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RESUMO
Este estudo visou avaliar o efeito da imobilizacdo aguda (trés dias) dos musculos da pata
posterior de ratos sobre o perfil metabdlico e morfométrico. Dez ratos Wistar foram divididos
em dois grupos (n=5 cada), controle e o grupo dos que tiveram uma pata posterior imobilizada com
Ortese de resina acrilica em posigdo neutra de tornozelo durante trés dias. Apds esse prazo,
foram avaliados: contetido de glicogénio dos musculos séleo (S), extensor longo dos dedos (ELD),
gastrocnémio branco (GB), gastrocnémio vermelho (GV) e tibial anterior (TA), peso, drea das
fibras e tecido conjuntivo intramuscular do séleo. Os dados coletados foram submetidos a andlise
estatistica com indice de significancia fixado em p<0,05. A imobilizacdo ndo promoveu alteragdes
significativas (p>0,05) nas reservas de glicogénio do miusculo séleo e no GV; houve porém
reducdo significativa de 26% no GB, 40% no ELD e 36% no TA. Além disso, a imobilizacdao nao
promoveu reducao significativa do peso muscular do séleo. A andlise morfométrica mostrou
reducdo significativa de 31% na darea das fibras do séleo e aumento significativo de 279% na
densidade do tecido conjuntivo intramuscular. Conclui-se que as alteragdes morfométricas sao
evidenciadas ja na fase aguda da imobilizacao, antecedendo as metabélicas e a do peso do séleo.
Isso leva a ressaltar a importancia da intervencdo fisioterapéutica durante a fase aguda da
imobilizagdo, para minimizar alteragdes musculoesqueléticas também observadas a longo prazo.
Descritores: Imobilizagao /aguda; Musculo esquelético/ metabolismo/ morfometria

ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the effect of acute (three-day) immobilization in rats
hindlimb muscles onto the metabolic and morphologic profile. Ten Wistar rats were divided
into two groups (n=5 each): control group and that of immobilized limb with acrylic resin
orthosis in ankle neutral position during three days. After this period, analyses made were:
glycogen reserves of the soleus muscle (S), extensor digitorum longus (EDL), white
gastrocnemius (WB), red gastrocnemius (RG) and tibialis anterior (TA), soleus weight, fiber
area, and intramuscular connective tissue. Data were statistically treated, with significance set at
p<0,05. Immobilization did not promote significant alterations in S glycogen reserves and in
RG; however, there was significant reduction (of 26%) in the WG, 40% in ELD and 36% in TA.
Moreover, immobilization did not promote significant reduction in S weight. The morphometric
analysis showed significant reduction of the S fiber area in 31%, as well as significant increase
(of 279%) in intramuscular connective tissue. It may thus be said that morphologic alterations
take place during the immobilization acute phase, preceding S weight and metabolic changes.
These data highlight the importance of early physical therapy intervention during the short-
term immobilization phase, aiming at minimizing skeletal muscle alterations also observed in
the long term.

Key words: Immobilization /short-term; Muscle, skeletal / metabolism / morphometry
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INTRODUCAO

A imobilizacao é freqlientemente utilizada para o tratamento de desordens
ortopédicas, apesar de induzir efeitos deletérios como hipotrofia muscular, proliferacao
do tecido conjuntivo, reducao de extensibilidade, forga e resisténcia muscular 1-4.

O desuso muscular induz proliferacdo do tecido conjuntivo intramuscular tanto
no perimisio quanto no endomisio, além de induzir aumento da renovacao (turnover)
do coldgeno no tecido conjuntivo>-8. Simultaneamente, ocorre reducdo na area das
fibras musculares, bem como na densidade dos capilares9,10. A homeostasia
metabdlica das fibras musculares também pode ser comprometida pelo desuso
muscular, induzindo ao quadro de resisténcia a insulina e a um estado catabélico nos
musculos esqueléticos afetados de humanos4.

Historicamente, varios modelos experimentais foram desenvolvidos para determinar
as mudancas que ocorrem no mdsculo apés um periodo de imobilizagdo. Técnicas
invasivas como desnervagao, tenotomia, fixagdo da articulagdo por meio de pinos, bem
como as ndo-invasivas, como imobilizagdo por 6rteses de gesso, de resina acrilica, de
tecido de algodao, suspensao do corpo e repouso em leito, fornecem a base cientifica
para o conhecimento das alteragdes provocadas pelo desuso muscular?1,12,

Além dos diversos modelos utilizados para o estudo do desuso muscular, outros
fatores se diferenciam como o tipo de fibra muscular analisada, a posicao articular, o
material utilizado para a confecc¢ao do dispositivo e, ainda, o periodo de imobilizagao.

