seja diferente comparado a uma
atividade global, como corrida, o sistema de EIM, em tempo real, parece ter potencial para

identificar os estagios do metabolismo durante o exercicio.

6.2.2 Reprodutibilidade dos resultados

Os resultados de AZ inst e AZ rep mostram-se reprodutiveis. A maioria dos animais testados
apresentam resultados que se assemelham com os da Figura 59. Contudo, nota-se que como
em todo sistema bioldgico, cada animal possui sua individualidade bioldgica e o metabolismo de
cada um é diferente e por isso, faz-se pertinente que haja diferengas nos tempos dos instantes
11, t2 e t3 para cada animal.

Outra diferenca a partir da individualidade dos animais é a quantidade de fibras tipo | e tipo

Il (BROOKS, 1998; MCARDLE et al., 2010). Os animais sdo geneticamente diferentes e o
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gastrocnémio de cada animal, por ser um musculo misto (predominancia dos dois tipos de fibras
musculares), possui uma quantidade maior de um determinado tipo de fibra. O aumento de
fibras do tipo | (lentas) potencializaria o sistema oxidativo, assim como as do tipo Il poderia
potencializar o sistema glicolitico.

Além da individualidade bioldgica, podemos apontar algumas questdes do ponto de vista
metodoldgico que também podem ser fontes de erro e dificultar a reproducao dos dados, como
por exemplo, o local de posicionamento dos eletrodos. E possivel que os eletrodos estejam mais
proximos a diferentes tipos de fibras e essas fibras acabariam influenciando o sinal de
impedancia. Mesmo assim, é importante lembrar que tentou-se posicionar os eletrodos no meio
do musculo, justamente para que o comportamento do sinal ndo fosse referente a um tipo de

fibra.

6.2.3 EIM dindmica como avaliador metabdlico

Apesar dos dados terem sidos adquiridos em ratos e muitos artigos que discutem as vias
metabdlicas serem a partir de dados de outros mamiferos e humanos, todos, por serem
mamiferos, preservam semelhancas nos seus processos metabdlicos mesmo com grandes
diferencas de tamanho e massa entre as espécies (BROOKS, 1998). Assim pode-se dizer que os
resultados deste estudo podem ser extrapolados para os seres humanos.

Sendo assim, a técnica de EIM dinamica mostrou-se potencialmente Util para avaliagao do
metabolismo. Atualmente a técnica de espectroscopia de ressonancia magnética com marcador
fésforo 31 (P3' MRS)é a mais utilizada na literatura para andlise do metabolismo durante
atividade fisica (FIEDLER et al., 2016). Apesar dos resultados associados as concentragdes de
metabdlitos com PCr e Pi, além do pH, esta técnica exige um processamento para estimativa dos
dados brutos que ndo permite um resultado rapido. O processamento utilizado neste estudo, a
partir da técnica de EIM dindmica, ndo é de grande complexidade e os parametros poderiam ser
extraidos rapidamente. Além disso, a técnica utiliza um sinal que pode ser visto em tempo real,
processamentos de dados que podem também serem realizados em tempo real e resultados
que apresentaram comportamento que podem estar associados as caracteristicas do
metabolismo em atividade submaxima(BAKER; GRANT; ROBERGS, 2010). Entdo, pode-se dizer
que a técnica utilizada neste estudo tem um grande potencial como método alternativo para
avaliagdo do metabolismo durante exercicio fisico.

Buscando trazer um exemplo pratico da utilizagdo da EIM na avaliagdo do exercicio, vamos
pegar como exemplo a regido do circulo preto na Figura 64. Uma vez que o platé visto em AR

rep parece indicar o predominio do sistema glicolitico, e o aumento dos valores de AR rep uma
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transicdo para o sistema oxidativo, um avaliador (treinador, fisiologista) poderia orientar a
intensidade de um determinado treinamento observando a manutencdo desse platé o ou
aumento do parametro AR rep e passar o feedback de forma imediata para o atleta ou aluno,
de forma a manter a intensidade da atividade alinhada com o objetivo do treinamento (treinar
um determinado sistema energético). Ainda, poderia ser utilizado como avaliagdo apdés um
periodo de treinamento, por exemplo: apds um periodo de treinamento com estimulos de altas
intensidades com curta duracao, um atleta tenderia a deslocar o platé para a direita, indicando
gue o treinamento de forgca aprimorou e otimizou o sistema ATP-CP, fazendo com que a [PCr]
reduza um pouco mais devagar ao longo do tempo e o atleta passaria a conseguir realizar mais

atividades mais intensas por um intervalo de tempo maior.
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7 Conclusdo

