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Resumo: O objetivo foi avaliar o perfil fisiolégico do musculo séleo na fase
aguda da imobilizacdo articular na posicao de 900. Ratos Wistar foram divididos
em 4 grupos (n=6 cada): controle (C), imobilizado por 1 (Im1), 2 (Im2) e 3 dias
(Im3). Apds o periodo experimental, o mdsculo séleo foi retirado e foram
mensurados: o peso muscular, o indice de hidratagdo, a concentracido de
glicogénio e a concentragdo de DNA/proteinas totais. Os dados foram
submetidos a analise estatistica, com nivel de significancia fixado em p<0,05.
No primeiro dia ndo houve alteragbes nas reservas glicogénicas, sendo
observada redugdo progressiva das reservas: 53% no segundo dia e 65% no
terceiro dia de imobilizagao. O peso muscular sofreu redugao de 28,57% apenas
no terceiro dia; o indice de hidratagdo aumentou 6,44% no segundo e 8,58%
no terceiro dia. As concentragdes de DNA tiveram elevacao de 43,18% no
primeiro dia, 59,09% no segundo e 75% no terceiro. Quanto a concentragdo
de proteinas totais, houve elevagdo de 45,9% no primeiro dia, 32,25% no
segundo e 58,95% no terceiro dia. Os resultados sugerem que a hipotrofia
muscular é um processo desencadeado precocemente, envolvendo alteragdes
quimiofisiolégicas que sdao deflagradas na fase aguda da imobilizacdo.

Descritores: Atrofia muscular; Imobilizagdo; Mdsculo esquelético/metabolismo

Asstract: The purpose of this study was to outline a physiological profile of the
soleus muscle during the acute phase of joint immobilization at a 90° position.
Male Wistar rats were divided into four groups (n=6): Control (C), immobilised
for 1 (Im1), 2 (Im2), and 3 (Im3) days. After the experimental period, the soleus
muscle was obtained in order to assess: glycogen content, muscle weight,
hydration index, and protein-DNA interactions. Data were statistically analysed
and significance level set at p<0.05. On the first day, no changes were observed
on glycogen content, but progressive reduction was witnessed along the
following days —-53% on the second day and 65% on the third day of
immobilization. Muscle weight suffered a reduction of 28.57% only on the
third day, while hydration index increased 6.44% on the second day and 8.58%
on the third day. Concentrations of DNA raised 43.18% on the first day, 59.09%
on the second, and 75% on the third day. Protein concentrations also increased,
reaching values of 45.9% on the first day, 32.25% on the second day, and
58.95% on the third day. These results suggest that muscular hypotrophy is an
early-developing process, involving chemical-physiological alterations that
are launched during the acute phase of immobilization.

Key worps: Immobilisation; Muscle, skeletal/metabolism; Muscular atrophy
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INTRODUCAO

A musculatura esquelética consti-
tui um dos principais tecidos alvos da
fisioterapéutica, uma vez que esta en-
volvida com diversas afeccoes, em
especial as ortopédicas. No ambito da
ortopedia, a imobilizacdo é um recur-
so terapéutico eficiente e amplamen-
te utilizado, mas que acarreta diversos
efeitos indesejados, como o compro-
metimento da homeostasia das fibras
musculares. A literatura cientifica mos-
tra que, simultaneamente ao desuso,
ocorrem alteragdes como hipotrofia
muscular, fibrose intramuscular, redu-
¢do da extensibilidade muscular, além
de limitacdo de movimento articular'.

Nesse contexto, tem-se caracteriza-
do a hipotrofia como um processo es-
pecifico em cada tipo de musculo®.
As fibras do tipo | ttm menor capaci-
dade de adaptagdo do que as fibras
do tipo 11, sendo conseqilientemente
mais afetadas pelo desuso®. Isso é ra-
tificado por Caiozzo et al.4, segundo
0s quais musculos cuja acdo é
antigravitacional tém maior grau de
hipotrofia em situagdes de desuso.
Kasper et al.> observaram maior sus-
ceptibilidade a hipotrofia em fibras
lentas oxidativas e Tanaka et al.® ob-
servaram no musculo s6leo maior com-
prometimento em situacdo de desuso,
por ser predominantemente formado
por fibras do tipo I, ao passo que o
extensor longo dos dedos, que tem pre-
dominio de fibras do tipo Il, é menos
comprometido. Observou-se ainda que
as fibras lentas em situacdo de desuso
apresentam marcantes alteragoes his-
tofisiolégicas como irregularidades no
reticulo sarcoplasmatico, fibrilas de-
sintegradas, lesdo mitocondrial, linhas
Z estendidas, bem como condensacdo
e fragmentagdo da cromatina nuclear e
redugdo de sarcoémeros em paralelo®”?.

