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RESUMO

Introducdo: O tecido muscular é capaz de responder estimulos, como a imobilizacdo que induz hipotrofia
alterando o desempenho muscular, sendo importantes métodos que visem reverter tais efeitos deletérios
no periodo pds-imobilizagdo. Objetivo: Avaliar os pardmetros histomorfométricos transversais e longitudi-
nais das fibras dos musculos séleos, de ratos, imobilizados em posicdo de encurtamento e submetidos a
remobilizagao por salto em meio aquatico. Métodos: Foram utilizados 24 ratos, divididos em trés grupos:
G1 - remobilizado liviemente, G2 — remobilizado com saltos diariamente, e G3 - saltos em dias alternados.
A imobilizacdo e remobilizagdo ocorreram em duas semanas, para 0 membro direito. As varidveis analisadas
foram: massa muscular, didmetro da fibra muscular, comprimento muscular e estimativa de sarcémeros em
série ao longo do musculo. Resultados: Houve redugao na massa muscular para ambos os grupos, para o
didmetro houve diferenca em G1 e G3, para o comprimento muscular ndo houve diferencas significativas,
em contrapartida, para a estimativa de sarcomeros em série ao longo do musculo verificou-se alteracdes
significativas em todos os grupos. Conclusao: O protocolo utilizado possui acdo parcial contra os efeitos
deletérios causados pela imobilizagao.
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ABSTRACT

Introduction: The muscular tissue is able to respond stimuli such as immobilization that induces hypotrophy
altering muscle performance and are important methods that aim to reverse these deleterious effects in the
post-immobilization. Objective: The aim of this study was to evaluate transverse and longitudinal histomorphometric
parameters of the soleus muscle fibers of rats immobilized in the shortened position and submitted to remobilization
by jumping in water. Methods: It was used 24 rats divided into 3 groups: G1 — remobilized freely, G2 — remobilized
with jumps daily, and G3 - jumps on alternate days. The immobilization and remobilization occurred in 2 weeks
for the right limb. The variables analyzed were: muscle mass, muscle fiber diameter, length and series sarcomeres
estimate along the muscle. Results: There was a reduction in muscle mass for both groups, to the diameter there
was difference in G1 and G3, to the muscle length no significant differences, however, for the series sarcomeres
estimate was found significant changes in all the groups. Conclusion: The protocol used has partial action against
the deleterious effects of immobilization.

Keywords: muscles, immobilization, exercise.

INTRODUGCAO

O tecido muscular ostenta uma admiravel particularidade, sendo

adaptacdo em relagao as fibras do tipo II, sendo, por conseguinte, mais
afetadas. Pode-se dizer, assim, que o musculo séleo, por ser constituido
predominantemente por fibras ténicas, sofre maior comprometimento

CIENCIAS DO EXERCICIO
E DO ESPORTE

capaz de responder diferentemente diante de estimulos, tanto externos
quanto internos, como alteracées hormonais, exercicios fisicos, nutricao,
denervacao, eletroestimulacao, imobilizacéo, dentre outros'?. Decor-
rente de tal caracterfstica, 0 mesmo é considerado o mais mutavel
dentre os tecidos bioldgicos, capaz de responder as demandas em
condi¢des normais ou alteradas por meio de adaptacdes morfoldgicas
e funcionais®.

Pautando-se nos efeitos da imobilizacdo para o tecido muscular,
observa-se que a mesma acarreta tanto reducdo no numero de sar-
coémeros em série, quanto reducdo na forca muscular, complacéncia e
perda de amplitude de movimento®. Curtos periodos, como entre sete
e 10 dias, ja séo suficientes para promover importantes adaptacoes e al-
teracdes na morfometria dos musculos séleos e gastrocnémios de ratos
e camundongos®. Segundo Kasper et al®, as fibras do tipo | tém menor
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frente a restricdo de mobilidade’.

