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RESUMO

Introducao: as incertezas sobre a forma mais eficaz de remobilizacdo para musculos apds periodos de imobi-
lizagdo. Objetivo: avaliar o comportamento da remobilizacdo com natagéo sobre parametros histomorfométricos
do musculo séleo de ratas ooforectomizadas e pseudo-ooforectomizadas. Métodos: foram utilizadas 24 ratas
Wistar subdivididas em quatro grupos: G1: submetidos a ooforectomia, imobilizacdo por 15 dias e remobilizados
livremente; G2: ooforectomia, imobilizacdo e remobilizados com natagdo por 10 dias; G3: pseudo-ooforectomia,
imobilizacdo e remobilizados liviemente; G4: pseudo-ooforectomia, imobilizacédo e remobilizados com natacao.
Os musculos séleos direitos e esquerdos foram dissecados para as andlises histomorfométricas longitudinal e
transversal. A contagem de sarcomeros se deu em 300 pm e o comprimento da fibra muscular foi medida por
paquimetro analdgico. O peso muscular foi obtido em balanca analitica e o diametro foi realizado em 100 fibras
por musculo. Resultados: houve redugéo significativa, tanto na analise longitudinal quanto transversal, quando
comparados os musculos séleos direitos e esquerdos de ambos os grupos. Conclusdo: a imobilizacdo do mus-
culo séleo de ratas ooforectomizadas e pseudo-ooforectomizadas acarreta efeitos deletérios a morfometria
muscular e a remobilizagdo por meio da natacéo néo foi capaz de promover o retorno dos padrdes estruturais
do musculo séleo.

Palavras-chave: ovariectomia, imobilizacdo, musculoesquelético.

ABSTRACT

Introduction: uncertainty about the most effective way to muscles remobilization after periods of immobi-
lization. Objective: to evaluate the behavior of swimming remobilization on histomorphometric soleus muscle
parameters of ovariectomized rats. Methods: we used 24 Wistar rats divided into four groups: G1: underwent
oophorectomy, immobilization for 15 days and remobilized freely; G2: oophorectomy, immobilization and re-
mobilized with swimming for 10 days; G3: pseudo-oophorectomy, immobilization and remobilized freely; G4:
pseudo-oophorectomy, immobilization and remobilized with swimming. The right and left soleus muscles were
dissected for longitudinal and transverse histomorphometric analysis. The count of sarcomeres occurred at 300
um and muscle fiber length was measured by analog caliper. The muscle weight was obtained in an analytical
scale and the diameter was performed on 100 fibers per muscle. Results: there was a significant reduction in both,
the longitudinal and transversal analysis, when comparing the right with the left soleus muscles of all groups.
Conclusion: the immobilization of the soleus muscle of ovariectomized rats and pseudo-ovariectomized cause
deleterious effects on muscle morphology and remobilization through swimming was not able to promote the
return of the structural patterns of the soleus muscle.

Keywords: ovariectomy, immobilization, skeletal muscle.

RESUMEN

Introduccién: a la incertidumbre sobre la manera mds eficaz de removilizacién de los musculos después de
periodos de inmovilizacién. Objetivo: Evaluar el comportamiento de removilizacidn con natacién sobre pard-
metros histomorfomeétricos del musculo séleo de ratas ooforectomizadas y pseudo ooforectomizadas. Métodos:
Se utilizaron 24 ratas Wistar subdivididas en cuatro grupos: G1: sometidas a ooforectomia, inmovilizacién por
15 dias y removilizadas libremente; G2: ooforectomia, inmovilizacién y removilizadas con natacién por 10 dias;
G3: pseudo ooforectomia, inmovilizacién y removilizadas libremente; G4: pseudo ooforectomia, inmovilizacion
y removilizadas con natacién. Los mdsculos séleos derechos e izquierdos fueron disecados para andlisis histo-
morfométricos longitudinal y transversal. El recuento de los sarcémeros se hizo en 300 micras y la longitud de
la fibra muscular fue medida por paquimetro analdgico. El peso muscular fue obtenido en balanza analitica y
el didmetro se realizé en 100 fibras por musculo. Resultados: Hubo reduccidn significativa tanto en el andlisis
longitudinal como en el transversal cuando se compararon los musculos séleos derechos e izquierdos de ambos
grupos. Conclusién: La inmovilizacion del musculo séleo de ratas ooforectomizadas y pseudo ooforectomizadas
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causa efectos nocivos para la morfometria muscular y la removilizacién por medio de la natacién no fue capaz
de promover el retorno de los patrones estructurales del musculo séleo.