Alguns estudos vém tentando eluci-
dar as alteragdes metabdlicas geradas
pela imobilizagdao. Assim, Hilder et
al.” em estudo realizado com suspen-
sdo de membros posteriores de ratos,
demonstraram que a resisténcia a insu-
lina acompanha o processo de atrofia
muscular induzida pelo desuso em
musculos esqueléticos de contragao
lenta, como o musculo séleo. Simul-
taneamente, esses autores observaram

uma redugdo na expressdo de protei-
nas nos musculos hipotrofiados e a
correlacionaram a degradagdo da pro-
teina IRS-1; e, ainda observaram uma
redugdo na atividade da Akt. Esses
achados evidenciam uma redugdo na
efetividade da sinalizagdo insulinica.

Diversas pesquisas encontraram
perdas de massa muscular em perio-
dos de imobilizagdo. Ohira et al.®
observaram em ratos a implantagao
rapida da hipotrofia em periodos de
sete e dez dias de imobilizagdo por
suspensdo, sendo evidenciado que,
ap6s o 10° dia, a perda de massa ocor-
re com menor velocidade.

Outros estudos indicam que longos
periodos de imobilizagdo promovem
reducdo nas fibras musculares, mere-
cendo destaque o estudo de Veldhuizen
et al."', que verificaram, através de
biépsia muscular, redugao de 16% no
diametro da fibra do musculo vasto
lateral apds quatro semanas de imo-
bilizagdo. Chakravarthy et al.'?> de-
monstraram uma significativa reducao
na massa do musculo séleo e no po-
tencial de proliferacao das células sa-
télites residentes apds trés semanas de
imobilizacao.

Outros estudos, como os realizados
por Ohira et al.’°, Kano et al.’,
Edgerton et al."* e Morris et al.’®, tam-
bém observaram implantacao da hipo-
trofia muscular em periodos de imo-
bilizagdo que variam de cinco dias a
vdrias semanas.

Vale salientar que ndo ha na litera-
tura estudos direcionados a compre-
ensdo dos mecanismos fisiolégicos
deflagrados nos primeiros dias de imo-
bilizacado, sendo esse considerado o
periodo agudo do desuso.

Diante do exposto, o objetivo des-
te trabalho foi avaliar o perfil meta-
bélico do musculo séleo na fase agu-
da da imobilizacdo do tornozelo de
ratos na posicao de 90¢, com foco no
periodo que se estende do primeiro ao
terceiro dia de desuso.

METODOLOGIA

Foram utilizados ratos albinos Wistar
com 3 meses de idade, alimentados
com racdo (Purina® para roedores) e
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agua ad libitum, submetidos a ciclos
de 12 h claro/escuro e distribuidos em
quatro grupos experimentais com seis
animais, a saber: controle (C) e imo-
bilizados 1 dia (Im1), 2 dias (Im2) e 3
dias (Im3). O trabalho foi aprovado
pelo comité de ética em experimen-
tacao animal da UFSCar.

Apds anestesia com pentobarbital
sédico (50 mg/kg, i.p), a pata poste-
rior esquerda dos animais foi imobili-
zada com o modelo de 6rtese de resi-
na acrilica proposto por Silva et al.’.

Ap6s a fase de imobilizacdo, os
animais foram sacrificados por deslo-
camento cervical e o misculo séleo
(S) foi retirado e preparado para a de-
terminacdo de reservas glicogénicas,
peso seco, porcentagem de hidratagido
e concentragdes de DNA e proteinas
totais.

Para a determinagdo do glicogénio,
as amostras dos musculos foram dige-
ridas em KOH 30% a 100°C e o glico-
génio precipitado a partir da passagem
por etanol a quente. Entre uma fase e
outra da precipitagdo, a amostra foi
centrifugada a 3.000 rpm durante 10
minutos. O glicogénio precipitado foi
submetido a hidrélise dcida na presen-
ca de fenol, segundo a proposta de Siu
et al.'’, estando os valores expressos
em mg/100mg de peso umido.

Para a obten¢do do indice de hidra-
tacdo e do peso seco, imediatamente
apos a retirada do masculo, o mesmo
foi pesado em balanca semi-analitica
e em seguida colocado em uma estu-
fa a 60°C. Subseqlientemente, o mds-
culo foi pesado a cada 1 hora até per-
manecer com peso constante (em mg).
Assim, pela diferenca entre o peso
inicial (peso Gmido) e o peso final, foi
determinado tanto o indice de hidra-
tagdo muscular (em %) como o peso
seco (em mg).