Segundo Koh e Tidball®, a manutencdo do nimero de sarcobme-
ros em série no musculo esquelético é importante para o desenvol-
vimento e funcdo muscular. Pautam-se na afirmacéo que o estimulo
mecanico esteja envolvido em tal regulagao, e que o mesmo seria
responsavel por liberar fatores de crescimento, sendo precursores do
acréscimo do numero de sarcomeros no tecido muscular. Além disso,
a imobilizacdo em posicao muscular alongada ou encurtada produz
alteracdo do nimero de sarcémeros, alterando assim a relacdo normal
de comprimento-tenséo, produzindo forca méaxima em um ponto anor-
mal na amplitude de movimento fisiolégica, comprometendo assim o
desempenho muscular®,

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar os
parametros histomorfométricos transversais, bem como os aspectos
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longitudinais das fibras dos musculos séleos, de ratos, imobilizados em
posicdo de encurtamento e posteriormente submetidos a remobiliza-
¢do por salto em meio aquatico.

MATERIAIS E METODOS

Caracterizacao de amostra e grupos

Foram utilizados 24 ratos, machos, da linhagem Wistar, com idade
de 10 + 2 semanas, obtidos no Biotério da Universidade Estadual do
Qeste do Parand. O estudo conduziu-se segundo as Normas Interna-
cionais de Etica na Experimentacao Animal e foi aprovado pelo Comité
de Etica de Estudos com Animais da Universidade Estadual do Oeste
do Parand sob nimero 1.110. Os animais inseridos no estudo foram
agrupados e mantidos em gaiolas de polipropileno, em condicdes am-
bientais controladas, com ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura
de 25°C, com acesso a agua e ragao ad libitum. Os mesmos tiveram o
membro posterior direito imobilizado em flexdo plantar maxima, por 15
dias consecutivos, a fim de manter o musculo séleo em posicao maxima
de encurtamento e posteriormente foram distribuidos aleatoriamente
em trés grupos com sete animais cada para a intervencao terapéutica:
* Grupo 1 (G1;n=10): apds o periodo de imobilizagdo os animais foram
remobilizados liviemente, sem sofrerem intervencgoes.

* Grupo 2 (G2; n = 10): apds o periodo de imobilizacdo os animais
foram submetidos a remobilizacdo por salto em meio aquatico, dia-
riamente, por um periodo de duas semanas, conforme protocolo de
remobilizacéo.

* Grupo 3 (G3; n = 10): remobilizagdo semelhante ao G2, porém, os saltos
foram realizados em dias alternados, por um periodo de duas semanas.

Protocolo de imobilizacao

Para realizar o estudo, utilizou-se como aparato de imobilizacdo o
modelo desenvolvido por Coutinho et al.'®, o qual visa obter o encur-
tamento do musculo séleo. Para tanto, a articulacdo do tornozelo foi
imobilizada em flexdo plantar méxima. Os animais foram diariamente
observados, durante os 15 dias de imobilizacéo, a fim de observar pos-
siveis danos ao aparato.

Protocolo de remobiliza¢ao

Apos a retirada do aparato de imobilizacdo, os animais do G1 foram
apenas colocados em contato com a 4gua, a fim de garantir o mesmo
tratamento entre 0s grupos experimentais, minimizando diferentes
respostas de estresse pela acdo do contato com a dgua. J& os animais
do G2, foram submetidos a saltos em meio aquético com sobrecarga
de 50% do peso do animal, semelhante ao de Rogatto et al.'!. Para
a sobrecarga, utilizou-se pesos de chumbo acoplados a uma tira de
Velcro®, a qual foi posicionada no térax do animal, visando ndo preju-
dicar a movimentacao do mesmo. Os saltos foram efetuados em quatro
séries de cinco saltos cada série, com intervalo de trés minutos entre
cada série, diariamente, durante 15 dias no periodo vespertino. Para os
animais do G3, a intervencéo foi semelhante a do G2, no entanto, 0s
saltos foram realizados em dias alternados, durante 15 dias. Os saltos
foram realizados, em um reservatério de dgua de 200 litros, circular,
com profundidade de 50 cm, com a temperatura da dgua mantida
entre 310 e 33°C, verificadas por termémetro Inconterm®. Prévio ao
treinamento, todos os animais eram pesados, para que desta forma
fosse estabelecida a quantidade de peso utilizada como sobrecarga.