Palabras clave: ooforectomia, inmovilizacién, musculo esquelético.

DOI: http://dx.doi.org/10.1590/1517-86922015210101508

INTRODUCAO

O musculoesquelético exibe habilidade de remodelar suas proprie-
dades estruturais e metabdlicas em resposta a alteracdes no ambiente,
adaptando-se prontamente. O nimero de sarcomeros em série varia
em resposta a perturbacao crénica do comprimento, como em imo-
bilizacdo em posicdo encurtada ou alongada’. Quando imobilizados
em posicdo de alongamento mostram um aumento do numero de
sarcomeros em série, atrofia moderada ou ausente, sem mudancas
significativas no tecido conjuntivo?. Em virtude de tal caracteristica, é
considerado o mais mutdvel dentre os tecidos bioldgicos, respondendo
as demandas com adaptacdes morfoldgicas e funcionais®*.

Aimobilizacdo acarreta inimeros efeitos deletérios ao sistema mus-
culoesquelético. Entretanto, caracteriza-se como um dos recursos am-
plamente utilizado para a reabilitacdo de lesdes. Apenas uma semana
é suficiente para promover adaptacoes e alteracdes significativas na
morfometria e na mecanica dos musculos séleo e gastrocnémico de
ratos, como reducdo da massa, comprimento musculares e nimero
de sarcomeros, e aumento da densidade do tecido conjuntivo, com
reducéo da resisténcia maxima de ruptura muscular’®.

Uma das varidveis que contribui para o grau de adaptacédo do teci-
do muscular sdo 0s hormonios como o estrogeno. Este tem a capaci-
dade de aumentar a quantidade da reserva de glicogénio no musculo
e consequentemente minimizar as alteracdes metabdlicas musculares
geradas pela imobilizagéo’.

Uma das modalidades utilizadas na reabilitacdo de musculos
imobilizados é a atividade fisica. Com o exercicio fisico hé ativacdo
de mecanismos de mobilizacdo de substratos energéticos, visando
a manutencdo do trabalho muscular. O exercicio agudo ocasiona
alteracdes que iniciam ajustes organicos para procurar manter a ho-
meostasia. Esses ajustes promovem significativa disponibilidade de
oxigénio aos 6rgdos e tecidos envolvidos no exercicio, bem como,
a liberacao de hormonios. Desta forma, o exercicio fisico possui a
capacidade de influenciar na reversao de efeitos deletérios causados
pela imobilizagao®’.

Embora haja constatacdo de que os musculos se adaptam sob
diferentes formas de estimulos, ainda hé incerteza de qual a forma
mais eficaz de aplicé-los visando conduzir os musculos hipotrofiados
e encurtados ao retorno de sua méxima eficacia, apresentando carac-
teristicas morfolégicas semelhantes as do periodo pré-imobilizacéo'®.
O objetivo do presente estudo foi avaliar o comportamento da imo-
bilizacdo em posicdo de encurtamento e da remobilizagdo com nata-
¢do sobre parametros histomorfométricos musculares longitudinais e
transversais do musculo séleo de ratas ooforectomizadas e pseudo-
-ooforectomizadas.