A determinagao das proteinas totais
foi realizada com kit laboratorial da
marca BioDiagndstica®, e do DNA
pela metodologia proposta por Giles
e Myers's. Assim, para a determina-
¢do do DNA muscular foi preparado
inicialmente o homogenato compos-
to por 100 mg de mdsculo e 1 ml de
HclO,, misturando-se em seguida o
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homogenato com solugdo de difeni-
lamina e HclO,, seguido de agitacao
e banho-maria a 30°C durante 12 ho-
ras; apos esse periodo foi realizada
leitura espectrofotométrica a 595 nm;
os valores estdo expressos em mg/
100mg.
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Os valores estdo representados pe-
las médias + erro padrao (médiazep).
Na andlise estatistica foi utilizado o tes-
te de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov, seguido da andlise de variancia
ANOVA e teste de Tukey, com nivel
de significancia de 5% (p<0,05).
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Gréfico 1 Contetido de glicogénio (mg/100mg) nos grupos controle (C) e
imobilizados um dia (I1), dois dias (12) e trés dias (I3); valores em
médiatepm; n=5; *p<0,05 comparado ao controle (C)

RESULTADOS

Em relagdo as reservas glicogénicas
(Gréfico 1), a imobilizacdo nao pro-
vocou alteragoes significativas nas
primeira 24 horas, sendo observados
os seguintes valores: C, 0,52+0,07 e
Im1, 0,46+0,04 mg/100mg (p>0,05).
Por outro lado, houve reducao signifi-
cativa progressiva no segundo e ter-
ceiro dias, de 53% no grupo imobili-
zado 2 dias (C, 0,52+0,07 e Im2,
0,24+0,06 mg/100mg, p<0,05) e 65%
no grupo imobilizado 3 dias (C,
0,52+0,07 e Im3, 0,18+0,03 mg/
100mg, p<0,05).

A avaliacdo do peso muscular re-
velou diferenca significativa apenas
no terceiro dia de desuso, quando foi
observada reducao de 28,57% (C,
35+2 e Im3, 25+1 mg, p<0,05 — Gra-
fico 2). O Gréfico 3 ilustra o indice
de hidratacdo, observando-se aumen-
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Grafico 2 Peso muscular (mg) nos grupos controle (C) e Gréfico 3 Indice de hidratagdo muscular (%) nos grupos
imobilizados um dia (Im1), dois dias (Im2) e trés controle (C) e imobilizados um dia (Im1), dois dias
dias (Im3); valores em médiatepm; n=5; *p<0,05 (Im2) e trés dias (Im3); valores em médiatepm;
comparado ao controle (C) n=>5; *p<0,05 comparado ao controle (C)
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Grupos experimentais

Griéfico 4 Concentragcao de DNA muscular (mg/100mg)
nos grupos controle (C) e imobilizados um dia
(Im1), dois dias (Im2) e trés dias (Im3); valores
em médiatepm; n=5; *p<0,05 comparado ao

controle (C)
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Grupos experimentais

Grafico 5 Concentracao de proteina total muscular (mg/
100mg) nos grupos controle (C) e imobilizados um
dia (Im1), dois dias (Im2) e trés dias (Im3); valores
em médiatepm; n=>5; *p<0,05 comparado ao

controle (C)
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to de 6,44% no segundo dia (C,
71,42+0,42 e Im2, 76,02+1%, p<0,05);
de 8,58% no terceiro dia (C, 71,42+0,35
e Im3, 77,55+0,38%, p<0,05).

A avaliacao das concentracoes de
DNA (Grafico 4) mostra elevacao de
43,18% (C, 0,044+0,0017 e ImT1,
0,063+0,0061T mg/100mg, p<0,05) no
primeiro dia; de 59,09% no segundo dia
(C, 0,44+0,0017 e Im2, 0,070+0,0047
mg/100mg, p<0,05); e 75% no terceiro
dia (C, 0,044+0,0017 e Im3, 0,077+0,011
mg/100mg, p<0,05).

Quanto ao contetido de proteinas
totais, foi observada no primeiro dia
elevacao de 45,90% (C, 5,058+0,26
e Im1, 7,38+0,27 mg/100mg, p<0,05);
de 32,25%, no segundo (C, 5,58+0,26
e Im2, 7,38+0,78 mg/100mg, p<0,05);
e de 58,95% no terceiro dia (C,
5,058+0,26 e Im3, 8,04+0,7 mg/100mg,
p<0,05), como mostra o Grafico 5.

DISCUSSAO

Desde a década de 1970, ndo se
obtém um consenso frente as altera-
¢oes histo-quimiofisiolégicas induzi-
das pelo desuso muscular, sendo ob-
servados resultados contraditérios, que
descrevem graus diferenciados de sus-
ceptibilidade a atrofia e relagdes fun-
cionais diferenciadas de acordo com
o tipo da fibra muscular e o local em
que esta se encontra'®??.

