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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar as adaptacdes de peso e comprimento do musculo séleo de ratos
Wistar machos, além da estimativa do total de sarcomeros em série e comprimento médio dos sarcomeros,
quando submetidos a um processo de remobilizacdo em esteira. Foram utilizados 18 ratos (Wistar), divididos
em trés grupos: GC — musculo séleo esquerdo (MSE) imobilizado e remobilizado solto; G10 — MSE imobilizado
e remobilizado em velocidade de 10m/min; e G12 (n = 6) — MSE imobilizado e remobilizado em velocidade
de 12m/min. Os resultados mostraram as seguintes variacdes, peso muscular: GC -22,35% (p = 0,0089), G10
-12,52% (p = 0,0623), G12 -12,07%, (p = 0,0004); comprimento muscular: GC -5,47% (p = 0,0120), G10-3,31%
(p=0,2868),G120,41% (p = 0,8987); estimativa de sarcomeros em série: GC-15,42% (p = 0,0047), G10-10,87%
(p =0,0193), G12 -4,97 (p = 0,2409); comprimento de sarcomeros GC 11,16% (p = 0,0142), G10 9,31% (p =
0,1270), G12 5,58% (p = 0,1327). Conclui-se que G12 obteve maior eficdcia apds o periodo de imobilizacéo,
pois apresentou maior semelhanca com o membro ndo imobilizado.

Palavras-chave: reabilitacdo, musculo esquelético, sarcomeros.

ABSTRACT

The aim of this work was to compare weight and length adaptations of the soleus muscle of male Wistar
rats as well as estimation of the total number of serial sarcomere and mean sarcomere length, when they are
submitted to remobilization on treadmill. 18 Wistar male rats were used and divided in the three following
groups: CG - left soleus (LS) muscle immobilized and remobilized free in the cage; G10 - LS muscle immobi-
lized and remobilized in speed of 10 m/min on treadmill; and G12 - LS muscle immobilized and remobilized
in speed of 12 m/min. The right muscles (RS) of each animal were used for comparison. The results showed
the following variations, muscular weigh: CG -22.35% (p = 0.0089), G10 -12.52% (p = 0.0623), G12 -12.07%,
(p =0.0004); muscle length: CG -5.47% (p = 0.0120), G10 -3.31% (p = 0.2868), G12 0.41% (p = 0.8987); estima-
tion of number of serial sarcomere: CG -15.42% (p = 0.0047), G10-10.87% (p = 0.0193), G12 -4.97 (p = 0.2409);
sarcomere length: CG 11.16%, (p = 0.0142), G10 9.31% (p = 0.1270), G12 5.58% (p = 0.1327). It was concluded
that G12 presented the best effectiveness after immobilization period since it presented greater similarity
with the non-immobilized soleus.

Keywords: rehabilitation, skeletal muscle, sarcomere.

INTRODUCAO

série varia em resposta a perturbacéao crénica do comprimento, como

A literatura cientifica comprova que os musculos esqueléticos pos-
suem plasticidade muscular, ou seja, respondem a diferentes estimulos
impostos, dentre eles: exercicios fisicos, alteracdes hormonais, nutricao,
denervacao, eletroestimulacdo, imobilizacdo, dentre outros!'.

A inatividade causa ao musculo significativo remodelamento, in-
cluindo a perda de proteinas miofibrilares, mudancas em atividades me-
tabdlicas, alteracdes vasculares e neurais®. Contudo, aimobilizacao, que
gera desuso, ainda é uma opgdo de tratamento freqUientemente usada
em disturbios musculoesqueléticos, apesar da ocorréncia da atrofia das
células musculares e da perda da extensibilidade do musculo®©.

O musculo esquelético exibe habilidade extraordindria de remode-
lar suas propriedades estruturais e metabolicas em resposta a ambiente
alterado, adaptando-se prontamente. O nimero de sarcomeros em
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em casos de imobilizacdo em posicao encurtada e/ou alongada, dimi-
nuindo e/ou aumentando sua quantidade, respectivamente!”.,

Tais alteracoes estruturais mudam a relacdo normal de compri-
mento-tensdo, produzindo forca maxima em um ponto anormal na
amplitude de movimento fisiolégica, comprometendo assim o de-
sempenho muscular®. As ocorréncias de atrofia muscular, durante
a imobilizacdo e sua reversdo apresentam um desafio importante a
reabilitacao®?.