Preparo das laminas e andlise histolégica

Ao final do experimento, todos os animais foram pesados e sofre-
ram eutanasia por decapitacdo em guilhotina. Em seguida, os muscu-
los séleos direito e esquerdo foram dissecados, limpos e pesados em
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balanca analitica Shimadzu®. Em seguida, os musculos séleos foram
fixados em placa de isopor no qual foi avaliado o comprimento maxi-
mo, em repouso, do musculo por meio de um paquimetro analégico
(Mitutoyo®)

Posteriormente, os musculos foram colocados em formol 10% e
submetidos a seccdo em seu sentido longitudinal, na qual a parte
medial foi utilizada para andlise transversal e a lateral para andlise dos
aspectos longitudinais.

Para a confeccdo das laminas para avaliacdo das varidveis transver-
sais, 05 musculos séleos passaram por um processo de desidratacdo
e seguidamente as amostras foram emblocadas em parafina, na qual
foram realizados cortes transversais com a utilizacdo de um micrétomo
rotativo, na espessura de 7 um, e foram coradas em hematoxilina e
eosina (HE). Posteriormente, realizou-se a leitura em microscépio dptico
Opton®, com objetiva de 10x, em que as imagens foram capturadas e
digitalizadas para anélise no programa Image-Pro-Plus 3.0°, quanto ao
didmetro médio das fibras.

Com relagdo a andlise no sentido longitudinal, retirou-se a parte
lateral dos musculos séleos do formol 10% apos trés horas, e foram
colocados em acido nitrico 30% por 72 horas, posteriormente arma-
zenados em solucdo de glicerol 50%. Para a confecgdo das laminas
histolégicas, foram isoladas cinco fibras de tenddo a tenddo e montadas
sobre lamina contendo verniz. Novamente, realizou-se a leitura em
microscopio dptico Opton®, com objetiva de 10x, em que as imagens
foram capturadas e digitalizadas para contagem da estimativa de sar-
cOmeros em série ao longo do musculo. Para isso, ocorreu contagem
ao longo de 50 um, em seis campos distintos, totalizando 300 um. O
célculo realizado para fazer a estimativa do total de sarcémeros em
série, ao longo do musculo, foi regra de trés simples.

Analise estatistica

As variaveis inseridas no estudo foram avaliadas comparando os
resultados obtidos no soleo esquerdo e direito entre os animais do
mesmo grupo experimental e entre os grupos, utilizando o teste de
ANOVA com medidas repetidas e unidirecional, respectivamente, sendo
considerado significativo p < 0,05.

RESULTADOS

Com base na andlise dos parametros transversais dos musculos sé-
leos imobilizados a cerca da massa muscular, houve diferenca significa-
tiva para ambos 0s grupos quando comparou-se 0 musculo esquerdo
(controle) e direito (experimental) sendo que p < 0,05. No que tange ao
didmetro da fibra muscular, G1 e 0 G3 apresentaram o musculo direito
dos séleos analisados menores que os musculos esquerdos (p < 0,05).
Mas tal fato ndo ocorreu para G2 (p > 0,05) (tabela 1).

Acerca dos parametros longitudinais encontrados, com relagdo ao

Tabela 1. Resultados da massa muscular e diametro da fibra muscular, de acordo com
0 grupo avaliado, comparando os valores do musculo séleo direito (MSD) com os do
musculo séleo esquerdo (MSE).

