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RESUMO

Aimobilizacdo é um recurso frequentemente utilizado na prética clinica, sendo comum em patologias
algicas e nas fraturas. O objetivo deste estudo foi analisar a influéncia do processo de imobilizagdo em
musculo do sistema respiratério, o diafragma. O experimento foi efetuado com 12 ratos Wistar machos
divididos em dois grupos, controle e imobilizado. O procedimento de imobilizacéo foi realizado através
de um método alternativo de imobilizacdo por fita adesiva, sendo mantida por duas semanas. Analisou-
se a morfometria das fibras do diafragma com coloracdo de hematoxilina e eosina. Ao compararmos o
didmetro médio das fibras musculares do diafragma dos animais imobilizados (47,15um + 0,329um) em
relagdo ao controle (54,67um + 0,396um), encontramos diferenca estatistica entre os grupos (p < 0,0001).
Considerando os dados encontrados, foi possivel concluir que a imobilizacéo de pata, no modelo utilizado,
foi capaz de gerar hipotrofia da musculatura respiratéria, assim como um quadro geral de reducdo de
massa corporal do animal.

Palavras-chave: hipocinesia, diafragma, histologia.

ABSTRACT

Immobilization is a frequently used procedure in clinical practice and common in pain diseases and
fractures. This study examined the influence of immobilization in a muscle-related respiratory system,
the diaphragm. This experiment was conducted with twelve male rats divided into two groups, control
and immobilized with an alternative method of restraining by tape, kept for two weeks. We analyzed the
morphometry of the diaphragm muscle fibers with hematoxylin/eosin staining. Statistical difference was
found (p < 0.0001) when the average diameter of the diaphragm muscle fibers of immobilized animals
(47.15um £ 0.329um) was compared to the ones in the control group (54.67um + 0.396um). Considering
the results, it can be concluded that the immobilization of the animal paw in the used model was able
to produce hypotrophy of respiratory musculature, as well as a general framework for reducing the mass
of the animal.

Keywords: hypokinesia, diaphragm, histology.

INTRODUCAO

A imobilizagdo é um recurso frequentemente utilizado na prética

O tecido muscular é caracterizado por realizar contragdes (ciclos
de estiramento/encurtamento) e essa atividade contratil parece ser
determinante na massa muscular e pode preceder os sinais endocri-

clinica, sendo comum em patologias algicas e nas fraturas. Entretanto, o
seu entendimento fisioldgico ainda necessita ser buscado. Sabe-se que
mesmo pequenos periodos acarretam diversos prejuizos a regido imobi-
lizada, especialmente a condicdo de hipotrofia/atrofia muscular™. Outra
questdo importante é que a imobilizacédo causa transtornos em outras
partes do organismo, interferindo inclusive no metabolismo'>#.

O processo de atrofia muscular envolve alteracdes metabdlicas,
bioquimicas e estruturais que afetam a funcionalidade dos musculos
envolvidos. A estrutura e a funcdo dos musculos esqueléticos sdo con-
dicionadas pela atividade proprioceptiva, pela inervacdo motora, pela
carga mecanica imposta ao tecido, pela realizagdo de ciclos de estira-
mento/encurtamento e pela mobilidade das articulacées. O compro-
metimento de algum desses fatores certamente acarretard um quadro
de hipotrofia ou atrofia muscular®.
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nos para a deplecdo de protefnas no musculo. Além disso, os mus-
culos mantidos inativos séo mais sensiveis aos sinais catabolicos dos
horménios contrarregulatérios®”, favorecendo a perda em relagao ao
ganho proteico e de massa muscular, consequentemente. Estudos com
musculos isolados mostram que a taxa de transporte de aminoacidos
esta diretamente ligada a atividade contratil®®, logo, menor atividade
contratil, como o que acontece durante um processo de imobilizacéo,
estard relacionada a um menor transporte de aminodacidos.

A perda de massa muscular associada a perda de for¢a é uma das
primeiras e mais 6bvias modificacdes que ocorrem como resultado
da imobilizacado. Essa perda é mais acentuada nas primeiras 72 horas,
com indices de 14 a 17%, reduzindo sua velocidade apds uma semana
de imobilizacao® . Além de ocorrer um aumento na perda de forca
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muscular, existe ainda outro fator relevante no processo: a velocidade
de sintese proteica, que comega a declinar seis horas ap6s o inicio da
imobilizagao"?.