A literatura apresenta vdrios trabalhos que utilizaram diferentes periodos de
desuso muscular. Em 1998, Thompson et al.13 observaram os efeitos da suspensdo na
funcdo dos musculos séleo e gastrocnémio, relatando reducao de peso em 19% no
séleo e 13% no gastrocnémio apds uma semana de desuso. Mercier et al.14 estudaram a
suspensao apo6s 21 dias e observaram uma reducao de 40% no peso do musculo séleo
e 18% no musculo extensor longo dos dedos. Em 2004, Kourtidou-Papadeli et al.15
relataram reducao do peso muscular de 33,87% no séleo e 15,08% no extensor longo
dos dedos durante um periodo de 45 dias de imobilizagdo. Assim, pode-se observar
nos diversos estudos que, em um mesmo modelo, ha diferentes respostas teciduais,
decorrentes das variagdes do tempo de desuso.

Alguns autores sugerem que a maioria das mudangas ocorre nos primeiros sete
dias”,8,16. Outros trabalhos apontam evidéncias que, antes de um periodo de quatro
dias de desuso, ja existem alteragdes no peso e area das fibras musculares5,17-19.

A manutencao do peso muscular é controlada por um balango na sintese e na
degradacao das proteinas intramusculares. Nesse sentido, alguns trabalhos relatam que a
sintese protéica decresce rapidamente nas primeiras horas de desuso muscular20,21.
Na mesma linha de pesquisa, Williams e Goldspink8 demonstraram que as alteragdes na
proliferacao do tecido conjuntivo sdo evidenciadas precocemente no musculo séleo
imobilizado em posicdo encurtada, ja que apenas dois dias apés a imobilizacao
houve rapido aumento na quantidade de tecido conjuntivo no perimisio.

Diante dessas observagdes, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
imobilizacdo aguda (trés dias) por értese (de resina acrilica) em mdsculos de membro
posterior de ratos sobre o perfil metabélico e morfométrico.
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METODOLOGIA

Ratos Wistar (3 a 4 meses, 250-300g) foram mantidos em condigdes controladas
de biotério, recebendo dgua e racao ad libitum e tratados segundo recomendagdes do
Guide for care use of laboratory animals22. A caixa, contendo trés animais, tinha a
dimensdo de 40x30cm e foi forrada com jornal, ja que a serragem poderia entrar no
compartimento interno da o6rtese, podendo provocar lesdes cutaneas. Os animais foram
divididos em dois grupos (n=5 cada): controle (GC) e imobilizado durante trés dias (Gl).

Para a imobilizagdo, os ratos foram anestesiados com pentobarbital sédico (40
mg/kg peso) e o membro posterior esquerdo imobilizado com o modelo de resina
acrilica, o qual foi adaptado no membro posterior dos ratos, associado a uma cinta de PVC
(diametro 40mm) revestida com latex, a dois rotadores laterais (15 mm de extensao),
0s quais permitiram sua movimentagaolT(Figura 1a). O conjunto, com aproximadamente
22,72+2,25 (médiatdp) gramas ndo interferiu na deambulacdo do animal, havendo
descarga de peso no membro imobilizado durante a deambulacao (Figura 1b).

inserir Figura 1- p.f.substituir A e B maidsculas por a e b mindsculas

Figura 1 a: 6rtese em posicao neutra do tornozelo constituida do modelo de resina acrilica (1),
rotadores laterais (2) e cinta abdominal (3). b: adaptagdo da 6rtese no membro
posterior esquerdo, mantendo a articulagao do tornozelo em posicao neutra

Ap6s o periodo experimental, foram avaliados: contetddo de glicogénio dos
musculos séleo (S), extensor longo dos dedos (ELD), gastrocnémio branco (GB),

gastrocnémio vermelho (GV) e tibial anterior (TA), peso do séleo, area das fibras e

tecido conjuntivo intramuscular do séleo.

Para a determinacao do glicogénio muscular seguiu-se o protocolo descrito por Siu
et al.23, que consiste na digestao das amostras musculares em KOH 30% a quente e o
glicogénio precipitado pela passagem por etanol. Entre uma fase e outra da precipitagdo,
a amostra foi centrifugada a 3.000 rpm (rotagdes por minuto) durante 15 minutos. O
glicogénio precipitado foi submetido a hidrélise dcida na presenca de fenol. Os
valores foram expressos em mg/100 mg de peso imido.