Alguns estudos sugeriram que as
alteracdes mais evidentes da atrofia
ocorrem nos dias iniciais do desuso,
indicando a possibilidade de haver
certa temporizagdo nas alteragdes da
homeostasia das fibras musculares
quando submetidas a imobilizagao®*?*.
Nesse sentido, entende-se que 0os maio-
res comprometimentos homeostdsicos
ocorram na fase inicial do desuso, de
modo que, a medida que a situagao de
desuso torna-se cronica, o declinio das
funcdes metabdlicas ocorre de forma
mais rapida®®, como evidenciado em
trabalho recente?®.

No presente estudo iniciou-se avali-
ando o contetido glicogénico muscular,
uma vez que esta reserva é marcadora
tanto das condigdes energéticas quanto
da condigdo de performance do muscu-
lo esquelético”. Ao avaliar as reservas
de glicogénio, observa-se que, no pri-
meiro dia de desuso, ndo houve alte-
ragao significativa; mas na progressao
da anélise, observou-se reducao no
contetido, que foi intensificada no se-
gundo e terceiro dias.

O misculo séleo é composto por
84% de fibras tipo I. Por essa razdo, a
reducdo no conteldo glicogénico
pode dever-se ao fato de os musculos
vermelhos apresentarem uma maior
populacdo de receptores de insulina;
dessa maneira, esse trabalho ratifica
estudos que sugerem que, entre a ter-
ceira e oitava hora ap6s a imobiliza-
¢do, ja ha significante redugdo na po-
pulagdo dos receptores insulinicos,
comprometendo a cascata sinaliza-
dora da insulina, principalmente no
que se refere as vias citosélicas liga-
das a sintese de glicogénio, predispon-
do ao quadro de resisténcia a insulina
e concomitante redugdo nas reservas
glicogénicas?®3.

Quanto ao comportamento do peso
muscular, foi observado que somente
no terceiro dia de imobilizacao o peso
mostrou-se reduzido, fato que pode ter
relacbes com a reducdo na sintese
proteica simultinea a elevagdo na
protedlise?e3133,

Optou-se por também avaliar o indi-
ce de hidratagdo, sendo verificado que
no segundo e terceiro dia da imobiliza-
¢do a hidratagdo foi significativamente
maior. Esse aumento da hidratacdo pode
ser reflexo da liberacdo local de subs-
tancias vasoativas na tentativa de me-
lhorar a perfusao tecidual e assim mo-
dificar o padrao de oferecimento de
substratos ou oxigénio*. Assim, a redu-
¢do no peso observado no terceiro dia
de desuso é resultante de um processo
de protedlise que ocorre simultaneamen-
te a elevacdo no indice de hidratacao.
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Apds evidenciar a perda de massa
muscular, avaliou-se a concentracao
de DNA e proteina total, sendo obser-
vado que os musculos apresentaram
elevagdo progressiva nas concentra-
¢Oes. Alguns pontos a esse respeito
merecem destaque, como por exem-
plo o fato de que as medidas de prote-
ina e DNA tém sido muito utilizadas
em diferentes estudos para indicar ta-
manho e ndmero de células em um
tecido®.

O desenvolvimento de hipotrofia
observado nos resultados tem relagcdo
direta com o balanco entre a taxa de
sintese e degradacao das proteinas3®.
Por outro lado, por haver elevagao no
indice de hidratacdo, é sugestivo o fato
de neste estudo ter se verificado com-
prometimento de outros sistemas
ativados, concomitante a elevacao na
permeabilidade capilar, como por
exemplo a elevagdo no extravasa-
mento de protefnas plasmaticas. Le-
vanta-se aqui uma hipétese explicati-
va. De acordo com observacdes de
Durigan*, o modelo de 6rtese aqui uti-
lizado geraria reducdo na deambulacao
logo no primeiro dia do desuso. Assim,
sincronicamente a imobilizacao tam-
bém ocorre edema leve, contribuindo
ainda mais para a redugdo na movimen-
tacdo exploratdria. Possivelmente, os re-
sultados da mensuracdo da concentra-
¢do de DNA e proteinas totais podem
representar um somatério do contetido
pertencente as fibras musculares in situ
e do proveniente de outros fatores de-
correntes do maior indice de hidrata-
¢do, como um possivel infiltrado de
células do sistema imunolégico e/ou
de outras estruturas.

CONCLUSAO

Durante a imobilizacdo, uma diver-
sidade de fatores compromete a
homeostasia do tecido muscular de-
sencadeando hipotrofia. Tais fatores
sdo ativados logo nos primeiros trés
dias do desuso.
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