Observa-se ainda que o acimulo do tempo de imobilizacao gera
ainda mais prejuizos a saude do paciente, de modo que trés semanas
de imobilizacdo resultam em perda de 47% da forca muscular!’?. Esse
processo de hipotrofia/atrofia da musculatura esquelética, resultante
da auséncia de cargas, ¢ uma das maiores mudancas associadas com
o descondicionamento fisico, interferindo inclusive em atividades de
rotina do paciente('?.

Atualmente, ao induzir atrofia muscular que se aproxime das con-
dicoes de restricao ao leito e hipoatividade, dois modelos sdo consi-
derados 0s mais apropriados: a suspensao e a imobilizacdo. Em estudo
comparativo, os dois modelos produzem redugées significativas na
massa do musculo soleo, duracdo da contracao isométrica e pico de
tensdo tetanica?. As técnicas de inervacao, transeccao de raiz neural
ou medular, tenotomia, fixacdo das articulacdes com pinos e castracao,
utilizadas para mimetizar a hipoatividade, apresentam particularidades
que podem alterar os indices de atrofia quando comparados aos dois
previamente citados!'>'9.

Aimobilizacdo gessada permite a integridade dos nervos, musculos
e tenddes. Nao é invasiva e evita a descarga sobre os membros imo-
bilizados, facilitando o estudo dos efeitos da diminuicdo do trabalho
muscular, além de ser um procedimento préximo as condicdes que
vivenciamos na pratica clinica e permitindo mais facilmente o estudo
dos acontecimentos decorrentes deste processo!'>'9. Entretanto, na
sua utilizacdo em modelos animais, algumas dificuldades podem ser
encontradas. Uma das mais frequentes é o edema de pata do membro
imobilizado, por redugédo da vascularizagdo local, quer seja pelo apare-
lho gessado como um todo, quer seja por um Unico fio do gesso que
tenha um pouco mais de pressao. Quando aplicada pouca pressao para
reduzir essa problemdtica, o animal pode, simplesmente, escapar do
aparelho gessado, j& que o mesmo possui alta capacidade de movi-
mentacdo corporal, facilitando sua passagem por locais de tamanho
fixo e estreito.

Para solucionar esse empecilho, foi proposto, de forma inédita, a
utilizacdo de um método alternativo de imobilizacdo, utilizando fita
adesiva ao invés de gesso, no sentido de promover a fixacdo do aparato
ao animal e de manter a imobilizacdo durante todo o experimento.

A plasticidade funcional muscular é a capacidade de se adaptar
a um determinado estimulo, como a imobilizacéo e o exercicio fisico.
Esta propriedade ocorre tanto em musculos periféricos, ligados ao siste-
ma locomotor, como em outros relacionados com os demais sistemas
do corpo, como o diafragma, importante musculo ligado ao sistema
respiratorio. Este também pode passar por um estado de inatividade,
como observado nos casos de ventilacdo mecanica, gerando hipotrofia
e, inclusive, progredir para a atrofia'”. Entretanto, pouco se conhece
sobre a sua condicdo, quando da ocorréncia da imobilizacdo de um
membro. Neste sentido, o objetivo deste estudo foi analisar a influéncia
do processo de imobilizacdo em um musculo relacionado ao sistema
respiratério, o diafragma.

METODOS

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica para o Uso de Animais
(CEUA) da UECE, sob 0 n°08351785-5 de 26/08/2008. Foram utilizados
12 ratos (Rattus norvegicus, Wistar) machos, adultos-jovens (oito sema-
nas de idade), com peso corporal médio de 300g + 15g provenientes
do Biotério da Universidade Estadual do Ceard (UECE), sob temperatura
de 22°C a 25°C com ciclo de 12 horas claro e 12 horas escuro, rece-
bendo racéo e dgua ad libitum.
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Os animais foram distribuidos em dois grupos de seis animais cada.
Grupo controle (GQ): seis animais no inicio do experimento foram sepa-
rados dos demais, pesados e deixados nas gaiolas por duas semanas e
depois sacrificados. Grupo imobilizado (GI): seis animais com as mesmas
caracteristicas do grupo controle, sendo o membro posterior direito
imobilizado durante duas semanas e sacrificados em seguida.

Previamente, os animais foram anestesiados com cetamina 60mg/
kg e xilasina 8mg/kg de peso do animal. A imobilizacdo do membro
posterior direito foi efetuado da seguinte forma (figura TA): utilizou-
se esparadrapo impermedvel (marca Cremer® com 10cm de largura),
que incluiu a pelve, quadril, joelho (ambos em extensdo) e tornozelo
(em flexdo plantar). Foram colocadas ataduras de algod&o com quatro
centimetros de largura nas articulagdes para prevenir a formacdo de
Ulceras de presséo. Em seguida, a pata direita dos animais foi enfaixada
com as tiras de esparadrapo, de cinco centimetros de largura e 15cm
de comprimento cada. Para deixar a pata enfaixada firme, foi feita a
fixacdo da mesma no tronco com um enfaixamento na pelve do animal,
da mesma forma. As tiras foram substituidas ou refor¢adas, quando
danificadas e mantidas por duas semanas.