MATERIAIS E METODOS

O projeto do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de
Animais da Universidade Estadual do Oeste do Parané (UNIOESTE) sob
o parecer 02311. Utilizou-se 36 ratas, da linhagem Wistar, com 10+2
semanas de idade, obtidas no Biotério Central da UNIOESTE. Os animais
foram mantidos em gaiolas de polipropileno, com ciclo claro/escuro de
12 horas, a 23°C+2°C, com acesso a dgua e racao ad libitum. Os animais
foram pesados e identificados e em seguida divididos em quatro grupos:
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Grupo Pseudo-Ooforectomizado (G1, n=6): 0s animais deste grupo
foram submetidos a pseudo-ooforectomia, permanecendo 60 dias sem
intervencao.

Grupo Ooforectomizado (G2, n=6): este grupo foi submetido a
ooforectomia, permanecendo 60 dias sem intervencéo.

Grupo Ooforectomizado, imobilizado e submetido a remobilizagéo
livre (G3, n=6): os animais deste grupo foram submetidos a ooforec-
tomia, permanecendo 30 dias sem intervencao. Apds esse periodo os
animais tiveram o membro posterior direito imobilizado por 15 dias
consecutivos, com intuito de manter o musculo séleo em posicao de
encurtamento. Apos o periodo de imobilizagdo realizou-se a remobi-
lizacdo por 10 dias, em que os animais foram colocados em contato
com a agua e retirados logo em seguida.

Grupo Ooforectomizado, imobilizado e submetido a remobilizacao
com natagdo (G4, n=6): este grupo foi submetido a ooforectomia, per-
manecendo 30 dias sem intervencao. Apds esse periodo foi realizada
a imobilizacdo, por um periodo de 15 dias consecutivos. Em seguida,
foram submetidos a natagdo, por 15 min na primeira semana e 30 min
na segunda semana.

Grupo Pseudo-Ooforectomizado, imobilizado e submetido a remo-
bilizacao livre (G5, n=6): 0s animais foram submetidos a cirurgia simulada
de ooforectomia (Pseudo-Ooforectomia), permanecendo 30 dias sem
intervencdo. Apos esse periodo os animais foram submetidos a imo-
bilizagdo por 15 dias consecutivos. Posteriormente, a remobilizagéo foi
realizada por 10 dias, periodo no qual os animais foram apenas colocados
em contato com a &gua e retirados logo em seguida.

Grupo Pseudo-Ooforectomizado, imobilizado submetido a remobili-
zacao com natagao (G6, n=6): 0s animais desse grupo foram submetidos
a cirurgia simulada de ooforectomia, permanecendo 30 dias sem inter-
vencéo. Apds esse periodo foi realizada a imobilizagéo por 15 dias con-
secutivos. Posteriormente, foram submetidos a natagdo, por 15 minutos
na primeira semana e 30 minutos na segunda semana durante 10 dias.

Os animais foram previamente anestesiados com injecao intraperito-
neal de xilazina (10 mg/Kg) e ketamina (75 mg/Kg). Em seguida a regido
do baixo ventre foi tricotomizada e a antissepsia feita com alcool iodado.
A incisdo cirdrgica foi feita com lamina de bisturi e uma pequena sutura
com fio reabsorvivel catgut 4.0 cromado, posteriormente realizou-se na
base uterina a ooforectomia bilateral. Na fase final do procedimento as
suturas internas foram feitas com fio reabsorvivel e as externas com fio
catgut. A pseudo-ooforectomia, consistiu na realizacdo de etapas cirdrgi-
cas semelhantes a ooforectomia, com excecao da remogao dos ovarios.

Foi utilizado o protocolo de imobilizagdo readequado para somente
um dos membros confeccionado em aparelho gessado''. Os animais
tiveram a drtese moldada diretamente no seu membro posterior direito,
sendo colocada de forma que este permaneceu em extensao de joelho
e plantiflexdo de tornozelo, ou seja, em posicdo de encurtamento do
musculo séleo, a mesma foi mantida por 15 dias consecutivos.