Mesmo com a constatacdo de que os musculos se adaptam a di-
ferentes formas de estimulos, permanece, porém, a incerteza de qual a
melhor forma de aplicd-los, visando conduzir os musculos hipotrofiados
e encurtados ao retorno de sua maxima eficécia, apresentando carac-
terfsticas morfolégicas semelhantes as do periodo pré-imobilizacéo.
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O objetivo deste estudo consistiu em analisar o efeito da remobiliza-
¢do muscular em séleos de ratos Wistar, apos 15 dias de imobilizacéo
em plantiflexdo, através de duas velocidades de marcha em esteira,
sendo analisadas as seguintes variaveis: peso muscular, comprimento
muscular, estimativa de sarcomeros em série ao longo do musculo e
comprimento de sarcobmero nas fibras musculares.

METODOS

Foram utilizados no presente estudo 18 ratos machos Wistar, com
peso corporal de 359,00 + 54,14 gramas, obtidos no biotério cen-
tral da Universidade Estadual do Oeste do Parana e Faculdades Assis
Gurgacz.

Os animais foram agrupados e reunidos em gaiolas plasticas, em
condi¢bes ambientais controladas (luminosidade: 12 horas de cada
ciclo claro/escuro; temperatura: 24 + 1°C), com livre acesso a dgua e
racao. O estudo foi conduzido segundo as normas internacionais de
ética na experimentacdo animal®.

Aleatoriamente, os animais foram divididos em trés grupos: grupo
1 (GC, n = 6) —os animais permaneceram por 15 dias imobilizados e
apos esse periodo iniciaram remobilizacdo soltos na gaiola, permitin-
do remobilizacdo livre durante duas semanas; grupo 2 (G10, n = 6)
—apdbs os 15 dias de imobilizacdo, os animais foram por duas semanas
remobilizados em esteira com velocidade de 10m/min; grupo 3 (G12,
n = 6) — 0s animais foram submetidos a procedimento semelhante
ao do G10, porém a remobilizacéo foi realizada com velocidade de
12m/min.

Procedimentos para imobilizacao

Visando obter o encurtamento do musculo séleo, a articulacao
tibiotdrsica esquerda foi fixada em plantiflexdo maxima através de
algodao e fita adesiva. Em seguida, foi utilizado o dispositivo de imo-
bilizacdo criado por Coutinho et al™, o qual consistia de um tecido
de algodao, envolvendo o tronco do animal (semelhante a uma ca-
miseta), unido a uma malha de aco enrolando o membro posterior
do animal.

Os animais permaneceram com a imobilizacdo durante 15 dias;
diariamente eram observados, devido a possibilidade de danos ao
aparato de imobilizacdo e perda da hipotrofia e encurtamento.

Procedimentos para remobilizacao

O procedimento de remobilizacdo iniciou-se no dia da retirada do
aparato de imobilizacéo e consistiu de caminhada em esteira elétrica,
adaptada para ratos, com velocidades constantes de 10 ou 12m/min, de
acordo com o grupo ao qual pertenciam os animais. Os procedimentos
tinham duracdo de 10 min. G10 e G12 realizaram tal procedimento por
duas semanas, interrompidos ao final de semana, totalizando 10 dias
de remobilizacédo em esteira.

Sacrificio dos animais e retirada dos musculos

Apos 15 dias de remobilizacdo livre para GC e dois dias do término
do periodo de remobilizacdo em esteira para G10 e G12, todos 0s
animais foram sacrificados em guilhotina e os musculos séleos direitos
(MSD) e esquerdos (MSE) dissecados.

Durante o processo de retirada os musculos eram gotejados com
solucéo fisioldgica de NaCl (0,9%), visando evitar o ressecamento teci-
dual. Apos sua retirada, os musculos foram pesados em balanca anali-
tica, posicionados em comprimento de repouso sobre placa de isopor
e imersos em solucao de formol (10%) por trés horas. Posteriormente,
foi mensurado o comprimento do musculo com auxilio de paquimetro
(Mitutoyo/Stainless-Hardened" — Brasil).
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Montagem das laminas histolégicas

Apds o periodo em formol, os musculos foram imersos em acido
nitrico a 30%, onde permaneceram por 48 horas, visando quebra do
tecido conjuntivo e, em seguida, foram armazenados em solucdo de
glicerol a 50%.