Os animais, ja divididos em seus respectivos grupos, foram colo-
cados em gaiolas convencionais plasticas (trés animais em cada) com
livre acesso a ragdo e dgua. A imobilizagdo ndo impediu a locomogdo
dentro da gaiola, assim como o acesso a dgua e a racao, conforme
apresentamos em Resultados.

Ao fim do tratamento os animais foram anestesiados com cetamina
60mg/kg e xilasina 8mg/kg de peso do animal. Em sequida, sacrificados
por decapitacao, de acordo com a resolucdo do Conselho Federal de
Medicina Veterinaria — CFMV/CRMVs — n° 714, 20/06/2002, para pos-
terior dissecacao do diafragma e da tibia.

Apds o sacrificio e dissecacao, o diafragma foi pesado. Para norma-
lizacdo dos dados, o peso do diafragma foi dividido pelo comprimento
da tibia"®. Em seguida o musculo foi processado para os estudos mor-
fométricos. A metodologia baseou-se em Ross e Reith!'® modificado.

O estudo do diametro médio de fibras musculares esqueléticas
analisou trés cortes transversais do diafragma de cada animal, fora do
centro tendineo. Em cada corte, duas dreas, com raio de 1.000um, fo-
ram aleatoriamente selecionadas, apresentando a fibra corada em corte
transversal. Dentro desta drea foram identificadas 50 fibras (figura 1B).
No total, mediu-se o diametro (em um) de 1.800 fibras para cada grupo.
O equipamento incluiu um microscépio “Zeiss Primo Star’, conectado a
uma camera Pixelink modelo PLA 662, com objetiva 4 x 0,10 para analisar
o diametro de fibras do musculo. Para as medidas utilizou-se o software
Axiovision 3.1.2.1 (Zeiss®). Todas as andlises foram feitas por um Unico
avaliador, na Universidade de Fortaleza - UNIFOR - Fortaleza - CE.

Para a andlise estatistica foi utilizado o Teste t de Student para
amostras independentes e a significancia estatistica foi considerada
para p < 0,05, sendo utilizado o software estatistico GraphPad Prism
5.0 como ferramenta para analise estatistica.

RESULTADOS

Os resultados deste estudo mostram reducao do peso dos animais
imobilizados (297,39 + 14,55g) em relacdo ao controle (370,39 + 7,239)
no dia do sacrificio (p < 0,05), conforme figura 2A. Os animais apresen-
taram também reducdo do peso normalizado do diafragma do grupo
imobilizado (20,8mg/mm + 0,0005mg/mm), em relacéo ao controle
(26,3mg/mm + 0,0016mg/mm), (p < 0,05), conforme figura 2B.

Comparando o didmetro médio das fibras musculares do diafragma
dos animais imobilizados (47,15um + 0,329um) em relacdo ao controle
(54,67um + 0,396um), ocorreu diferenca significativa entre 0s grupos
(p < 0,0001), conforme figura 2C.
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Figura 1. A) Modelo de imobilizacdo utilizado. B) Lamina histolégica do diafragma
na andlise do diametro de fibras.

Com relacdo ao uso de esparadrapo, ao invés de gesso, obteve-se
0s seguintes beneficios: sem alteragdes na mobilidade do animal, possi-
bilitando normalidade na alimentacéo e outras funcdes vitais, auséncia
de Ulcera de presséo ou edema de pata e total retencdo do sistema de
imobilizacdo durante o tempo proposto. Entretanto, torna-se critica a
revisao didria devido as mordidas.