Apds a retirada da imobilizacdo, os animais do grupo G3 e G5 fo-
ram apenas colocados em contato em um tanque com capacidade de
200 litros, circular, com profundidade de 50 cm, a 32+1°C, verificadas
por termémetro Inconterm®, a fim de garantir o mesmo tratamento
entre 0s grupos experimentais, minimizando diferentes respostas de
estresse pela agdo do contato com a agua. J& os animais de G4 e G6,
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foram submetidos a remobilizacdo com natacdo. Nos primeiros 5 dias,
o tempo de natacao foi de 15 min, e nos 5 dias restantes, apds intervalo
de dois dias, o tempo de natacéo foi de 30 minutos.

Ao final do experimento, todos os animais foram pesados e sofreram
eutanasia por decapitagdo em guilhotina. Logo apds, os musculos séleos
direitos (imobilizados) e esquerdos (controle) foram isolados e limpos.

Apos a retirada dos musculos, os mesmos foram imersos em forma-
lina 7%, por 3 h. Posteriormente, foram seccionados longitudinalmente,
sendo que as partes laterais foram fixadas em placas de isopor em seu
comprimento méaximo de repouso. Em seguida foram imersos em éacido
nitrico (30%) por 72 h e armazenados em glicerol (50%). Posteriormente
o séleo foi colocado em uma placa de Petri, e com o auxilio de lupa
(Micronal®), foram isoladas cinco fibras, de tenddo a tendao, com uso
de pincas com pontas ultrafinas, e montadas em Iamina histolégica
envernizadas, ocorrendo a avaliagdo do comprimento da fibra com
uso do paquimetro analdgico (Tecnolub®). Para a anélise do nimero
de sarcoémeros utilizou-se microscopio (Olympus®), com objetiva de
40x, do qual foram captadas imagens das fibras musculares isoladas,
e digitalizadas, para andlise com o programa Image-Pro-Plus3.0®, com
o qual foi feita a contagem dos sarcomeros ao longo de 50 um na
imagem, em seis campos nao consecutivos (300 um). O célculo utili-
zado para estimar o total de sarcdmeros em série, ao longo da fibra,
foi regra de trés simples.

Para andlise histéldgica de cardter transversal utilizou-se a parte me-
dial do musculo séleo. Os musculos foram fixados em placas de isopor
em seu comprimento maximo e imersos em formalina 7% para fixacao
das estruturas celulares por 72 horas e em seguida foram transferidos
para o alcool a 70%, permanecendo nessa solugdo até a preparagdo
das laminas histologicas. Assim, o material bioldgico foi desidratado em
série crescente de etanol, diafanizado em xilol e impregnado em para-
fina histolégica. Posteriormente, foi a microtomia, com cortes de 7 um
e coloragdo em hematoxilina e eosina. Os campos visuais de interesse
foram capturados por meio de microscopio (Olympus® com objetiva
de 40x e digitalizados para anélise no programa Image-Pro-Plus3.0%,
quanto a area de seccdo transversa em 100 fibras por musculo™.

Anadlise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados por meio do teste t de Student
(para comparacdo dentro dos grupos) e ANOVA unidirecional (para
comparacdo entre grupos), com pos-teste de Tukey. O nivel de signi-
ficdncia aceito foi de 5%.

RESULTADOS

Na andlise longitudinal pode-se observar que houve diferenca sig-
nificativa (p<0,05) em todos os grupos imobilizados, ao comparar o
comprimento das fibras musculares e a estimativa de sarcomeros em
séries nas fibras dos séleos direitos (tratados) e esquerdos (controle),
sendo que os valores encontrados do lado esquerdo se apresentaram
maiores que as do musculo séleo direito (tabela 1).

Nas comparagdes entre grupos, ndo houve diferencas (p>0,05)
quando se comparou os lados direitos, nem os lados esquerdos, para
o comprimento das fibras. O mesmo ocorreu para a estimativa de
sarcomeros no lado esquerdo (p>0,05), ja para o lado direito houve
diferencas, sendo que G1 e G2 foram semelhantes entre si (p>0,05),
mas, maiores do que 0s outros grupos (p<0,05).