Para o procedimento de montagem das laminas histoldgicas, foram
retiradas oito fibras de cada musculo, as quais foram fixadas em laminas
com uso de verniz. O isolamento das fibras foi realizado colocando-se
o0 musculo em placa de Petri e, com o auxilio de lupa (Micronal), as
fibras foram isoladas através de pincas.

Em todas as laminas foram analisadas cinco das oito fibras fixa-
das, através da contagem de sarcomeros em seis campos distintos de
50um, totalizando 300um por fibra. Para realizar a andlise utilizou-se
um microscopio de luz (Olympus” - EUA), com objetiva de 60 vezes
em imersao, acoplado a um aparelho de televisao de 29 polegadas, o
qual teve seu tubo de imagem previamente aferido para a distancia
correspondente a 50um. Posteriormente, por regra de trés simples, foi
estimada a quantidade de sarcomeros em série no musculo e também
analisado o comprimento médio dos sarcomeros.

Analise estatistica

As variaveis foram avaliadas pela comparacao entre os resultados
obtidos nos musculos das patas esquerdas com as direitas, em cada
grupo experimental. A andlise dos dados foi realizada através da esta-
tistica descritiva (média, desvio-padrdo e percentagem) e inferencial,
através do teste t de Student pareado (andlise intragrupos), ANOVA e
Tukey (andlise intergrupos), tendo como significancia a = 5%, com uso
prévio de teste de normalidade dos dados.

RESULTADOS

Os resultados das varidveis analisadas sdo apresentados individu-
almente por parametro.

Peso muscular

O grupo GC apresentou 0,1611 + 0,0089g para peso do musculo
soleo direito (MSD) e 0,1251 + 0,0130g para musculo séleo esquerdo
(MSE), havendo variacao significativa de -22,35%, ao comparar o MSE
com o MSD (p = 0,0089). No G10 os valores apresentados foram de
0,2028 + 0,0392g para MSD e 0,1774 + 0,0333g para MSE; a variacao
de -12,52% ndo foi significativa (p = 0,0623); contudo, G12 apresen-
tou variagdo semelhante de -12,07%, mas significativa (p = 0,0004);
os valores foram de 0,1996 + 0,0225g para MSD e 0,1755 + 0,0271g
para MSE.

A comparacdo entre os grupos nao apontou diferencas significa-
tivas (p > 0,05) para o MSD, mas houve diferencas significativas (p <
0,05) ao comparar GC com G10 e G12, com relacao ao MSE.

Comprimento muscular

Com relagcdo ao comprimento muscular, GC apresentou 2,01 +
0,09cm para MSD e 1,90 + 0,11cm para MSE, com variagdo significativa
de -547% (p = 0,0120); para G10 os valores foram de 2,42 + 0,17cm
para MSD e de 2,34 + 0,17cm para MSE, com variagdo néo significativa
de -3,31% (p = 0,2868); e G12 apresentou 2,46 + 0,13cm para MSD
e 247 + 0,17cm para MSE, com variacdo néo significativa de 0,41%
(p=10,8987).

A comparacdo entre grupos apresentou variagdes significativas de
GC com relacdo a G10 e G12, tanto para MSD quanto para MSE (p <
0,001), mas ao comparar G10 com G12, ndo houve variacao significativa
(p > 0,05).
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Estimativa de sarcOmeros em série

A estimativa de sarcomeros em série apontou para GC os valo-
res de 11.050,00 + 769,70 para MSD e 9.346,00 + 499,00 para MSE,
com variacdo significativa de -1542% (p = 0,0047); G10 apresentou
13.800,00 £ 841,90 para MSD e 1.2300,00 + 1292,00 para MSE, varia-
¢do também significativa de -10,87% (p = 0,0193); finalmente, para
G12 os valores foram de 13.880,00 + 768,80 para MSD e 13.190,00
+ 694,70 para MSE, ndo sendo a variacado de -4,97% significativa
(p = 0,2409).