MSD MSE

GI 0,1249+£0,0118 ¢ 0,1561 £0,0235 g*

Massa muscular G2 0,1340 + 0,0224 g 0,1678 + 0,0224 g*

G3 01217 £0,0241 g 0,1525 +0,0283 g*

Gl 14,05 + 1,98 um 2301 + 3,94 pm*

Diametro da G2 18,53 + 2,34 um 18,56 + 4,87 um
fibra muscular

G3 1337 + 3,06 um 19,49 + 4,82 um*

* Diferenca estatisticamente significativa.
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comprimento do musculo, ndo houve diferenca significativa (p > 0,05).
Em contrapartida, na estimativa do total de sarcdmeros ao longo do
musculo séleo, houve diferenca significativa para todos os grupos ao
se comparar os musculos direitos e esquerdos (p < 0,05) (tabela 2).

Tabela 2. Resultados do comprimento muscular e do total de sarcémeros no musculo
séleo, de acordo com o grupo avaliado, comparando os valores do musculo séleo
direito (MSD) com os do musculo séleo esquerdo (MSE).

MSD MSE
G 1,99 + 0,18 cm 221+0,18 cm
Comprimento G2 1,99 + 0,20 cm 212 +031 cm
do musculo

G3 1,88 + 020 cm 199 + 0,20 cm
) G 9.560 + 592,3 10993 + 544,4*

Total de sarco-
meros ao longo G2 9456 + 7235 10.108 + 1.188*
do misculo G3 8609 + 1.163 9.488 + 909,6*

* Diferenca estatisticamente significativa.

DISCUSSAO

A atrofia do musculo esquelético é um grande problema para pa-
cientes que se submetem a restricdo de movimentos de um membro
devido a cirurgias, doengas articulares ou até mesmo imobilizagdo
gessada'?, produzindo hipotrofia muscular, com reducdo da seccao
transversa e da forca muscular, mesmo em curtos perfiodos, como
duas semanas'*">, sendo que para musculos ténicos, como o séleo, a
hipotrofia é mais acentuada'®. Por isso, 0 uso de recursos, visando
restauracdo de caracteristicas musculares 6timas perdidas, por imo-
bilizacdo ou por causa de retirada de carga, apresenta importancia,
como eletroestimulacdo e exercicios fisicos'”?2. O exercicio fisico é
benéfico na recuperacdo muscular, como relatado por Malysz et al?3
na recuperacao muscular de ratos Wistar diabéticos e com lesdo de
nervo isquiatico submetidos a exercicios em esteira. Contudo, hd uma
caréncia na literatura sobre 0 uso de exercicios anaerobios, resistidos, na
recuperacao apos periodo de imobilizacdo. Como Ju et al?* que anali-
saram o efeito de saltos, em caixa de madeira, sobre a remobilizacao
de ratos Wistar, submetidos a duas semanas de suspenséo de peso nos
membros posteriores. Observaram que cinco semanas de exercicios
foram suficientes para recuperacéo total da arquitetura trabecular de
metafise femoral, fato que n&o aconteceu com a remobilizacao livre.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que a
sobrecarga funcional induzida pelo exercicio fisico, feito de forma diaria,
possui a capacidade de reverter parcialmente os efeitos deletérios cau-
sados pela imobilizagdo, com relagdo ao didmetro transverso médio das
fibras musculares, em contrapartida, o exercicio fisico realizado em dias
alternados n&o produziu o mesmo efeito. Sendo assim, pode-se dizer
que 0 mesmo condiz com estudos que investigaram a recuperagao
do tecido muscular, apds imobilizacdo, como Kannus et al.? os quais
observaram que o exercicio de alta intensidade de caminhada em esteira
produziu efeitos benéficos na recuperacéo da area de secgdo transversa das
fibras musculares de séleos de ratos. Sakakima et al?® também observaram
que, apds trés semanas de imobilizacdo, um perfodo de remobilizacdo de
seis semanas, em esteira, produziu efeitos de restauracao de valores da
area de seccdo transversa das fibras do séleo, de forma mais pronuncia-
da do que observado para a remobilizacdo livre. Foram avaliadas 100
fibras musculares, pois, segundo Brito et al?’, tal nimero ¢ suficiente
para uma avaliacdo confidvel do estado de trofismo médio. Contudo,
para a outra variavel, relacionada com o trofismo muscular, ou seja,
a massa muscular, ndo houve restauracao de valores, semelhante ao
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lado néo imobilizado.