Para a andlise morfométrica do séleo, o segmento ventral foi fixado e tamponado
em solugao de formol a 10%. O material foi processado em parafina obtendo-se vérios
cortes transversais ndo-seriados de 7pm de espessura, que foram corados pela
Hematoxilina-Eosina (HE). Foi utilizado um sistema de andlise de imagens constituido
do software Image Pro-plus 4.0 (Media Cybernects), camera digital (JVC) acoplada a
um microscopio (Zeiss) com integracdo a um microcomputador. Todas as imagens
foram obtidas com objetiva de 10x.

Foram analisadas as dreas de 375 fibras do musculo séleo por animal, assim
escolhidos: 15 fibras por area, sendo 5 areas por corte, num total de 5 cortes por
animal. Utilizou-se um reticulo quadriculado para a escolha de 15 fibras por corte,
aleatoriamente, que coincidiam com as intersecbes de retas. Para a andlise da
densidade do tecido conjuntivo intramuscular foi utilizado o sistema de planimetria
por contagem de pontos proposto por Mathieu et al.24 e a quantificacdo foi realizada
por meio de um reticulo com quadrados de 2.500 um® contendo 56 interseccdes de
reta. Foram contados os pontos coincidentes no endomisio e perimisio, em 5 areas
por corte, sendo 5 cortes por animal, perfazendo um total de 1.400 pontos por
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animal. Desse modo, a drea relativa do tecido conjuntivo (densidade de &rea) foi
calculada dividindo-se a soma do nimero de pontos coincidentes nas interseccoes de
reta sobre o tecido conjuntivo (endomisio e perimisio) pelo nimero total de pontos.

Apesar de cinco musculos do membro posterior serem escolhidos para a andlise
metabdlica, o séleo foi o escolhido para a morfométrica por ser o musculo que
apresenta maior grau de atrofia segundo a literatura, devido ao fato de ser
predominantemente composto de fibras tipo I, ou seja, fibras posturais, além de
uniarticularl, 25-27.

A andlise estatistica foi realizada inicialmente pelo teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnov. Para as variaveis peso muscular e glicogénio, que apresentaram
distribuicdo normal, foi utilizado o teste t de Student. Para as variaveis area das fibras
musculares e densidade do tecido conjuntivo foi utilizado o teste das ordens
assinaladas de Wilcoxon, ja que as mesmas ndo apresentaram distribuicdo normal.
Em todos os calculos foi fixado um nivel critico de 5% (p<0,05).

RESULTADOS

A imobilizagao do membro posterior durante trés dias ndo promoveu alteragdes
significativas (p>0,05) nas reservas de glicogénio do musculo séleo e no GV,
conforme mostra a Tabela 1. Por outro lado, houve reducao significativa (p<0,05) de
26% no GB, 40% no ELD e 36% no TA. Vale destacar que a imobilizagdo nao
promoveu reducao significativa (p>0,05) no peso muscular do séleo (GC: 123,5+5,28;
Gl: 127,2 + 13,59).

Tabela 1 Concentracao (médiatdp) de glicogénio (mg/100mg) dos musculos séleo,
gastrocnémio branco (GB), gastrocnémio vermelho (GV), extensor longo dos dedos
(ELD) e tibial anterior (TA) nos grupos controle (GC) e imobilizado (Gl)

Grupos S GB GV ELD TA
GC 0,37+0,09 0,48+0,05 0,40+0,03 0,38+0,07 0,34+0,08
Gl 0,35+0,02 0,31+0,03* 0,37+0,02 0,23+0,05* 0,22+0,02*

n=>5; p<0,05; *comparado ao C

Quanto a analise morfométrica, a imobilizagdo promoveu reducao significativa
(p<0,05) da area das fibras do musculo séleo em 31% (Tabela 2), bem como aumento
significativo (p<0,05) da densidade do tecido conjuntivo intramuscular em 279% em
relagcdo ao grupo controle, conforme mostram a Tabela 3 e a Figura 2.

Tabela 2 Mediana da area das fibras (pmz) do séleo nos grupos controle (GC) e imobilizado (Gl)

Grupos 1° Quartil Mediana  3° Quartil
GC 2180,23 2496,13 2878,66
Gl 1382,704 1733,59* 2099,445

n=>5; p<0,05; *comparado ao C

Tabela 3 Mediana da densidade de area (%) do tecido conjuntivo dos grupos controle (GC) e
imobilizado (Gl)

Grupos  1°Quartil  Mediana  3° Quartil
GC 7,14 8,93 10,71
Gl 26,79 33,93 * 41,07

n=5; p<0,05; *comparado ao C
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inserir Figura 2 por aqui - idem A e B pora e b
Figura 2 a: imagem das fibras do séleo do grupo controle. b: imagem do séleo do grupo
imobilizado. Nota-se reducdo da drea das fibras musculares (*) e aumento do tecido
conjuntivo em relacdo ao grupo controle (=)

DISCUSSAO

A imobilizacdo muscular, condigdo freqiiente na pratica clinica da fisioterapia,
pode comprometer a homeostasia metabdlica das fibras musculares, além de causar
hipotrofia muscular, alteragdes do tecido conjuntivo, reducao das reservas de glicogénio,
da creatina quinase, dos sarcomeros em série, da forga e resisténcia a fadiga21.