A comparagdo entre grupos apresentou variacdes significativas
de GC com relagdo a G10 e G12, tanto para MSD quanto para MSE
(p <0,001), mas ao comparar G10 com G12, néo houve variagdo sig-
nificativa (p > 0,05).

Comprimento médio dos sarcomeros

O comprimento médio dos sarcémeros em GC foi de 1,83 +0,10um
para MSD e 2,03 + 0,07um para MSE, com variacdo significativa de
11,16% (p = 0,0142); G10 apresentou 1,75 + 0,09um para MSD e 1,91
+ 0,19um para MSE, variacdo nao significativa de 9,31% (p = 0,1270);
finalmente, para G12 os valores foram de 1,77 + 0,07um para MSD e
1,87 + 0,14um para MSE, ndo sendo a variacdo de 5,58% significativa
(p=0,1327).

A comparacao entre grupos nao apresentou variacoes significativas
de GC com relacdo a G10 e G12, tanto para MSD quanto para MSE
(p > 0,05).

DISCUSSAO

Estudos em animais demonstram a capacidade de adaptacao mus-
cular para diferentes estimulos, ocorrendo alteracdes na quantidade
de tecido conjuntivo, no comprimento, tamanho e peso das fibras
musculares’!213,

Para Kannus et al'¥, o acimulo de tecido conjuntivo intramuscu-
lar, induzido pela imobilizagao, ndo é somente absoluto, mas também
aparente (por causa da diminuicdo simultanea no tamanho da fibra).
Jarvinen et al™ mostraram que a imobilizacdo resulta em marcado
aumento no tecido conectivo do endo e perimisio; a maioria do cola-
geno do endomisio é depositado diretamente no sarcolema das célu-
las musculares; a imobilizagdo também resulta em aumento substan-
cial no nimero de fibras de coldgeno orientadas perpendicularmente,
com contatos de duas fibras musculares adjacentes no endomfsio.
Durigan et al'¥ observaram, em soleos de ratos imobilizados trés dias,
aumento significativo na densidade de tecido conectivo intramuscu-
lar e reducdo na area das fibras musculares. Porém, Ahtikoski et a1
afirmam que a imobilizagdo resulta em rapida regulagdo para baixo da
sintese de coldgeno muscular total e que o tempo e grau s&o similares
nos coldgenos tipos | e Ill. Goldspink{” relata que a diminuicéo de
geracdo de forca e a imobilizacdo em posicdo encurtada, do musculo
direcionam ao estado de atrofia. Dessa forma, a diminuicdo observada
no peso muscular, dos animais imobilizados poderia ser influenciada
tanto pela diminuicdo no conteudo citoplasmatico, quanto pelo con-
teudo do conjuntivo.

A questdo-chave é se as mudancas degenerativas induzidas pela
imobilizacdo sdo provisorias e reparaveis, ou permanentes. Booth!'®,
em trabalho experimental, avaliou a recuperacdo do trofismo mus-
cular, apés 28 dias, em ratos imobilizados com aparelho gessado. O
peso do musculo séleo foi rapidamente restabelecido apds a retirada
da imobilizagao, ndo sendo consideradas significativas as diferengas
encontradas em relacdo ao grupo controle. Na presente pesquisa, 0s
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resultados apresentados por GC e G12 demonstram o oposto, pois
0s pesos musculares permaneceram significativamente diferentes
apos o periodo de remobilizacao; apenas para G10 a variacédo néo foi
significativa, o que poderia sinalizar um possivel efeito reparador da
marcha sobre a massa muscular. Adams e Mccue'? e Adams®?? relatam
que a sobrecarga funcional eleva os niveis de IGF-1, o que produz
hipertrofia do musculo sobrecarregado. Dias et al” observaram que
a eletroestimulacdo durante o periodo de imobilizacdo ou posterior a
este minimiza as alteracdes metabdlicas do desuso, com aumento nos
conteudos de glicogénio.

Ishihara et al*" mostraram os efeitos da falta de carga em membros
posteriores e a recuperacao com corrida sobre propriedades metabo-
licas e morfoldgicas das fibras musculares do séleo e motoneurdnios
de ratos. Os resultados indicaram que a corrida é benéfica para a recu-
peracéo da atrofia e diminui¢do na percentagem de fibras tipo |, além
da diminuicdo da atividade de enzimas oxidativas, induzida pela falta
de carga; ndo havia alteragdes nas propriedades metabdlicas e morfo-
l6gicas de motoneurdnios, que inervavam os séleos, apds diminuicao
ou aumento da atividade neuromuscular.