Segundo Butterfield et al?%, a adicdo de sarcomeros em série tem
um grande impacto sobre o desempenho muscular, pois aumenta
a velocidade contratil e poténcia. Visto que a imobilizagdo promove
reducdo dos sarcomeros”, no presente estudo também se testou a
hipdtese de que o exercicio com salto poderia prover retorno as carac-
teristicas morfoldgicas longitudinais do musculo séleo de ratos. Apesar
de ndo haver diferengas para o lado imobilizado com o nédo imobilizado,
para o comprimento muscular, tal fato foi observado também para o
grupo controle, o que pode indicar que o periodo de remobilizacao
foi suficiente para reverter alguns efeitos deletérios da imobilizagdo.
Como observado por Koh e Tidbal® que relataram efeitos positivos
da remobilizacédo em trés semanas, apds periodo de imobilizacdo de
quatro semanas.

No entanto, para a analise da estimativa de sarcbmeros em série
ao longo do musculo, ndo foi possivel vislumbrar vantagem do proto-
colo de exercicio fisico por meio de salto, frente a remobilizagao livre.
A perda do nimero de sarcOmeros em série, ao longo da estrutura
muscular, é causada por um ajuste das fibras, em suas extremidades,
para sobreposicdo ideal de actina e miosina em miofibrilas visando
desenvolver a tensdo maxima??, visto as diferencas observadas, tal
comprimento étimo néo foi restaurado. Ou seja, tanto para o grupo
controle, quanto para o remobilizado por meio de saltos didrios ou
saltos em dias alternados, todos apresentaram redugao na estimativa
de sarcomeros ao longo do musculo séleo de ratos.

Tais achados corroboram com estudos anteriores que usaram o
mesmo modelo e igualmente apresentaram reducao do nimero de
sarcdmeros ao longo do musculo, quando os animais foram submetidos
a remobilizacdo com natac¢do, caminhada de baixa intensidade em esteira
ou séries de alongamento estético'?!. Butterfield e Herzog™ salientaram
que a tensdo na unidade musculo tendinea ndo é a fonte primaria de
sarcomerogénese, mas, que pode acontecer em casos de exercicio excén-
trico®, tipo de contracdo néo utilizada no presente estudo.

A auséncia de um grupo apenas imobilizado, sem periodo de re-
mobilizacao, pode ser entendida como uma das limitacdes do presente
estudo. Contudo, tal grupo foi suprimido pela no¢éo de redugdo em
estudos com animais, visto que os criadores do método de imobiliza-
¢do 0 apontam como produtor de reducdo de massa e comprimento
muscular'®, e mesmo um curto periodo de imobilizacdo como sete
dias ja é suficiente para produzir diminuicdo da massa muscular, area
das fibras e nimero de sarcomeros em série®.

CONCLUSAO

O exercicio fisico realizado diariamente possui agdo contra os efei-
tos deletérios causados pela imobilizacao, fato ndo observado para o
exercicio feito em dias alternados no que tange a massa muscular e
diametros da fibra muscular. Tal efeito também foi observado com
relacdo ao comprimento muscular dos musculos séleos de ambos os
grupos. Todavia, os achados do estudo em questdo mostraram que o
protocolo utilizado nédo surtiu efeito sobre a recuperacdo muscular a
cerca dos parametros longitudinais relacionados a estimativa da quan-
tidade de sarcomeros ao longo do musculo séleo.
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