Ao comparar a massa muscular e também o diametro médio das
fibras dos musculos séleos direitos e esquerdos, observou-se diferenca
estatisticamente significativa em todos os grupos imobilizados, sendo
que as fibras musculares do séleo direito apresentaram maior hipotrofia
com relacao as fibras do soleo esquerdo (tabela 2).
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Tabela 1. Valores obtidos na avaliagao longitudinal dos soleos direito e esquerdos,
com relagdo ao comprimento das fibras (cm) e da estimativa de sarcomeros ao longo
da fibra, de acordo com os grupos.

Comprimento da fibra Estimativa de sarcomeros

Esquerdo | Direito Valorp | Esquerdo | Direito Valor p
G1 |0,801+0,278|0,949+0,203 0,2531 5606+1384|6611+£1234| 0,1194
G2 |0872+0,381|09613+0,153| 0,6907 |6187+2570|7200+511,8[ 0,3756
G3 |1,004+0,125(0,758+0,116| 0,0029* |4505+473,5(3288+6522¢| 0,0012*
G4 [1,052+0,034|0,851£0,121| 0,0093* [4955+187,9|3841+7492%| 0,0099*
G5 [1,051+0,038|0,757£0,056 0,0009* [4738+161,8|3156+2720%| 0,0001*
G6 [1,026+0,073]|0,786+0,099 0,0009* [4563+4069|3344+373,7¢| 0,0002*

* diferenga significativa ao comparar com o contralateral. ¢ diferenca significativa ao comparar com G1 e G2.

Tabela 2. Valores obtidos na avaliagdo transversal dos soleos direito e esquerdos, com
relagao ao didmetro das fibras musculares (um), de acordo com o0s grupos.

Diametro muscular

Esquerdo Direito Valor p
G1 30,95£2,94 32,52+4,13 0,5322
G2 35434293 3540437 0,9836
G3 30,97+3,06 23,18+331- 0,0047*
G4 34,12+3,83 22,98+6,44+ 0,0070%
G5 3321+2,70 23461242 0,0003*
G6 31,67+1,70 21,58+5,08. 0,0070%

* diferenca significativa ao comparar com o contralateral. ¢ diferenga significativa ao comparar com G1 e G2.

De forma semelhante ao encontrado para a estimativa de sarcome-
ros, ndo houve diferencas (p>0,05) para os didmetros observados para
o lado esquerdo (p>0,05), mas para o lado direito houve diferencas,
apesar de G1 e G2 terem sido semelhantes entre si (p>0,05), foram
maiores do que os outros grupos (p<0,05).

DISCUSSAO

No dmbito clinico da reabilitacao fisica, ainda permanecem incer-
tezas sobre o comportamento bem como, reorganizacdo de algumas
varidveis do tecido muscular submetido a um periodo de imobilizagcdo
e consequente inatividade muscular. De acordo com os resultados
obtidos no estudo em questdo, pode-se afirmar que, o periodo de
imobilizacdo utilizado no mesmo foi suficiente para acarretar signi-
ficativas alteragcdes deletérias na morfometria do musculo séleo de
ratas wistar submetidas a ooforectomia e pseudo-ooforectomia, no
que tange as varidveis de carater longitudinal e transversal, tanto
na comparagdo dentro dos grupos, quanto na comparacao entre
0s grupos imobilizados com os dois primeiros (sem imobilizacdo),
demonstrando diferencas significativas de caréter hipotréfico para
os lados imobilizados. Tais achados corroboram com os resultados
obtidos em estudos anteriores'> ',

De acordo com Willians e Goldspink'®, a perda de sarcémeros em
série nos musculos imobilizados em posicdo de encurtamento ocorre
principalmente nas primeiras duas semanas apos a imobilizacao. Taba-
ry et al's, observaram que apos quatro semanas de imobilizacdo em
posicdo de encurtamento muscular ocorreu diminuicdo em 40% do
numero de sarcomeros em série ao longo da fibra muscular de gatos.
No presente estudo, embora o modelo animal tenha sido outro, esse
fato também pode ser observado, no qual os grupos submetidos a
imobilizacdo apresentaram significava diminuicdo do numero de sar-
coémeros em série ao longo da fibra muscular, comprovando dados
solidificados na literatura a cerca da plasticidade do musculo séleo.