Kannus et al™, com o proposito de investigar se seria possivel
a recuperacao total do tecido muscular, apds a imobilizacdo, e quais
os melhores métodos para a recuperacdo dos tecidos, analisaram os
efeitos de trés semanas de imobilizacdo, seguidas de atividades livres
na gaiola e exercicios de alta e baixa intensidade em uma esteira, du-
rante oito semanas. Com o treinamento fisico houve melhor restabe-
lecimento das varidveis musculares analisadas. Os autores concluiram
que as alteragdes patoldgicas oriundas do processo de imobilizacao
sdo em grande parte reversiveis se a remobilizacao for intensificada
por treinamento fisico, sendo mais benéficos os exercicios de alta
intensidade.

De forma concordante, os dados apresentados no presente estudo,
com relacdo ao comprimento muscular e estimativa de sarcomeros em
série, mostraram que para 0s animais de GC ndo houve recuperacao
completa de seu estado de hipotrofia sarcomeral em série; para G10,
os dados apontaram para recuperacao do comprimento muscular, mas
o estimulo ndo foi suficiente para recuperacao do total de sarcémeros
em série, fato ocorrido em G12, no qual os animais foram submetidos
a marcha rapida em esteira, indicando efeito benéfico do exercicio
sobre essas varidveis.

Gomes et al?? observaram aumento significativo no comprimento
dos sarcomeros de séleos, em animais imobilizados em plantiflexédo,
sugerindo um ajuste para melhor producdo de forca muscular. No
presente estudo, também foi observado aumento significativo no
comprimento médio dos sarcomeros, porém, apenas para 0 grupo
imobilizado e solto, visto que para os grupos imobilizados e remobili-
zados em esteira nao houve diferencas significativas. Tal fato pode ter
ocorrido como consequéncia benéfica da remobilizagdo com exercicio
fisico produzindo adaptacdo mais rapida ao comprimento funcional
do sarcomero.

Os resultados de Sakakima® indicaram que o exercicio, em marcha
na esteira, melhorou as alteragdes histoquimicas nos musculos, além de
melhorar a escala de movimento do tornozelo nos ratos. Animais que
correram trés vezes e seis vezes por semana foram mais beneficiados
na recuperacdo da atrofia induzida pela imobilizagdo do musculo,
quando comparados com ratos que Ndo correram ou correram apenas
uma vez na semana.

No presente estudo nao foram avaliadas alteracdes histoquimi-
cas e os protocolos de G10 e G12 foram semelhantes com respeito
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a freqUiéncia de atividades, mas a atividade fisica de maior impacto
apresentou melhores resultados como os apontados por Sakakima®.
Além disso, segundo Knight et al.??), o exercicio ativo pode produzir
aumento na temperatura intramuscular e tal elevacdo, associada aos
estimulos tensionais como os de alongamento, podem conduzir a
deformacao pléstica do tecido conjuntivo muscular. Sharma et al.??
também afirmam que o aquecimento associado com o estimulo de
alongamento produz aumento na extensibilidade muscular. Porém,
no presente estudo, ndo foram analisadas alteracdes de temperatura
intramuscular e, dessa forma, ndo é possivel inferir que tal fato possa
ter tido influéncia sobre os resultados atingidos nos grupos submeti-
dos ao exercicio. Salienta-se, entdo, a necessidade de futuros estudos
em que tais parametros (histoquimicos e alteragdes de temperatura)
sejam utilizados sobre as varidveis sarcoméricas estudadas (nimero de
sarcOmeros em série e comprimento do sarcomero).
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CONCLUSAO

Foi possivel concluir, na presente pesquisa, que o exercicio foi
eficaz na remobilizacdo de musculos séleos de ratos Wistar e, quando
realizado de maneira mais intensa, proporcionou melhores resultados
com relacdo ao nuimero de sarcomeros em série; contudo, com relacéo
ao peso muscular, apenas a marcha em 10m/min foi suficiente para
reverter os maleficios da imobilizagdo.
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