DISCUSSAO

Durante um processo de imobilizacéo ja se sabe que existe atrofia
da musculatura esquelética do membro imobilizado. E que, além disso,
o proprio individuo sofre perdas em diversos segmentos e sistemas de
seu organismo®?, como transtornos de inervacao, circulacao, atrofia
6sseq, alteragdes ligamentares, aumento de tecido conjuntivo, ede-
ma, rigidez articular, alteracdes morfométricas e histoldgicas das fibras
musculares@”,

O diafragma possui caracteristicas proprias em sua funcionalidade,
j& que ele ¢ um musculo esquelético e, portanto, voluntdrio. Recebendo
ainda a influéncia direta do centro respiratério na medula oblonga no
sentido de realizar uma contracdo muscular, o que gera uma diferenca
de pressdo toracica e, consequentemente, a respiracéo. Ou seja, ndo é
possivel se obter um controle voluntério total sobre esse musculo.
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Figura 2. A) Representacéo gréfica do peso dos animais dos dois grupos (p < 0,05).
B) Representacéo gréfica do peso do diafragma normalizado pelo comprimento da
tibia (p < 0,05). C) Representacéo gréfica do didmetro de fibras musculares entre o
diafragma do GC e do Gl (p < 0,0001). Foi utilizado para andlise estatistica o teste t
para amostras independentes com nivel de significancia p < 0,05.

Os resultados mostraram reducéo do diametro das fibras muscula-
res do diafragma (figura 2C) associado a reducéo do peso deste mesmo
musculo (figura 2B), indicando que houve perda de tecido muscular, o
que condiz com achados de diferentes pesquisadores em relacéo ao
musculo esquelético submetidos a imobilizacdo. A atrofia muscular ca-
racteriza-se pela diminuicao do tamanho da fibra muscular®'" 22, drea
de seccao transversal e contetdo proteico??, reducao da poténcia
muscular, maior fatigabilidade e aumento da resisténcia a insulina®@?.
Sabe-se que a diminuicdo da sintese e o aumento da degradagao
proteica envolvidas neste processo contribuem para a perda total
de protefna muscular devido ao desuso. Embora 0s acionadores que
causam atrofia sejam diferentes, a perda de massa muscular, em cada
caso, envolve uma via comum que estimula a protedlise muscular. Ba-
seado no conhecimento atual da atrofia muscular por um periodo de
imobilizacdo, considera-se que o mesmo é um processo que envolve
a interacdo entre duas ou mais vias de sinalizacdo, ao invés da ideia
de se trabalhar com uma via isolada como responsavel®?.
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Essa situacdo correlacionar-se-ia com a redugao no tamanho do
musculo e queda na tensao por unidade de area de seccdo transver-
sal do musculo®™. Outras duas situagdes em relacdo a imobilizacao,
vistas no modelo de suspensao do membro realizado no trabalho de
Guillot et al®, sdo as sequintes: a primeira é que a suspensao gerou
uma mudanca no recrutamento neuronal dos musculos imobilizados,
favorecendo flexores em relacéo a extensores; a outra diz que a atrofia
muscular esta relacionada com o tamanho inicial da fibra, ou seja,
musculos com um didmetro maior de suas fibras apresentam atrofia
mais expressiva em relagao aos musculos com menor diametro.

Do mesmo modo que os tecidos do nosso organismo respondem
a uma situagdo de estresse mecanico, modificando suas propriedades,
a auséncia total de movimento, que também pode ser considerada
um estresse, também produz readaptacdes nessas estruturas. De um
modo geral, a perda de componentes basicos do tecido em virtude
de um processo de imobilizagdo pode repercutir negativamente nas
funcdes teciduais basicas??.

Além da reducéo do didmetro de fibras musculares e do peso do
diafragma, ocorreu ainda reducdo do peso do animal, corroborando
com o estudo de Konno et al®?, onde foi observada a reducéo da area
de seccéo transversa e da massa muscular; entretanto, isto ocorreu
em um musculo do sistema locomotor, o séleo, provavelmente por
reducéo na sintese proteica. No estudo apresentado, devemos lembrar
que as situacoes que expdem o diafragma a um quadro de hipotrofia/
atrofia muscular por desuso dizem respeito a permanéncia em uso
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de ventilacdo mecanica”. Desta forma, comprova-se a capacidade
do sistema respiratério de sofrer influéncia em sua musculatura, o
que corrobora com os dados apresentados, em relacéo ao modelo de
imobilizacdo proposto, no sentido de gerar um quadro de hipotrofia
do diafragma.

CONCLUSAO

Considerando os dados encontrados, foi possivel concluir que a
imobilizagdo de pata, no modelo utilizado com esparadrapo, mostrou-
se mais segura para o animal, além de facil manutencao. Principalmen-
te, foi capaz de gerar hipotrofia da musculatura respiratéria, assim como
um quadro geral de reducdo de massa corporal do animal. Desta forma,
é provavel que surjam comprometimentos respiratorios nos pacientes
imobilizados. Certamente, cabe ao fisioterapeuta estar alerta a esta
possibilidade, analisando entao a inclusao ou ndo, em seu trabalho,
de agdes para 0s musculos respiratorios.
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