Apds o referido periodo de duas semanas de imobilizacdo em po-
sicdo de encurtamento pode-se observar que, 0s animais obtiveram
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reducdo acentuada do peso do musculo soéleo direito, relacionando-
-se positivamente com os resultados encontrados por Kannus et al."’,
Volpi et al.'® e Gomes et al?. Além disso, o processo de imobilizacéo
induz a apoptose que acarreta reducao no numero de mionucleos e do
contetdo de DNA, induzindo, por conseguinte, uma atrofia muscular
e consequente perda de peso'®.

Para Lima et al®, o periodo compreendido de uma semana é su-
ficiente para promover adaptacoes e alteracdes na morfometria e na
mecanica dos musculos séleo e gastrocnémico de ratos tratados. Tais
achados confirmam os resultados obtidos por meio das andlises histo-
morfométricas do presente estudo, uma vez que, as fibras musculares
do musculo séleo se comportaram de forma semelhante no sentido
longitudinal bem como transversal reduzindo seu trofismo.

A cerca do processo de remobilizacdo, inimeros estudos relevantes
conduzidos nesse contexto de experimentagao animal, pautaram-se
na observacado do comportamento de diferentes formas de remobili-
zagdo no que tange as propriedades do musculoesquelético de ratos
wistar. Segundo Volpi et al.'é, duas semanas de remobilizacédo por meio
da natacéo, com tipos distintos de sobrecarga nao foram capazes de
reverter totalmente o processo de atrofia causado pela imobilizagao.

Em contrapartida, o estudo realizado por Polizello et al?°, com-
provou que 10 dias de remobilizacdo livre foram capazes de restaurar
0s valores de propriedades mecanicas apds 15 dias de imobilizacao.

No que tange ao sistema hormonal, Moreira et al.?' contextualiza
que o estrogénio é de suma importancia para os animais do género
feminino. A supressdo da fonte produtora, ou seja, 0s ovarios, ou até
mesmo a cessacao fisiolégica de sua producéo, acarreta um proces-
so desestruturador no corpo desses animais. Dessa forma, afirma-se
que, o hipoestrogenismo prolongado proporciona subsidios para
um processo de perda de densidade no interior da fibra muscular,
diminuindo seu sarcoplasma, fato que seria responsavel pela perda
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de espessura, do ténus bem como da forca do musculo esquelético,
quadro conhecido como sarcopenia®>?,

Moreira et al?' realizaram um estudo histomorfométrico do mus-
culoesquelético em ratas submetidas a suspensao endécrina do estro-
génio por castracdo. Identificaram sarcopenia e redu¢édo do nimero
de miofibras do musculoesqueléticos. Os resultados evidenciados no
presente estudo contrapdem-se com tais afirmacdes uma vez que, nao
foi possivel observar diferenca significativa entre ooforectomizados e
pseudo-ooforectomizados, frente as propriedades histomorfométricas
longitudinais e transversais do musculo séleo, porém, o prazo entre a
retirada dos ovarios e o inicio da remobilizacao podem nao ter sido
suficientes para maior alteracdo no musculo esquelético. Salienta-se,
ainda, como limitacao a falta de andlise bioquimica do estrogénio fato
que se sugere como tema de futuros estudos.

CONCLUSAO

Considerando as varidveis analisadas e a metodologia empregada,
conclui-se que a imobilizacado do musculo séleo de ratas ooforectomi-
zadas e pseudo-ooforectomizadas acarreta efeitos deletérios a morfo-
metria muscular e nesse contexto a remobilizacdo por meio da natacao
nao foi capaz de gerar estimulos mecanicos suficientes para promover
retorno dos padrées estruturais do musculo séleo.
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