Tem sido observado que a maior vulnerabilidade das fibras musculares lentas (tipo
) é devido a diferengcas de metabolismo, quando comparadas as fibras musculares
rapidas (tipo 11), sendo que a imobilizacdo parece ter efeitos diferentes na sintese
protéica dos diferentes tipos de fibras musculares25. Nesse sentido, foi observado que
as enzimas oxidativas respondem por meio da diminuicao de sua atividade durante a
imobilizacdo, sugerindo que as fibras musculares que tém metabolismo predominante-
mente oxidativo (tipo 1) sdo as mais susceptiveis a atrofia muscularT.

Além da susceptibilidade a atrofia inerente ao metabolismo das fibras tipo |,
outro fator que determina essa condicdo sdo as caracteristicas de fibras posturais.
Nesse sentido, Ploug et al.27 relacionaram a maior susceptibilidade do séleo a atrofia
por inatividade devido a ser este um mdsculo postural e ter uma atividade basal maior
do que os ndo-posturais. Esses estudos corroboram a afirmacao de Lieber26, reforcando
o que a literatura relata, de que os musculos considerados antigravitacionarios, os
uniarticulares e os que possuem maior proporcao de fibras lentas sdao os mais
vulneraveis a atrofia induzida pelo desuso muscular.

Sendo assim, o musculo séleo, predominantemente composto por fibras tipo |,
foi o escolhido para a analise morfométrica devido a sua maior susceptibilidade a
atrofia muscular inerente ao desuso. A andlise do contetido de glicogénio também foi
realizada nesse musculo, além dos demais que compdem o triceps sural e o
compartimento anterior do membro inferior.

Com relagao ao peso do musculo séleo, ndo foi observada reducgao significativa,
nem de suas reservas de glicogénio. Por outro lado, ocorreu reducao significativa na
area da fibra, além do aumento do tecido conjuntivo. Apesar de neste estudo ndo se
revelarem alteragdes no contetido de glicogénio e no peso do séleo no periodo de trés
dias, em estudo anterior!l ja relatamos alteracdes metabdlicas e morfolégicas em
musculos submetidos a sete dias de imobilizagao articular, sugerindo-se que o
estimulo agudo de imobilizagdao no presente estudo ndo foi suficiente para promover
alteragdes metabdlicas ou no peso do musculo séleo.

Outros estudos também demonstraram que a maioria das mudangas no sistema
musculoesquelético ocorre nos primeiros sete dias de desuso muscular 7,8,16. Apesar
de existir um consenso na literatura sobre as alteragdes mais evidentes no periodo de
sete dias, este trabalho observou modificagdes nos parametros morfométricos no séleo
mesmo no periodo de trés dias, além do comprometimento metabdélico dos outros
musculos, como GB, TA e ELD. Vale destacar que o séleo e o GV, de fibras tipo I, ndo
reduziram suas reservas de glicogénio, diferentemente dos outros miusculos,
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predominantemente compostos de fibras tipo Il. Isso pode ser justificado pela diferenga
de metabolismo nas fibras de tipos | e Il, ja que as fibras tipo | ttm metabolismo do
tipo oxidativo e as do tipo Il metabolismo predominantemente glicolitico. As fibras
oxidativas obtém energia por meio de varias reservas como os acidos graxos livres,
fosfocreatina e glicogénio. Por outro lado, as fibras de metabolismo glicolitico
mobilizam energia principalmente por meio da glicogendlise28.

Nesse sentido, possivelmente ocorreu reducao do contetdo de glicogénio nas
fibras do tipo Il por ser este utilizado como principal substrato para obtencao de
energia, fato ndo observado para as fibras tipo I. No estudo de Silva et al.", observou-
se que sete dias de imobilizacdo foram suficientes para a reducao das reservas de
glicogénio tanto nas fibras tipo | quanto nas tipo I, sugerindo que o tempo de desuso
muscular pode ser um fator determinante para essa resposta.