A técnica EIM se mostrou capaz de avaliar musculos saudaveis, principalmente no que se
refere as alteragBes das caracteristicas elétricas do musculo quando este se encontra em
atividade. Deste modo podemos dizer que a técnica possui grande potencial para ser um método
auxiliar para os profissionais de salde e atividade fisica na busca da melhoria da qualidade do
seu trabalho. Mais especificamente, este trabalho fornece algumas contribuicées para o estudo
da EIM dindmica. Primeiramente, o protocolo de coleta de dados foi capaz de adquirir a EIM de
modo invasivo, minimizando algumas fontes de erro como a interface eletrodo-pele e pele-
gordura. O uso da eletroestimulacao foi eficaz em evocar contracdes musculares com diferentes
intensidades de forma controlada para provocar os efeitos bioquimicos e fisioldgicos desejados,
nos musculos dos animais, por meio da variacdo dos parametros de estimulacdo como
frequéncia de pulso e frequéncia dos trens de pulsos. A instrumentacdo desenvolvida foi capaz
de fornecer os sinais com qualidade em tempo real, permitindo uma facil visualizacdo dos dados
brutos, o que permitiu um acompanhamento imediato de toda a coleta de dados e ainda, a
identificacdo de problemas experimentais a tempo de serem eliminados, evitando o
armazenamento de dados mal coletados. Ainda, o sistema de impedancia mostrou-se com
sensibilidade e resolugdo temporal suficientes para observar pequenas variagdes de EIM de
forma quase instantanea.

Nossos achados da Fase | mostraram que a componente da impedancia R foi mais
influenciada pelas variagdes de intensidades de contragdo muscular, sendo que 58% das
variagdes de impedancia podem ser explicados pelas altera¢des de forga produzidas pelo
musculo. Os parametros analisados foram mais influenciados pelas alteragdes morfoldgicas
(comprimento, forma e volume)nas contragdes menos intensas, ou seja, em baixos percentuais
da forga mdaxima, sendo que ao deixar a condigdo de repouso as altera¢des de R, X e & dos
musculos ja sofriam uma alteragdo entorno de 50%.Também discutimos como os processos
bioquimicos e fisiolégicos, principalmente os associados ao sistema ATP-CP, como aumento
rapido de H* e Pi, foram importantes na interpretacdo dos dados nesta fase, principalmente nas
alteracgOes de resisténcia.

Na fase Il pode-se dizer que o protocolo experimental alcancou o objetivo de gerar uma
contragdo submaxima com intensidade moderada que ndo levasse o musculo rapidamente aos
processos de fadiga. Com isso, foi possivel provocar uma série de contracdes que, em diferentes
momentos, foram sustentadas energeticamente por diferentes vias de ATP. Os resultados de
EIM foram associados com os sistemas de fornecimento de ATP e parecem apresentar um

comportamento onde pode-se identificar a predominancia desses sistemas nos diferentes
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momentos da atividade muscular. Ainda, calculou-se parametros de EIM (AZ inst e AZ rep) que
sdo possiveis de serem estimados rapidamente (durante a aquisi¢cdo dos dados) permitindo que
a identificacdo de momentos importantes do metabolismo do exercicio seja feita de forma
imediata. O parametro AZ inst apresentou comportamento similar aos dados da Fase |, isto é,
aumento de AZ inst conforme aumento da forca. Além disso, esse parametro, assim como na
Fase |, avaliou a contracdo com dados que envolvia somente o préprio ciclo de contragao.
Também, a partir do processamento de dados realizado, foi possivel simplificar a curva de
impedancia, transformando todo o ciclo de contragdo em um Unico dado (AZ inst ou AZ rep) e a
partir do conjunto de dados de AZ inst fomos capazes de identificar quatro instantes associados
aos sistemas metabdlicos. O pardametro AZ rep possui um processamento ainda mais simples, o
que facilitaria um processamento em tempo real, com uma interpretacao analoga aos sistemas
€ a0s Seus processos quimicos que variam desde o inicio da atividade muscular.

As interpretac¢des bioquimicas e fisioldgicas abordando como cada via metabdlica pode estar
influenciando as alteragGes de EIM sdo inéditas na literatura e contribuem sensivelmente para
o desenvolvimento da interpretacdo bioldgica da técnica. No entanto, trabalhos futuros que
facam a associagdo dos resultados com a concentracdo de metabdlitos, enzimas e parametros
bioquimicos como Lactato, LDH, PCr, pH, podem dar maior robustez aos resultados deste estudo
e confirmar a influéncia dos processos quimicos das vias metabdlicas no sinal de EIM. Mesmo
assim os resultados sugerem um grande potencial do sistema apresentado para fins de medigdes
e avaliagdes do metabolismo do exercicio; apesar de como dito acima, ainda serem necessarias
mais pesquisas para verificar se as alteragdes de impedancia estdo relacionadas com as
concentracdes de alguns metabolitos, como faz a técnica de P3!MRS. De qualquer forma, o
sistema apresentou alteragées dos componentes de impedancia em tempo real, o que é uma
vantagem em relacdo ao sistema de MRS. Por fim, a relagdo apresentada neste estudo entre os
sinais e parametros de EIM e os sistemas energéticos discutidos, mostram que a técnica pode
evoluir para um futuro sistema de avaliacdo do metabolismo do exercicio, com biofeedback em
tempo real, sem a necessidade de procedimentos invasivos, isto é, utilizando- eletrodos de

superficie, e independente de um sinal associado a forga.
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Anexo | — Figuras de Calibracdo
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Figura 65. Reta de calibragdo do sinal Sg. Onde o eixo y é a resisténcia real e o eixo x o valor de tensdo medido na

saida do hardware de EIM.
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Figura 66. Reta de regressdo entre os valores de resisténcia estimados (eixo y) e os valores reais (eixo x). Acima a

esquerda o valor do coeficiente de correlagdo de Pearson (r), entre os valores estimados e os valores reais.

91



0 0.1 0.2 0.3 0.4
S, (V)

Figura 67. Reta de calibragdo do sinal Sx. Onde o eixo y é a reatancia real e o eixo x o valor de tensdo medido na

saida do hardware de EIM.
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Figura 68. Reta de regressdo entre os valores de reatancia estimados (eixo y) e os valores reais (eixo x). Acima a

esquerda o valor do coeficiente de correlagdo de Pearson (r), entre os valores estimados e os valores reais.
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Figura 69. Reta de calibragdo do sinal S¢. Onde o eixo y é a forga real e o eixo x o valor de tensdo medido na célula

de carga.
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Figura 70. Reta de regressdo entre os valores de forga estimados (eixo y) e os valores reais (eixo x). Acima a

esquerda o valor do coeficiente de correlagdo de Pearson (r), entre os valores estimados e os valores reais.
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Anexo || — Esquematico do hardware de analise de EIM e aquisicdo

de sinais.
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Figura 71. Esquematico elétrico contendo: sistema de analise de EIM e o sistema de aquisi¢do de sinais.

94



Anexo Il = Rotina do programa de aquisicdo de sinais e andlise de

EIM e, painel frontal do programa.
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Figura 72. Diagrama de Blocos do programa de aquisi¢do de sinais e andlise de EIM.
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Anexo IV — Esquematico elétrico do condicionador de sinal

conectado a célula de carga.
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Figura 74. Esquematico elétrico do condicionador de sinal conectado a célula carga.
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Anexo V — Esquematico do buffer do sistema de eletroestimulacdo
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Figura 75. Esquematico elétrico do buffer do sistema de eletroestimulagdo.
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6252 (Programa de eletroestimulacdo) e painel frontal do

programa.
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Anexo VI — Rotina do programa de controle do sinal D/A da placa NI

99

eletroestimulagdo)
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Figura 77. Painel frontal com os parametros de controle do sinal de eletroestimulagdo.
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Anexo VIl — Resultados individuais da Fase |
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