De maneira geral, a imobilizacdo por diferentes periodos resulta em atrofia
variando de 15% a 70%, dependendo dos animais utilizados e das fibras avaliadas™.
Gomes et al.9 observaram reducdo de 43% da area da fibra do mdsculo séleo
imobilizado durante trés semanas. Kannus et al.10 relataram reducio de 69% da area da
fibra do musculo s6leo imobilizado por meio de aparelho gessado durante trés semanas.

Outros trabalhos efetuaram a avaliacdo dos efeitos da imobilizacdo aguda no
comprometimento do sistema musculoesquelético. Williams e Goldspink8 imobilizaram
a articulagao do tornozelo em posicdo encurtada e alongada durante duas semanas e
ndo observaram alteragdes no diametro da fibras do musculo séleo apés dois dias de
imobilizagdo. Por outro lado, Smith et al.19 avaliaram o sé6leo de coelhos no segundo
e sexto dia apds imobilizagdo em posicao encurtada e observaram reducdo no peso
muscular (15%), bem como na drea de seccao transversa (16%) em apenas dois dias
de imobilizacdo, sendo que a redugdo foi mais significativa no sexto dia. Outros
autores também relataram redugao (19%) do peso muscular do séleo de ratos apds
quatro dias de imobilizagaol8.

Resultados semelhantes foram descritos por Ahtikoski et al.5, que estudaram a
imobilizacdo articular durante trés dias em ratos e observaram redugao de 20% do peso
do mdsculo séleo em posicao encurtada e 17% em posicdo alongada. Bodine et al.17
compararam o peso do gastrocnémio de ratos em trés modelos de desuso
(imobilizagdo, suspensdo e denervagdo). Concluiram que ja nos primeiros trés dias de
desuso ocorreu reducdo de aproximadamente 10% do peso muscular nos trés modelos
estudados.

A reducdo da érea das fibras, bem como do peso do musculo séleo ocorre pelas
modificagdes no balango da sintese e degradacao protéica, j& evidenciada nas fases
iniciais do desuso muscular. Nesse sentido, Booth e Sneider20 demonstram que
ocorre reducdo na sintese protéica de 37% ja nas primeiras 6 horas de imobilizacao.
Ainda foi observada, nas primeiras 24 horas de suspensao, reducao de 50% na sintese
de proteinas do musculo s6leo de ratos21. Esses trabalhos corroboram os resultados
deste estudo, ja que foi observada redugao de 31% na drea das fibras do musculo
s6leo imobilizados durante 3 dias.

Em relacdo a densidade de drea do tecido conjuntivo do mdusculo séleo, os
resultados do presente estudo sdao semelhantes aos de outros pesquisadores que
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demonstraram aumento da densidade na condicao de imobilizacdo. Nesse contexto,
Williams e Goldspink8 observaram que, em apenas dois dias de imobilizacao na
posicdo encurtada, o séleo apresentou aumento na quantidade de tecido conjuntivo
no perimisio. Ainda foi constatado que as fibras de colageno do perimisio apresentavam
um angulo de fixagdo mais agudo do que o observado nos musculos normais, com
conseqiente diminuicdo da elasticidade muscular e aumento da tensao passiva. Outros
autores relataram reducdo da concentragdo do coldgeno tipo IV no musculo séleo de
ratos apos trés dias de imobilizagao em posicao encurtada e alongada em ratos>.

Para J6zsa et al.3, independente do modelo de desuso muscular estudado
(imobilizagdo, tenotomia ou denervacdo), a quantidade de tecido conjuntivo
intramuscular aumenta significativamente, variando de 50% a até 700%. Além disso,
outros autores demonstraram que o aumento da densidade do tecido conjuntivo
ocorre no endomisio e perimisiol0. Também foi relatado que durante a imobilizagao
ocorre aumento do turnover do coldgeno no tecido conjuntivo exposto a
imobilizagao8. Segundo Amiel et al.21, a falta de forgas fisiol6gicas atuando sobre o
colageno durante o desuso muscular impede a formacao de ligagdes cruzadas, dando
origem a fibras imaturas que sdo responsaveis pela fibrose.

CONCLUSAO

Conclui-se que as alteragdes morfométricas ja sao evidenciadas na fase aguda da
imobilizagdo, antecedendo as alteragdes no glicogénio e de peso do mdsculo séleo.
Por outro lado, os demais musculos predominantemente compostos de fibras tipo Il
apresentaram alteragdes nas reservas glicogénicas. Vale pois ressaltar a importancia
da intervengdo fisioterapéutica durante a fase precoce da imobilizacdo, visando
minimizar as alteragdes musculoesqueléticas também observadas a longo prazo.
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