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Sonhem, ainda que o sonho pareca impossivel.

Lutem, ainda que o inimigo pare¢a invencivel.

Suportem a dot, ainda que esta pareca insuportdvel.

Percorram por onde os bravos ndo ousaram percorrer.

Transformem o mal em bem, ainda que seja necessdrio caminhar mil milhas.
Atmem o puro e inocente, ainda que sejam inexistentes.

Resistam ainda quando o corpo ndo mais resista.

E no final, alcangardo aquela estrela, ainda que esta parega inalcangdvel.

Daisaku Ikeda
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RESUMO

KODAMA, F. Y. Efeitos da imobilizagdo, remobilizacéo livre e por meio de exercicio
fisico sobre as propriedades mecanicas e histolégicas do musculo de ratos de duas
faixas etarias. 2011. 101 f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia de Presidente Prudente, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Presidente Prudente, 2011.

A imobilizacdo é geralmente considerada como o método de escolha para o
tratamento de lesdes musculoesqueléticas, embora possa incorrer em alteracdes
estruturais indesejaveis. Na literatura poucos estudos avaliam a recuperacdo da
resisténcia do musculo apds a imobilizacao, principalmente do musculo envelhecido,
desta forma o objetivo do presente estudo é descrever os efeitos da imobilizacao, da
remobilizacéo livre e por meio de exercicio fisico sobre as propriedades mecanicas e
histolégicas do musculo esquelético de ratos de duas faixas de idade. Para tanto,
foram utilizados 69 ratos machos Wistar (Rattus novergicus) divididos em dois
grupos de acordo com a idade, sendo um grupo adulto (cinco meses) e um idoso (15
meses). Estes grupos foram subdivididos de acordo com os procedimentos
experimentais em controle, imobilizado, remobilizado livre e remobilizado por meio
de exercicio fisico. A imobilizacdo foi realizada com membros posteriores dos
animais em posicao de encurtamento por um periodo de sete dias. O protocolo de
exercicios foi composto por 5 sessdes de natagdo, 1 vez por dia e 25 minutos por
sessdo. Para obtencdo dos valores das propriedades mecanicas, o0 musculo
gastrocnémio foi submetido a ensaios mecanicos de tracdo na maquina universal de
ensaio EMIC® (modelo DL 2000) e calculadas as respectivas propriedades
mecanicas: alongamento no limite maximo, carga no limite maximo e rigidez. Foram
realizadas também medidas de morfometria por meio de técnica histolégica. Os
resultados do ensaio mecéanico demonstram diferencas significantes dos valores de
carga no limite maximo entre os subgrupos controle e os demais, tanto no grupo
adulto como no idoso. Ndo houve diferenga significante com relagéo a rigidez. O
alongamento no limite maximo sé apresentou diferenca no grupo idoso. Os
resultados de morfometria demonstraram redugcdo decorrente da imobilizagéo.
Concluiu-se que a imobilizagdo induz a reducao das propriedades mecanicas e
valores de morfometria, e que os protocolos de remobilizac&o livre e por meio de
exercicio fisico apresentam uma tendéncia a corrigir os valores ao padrdo do
controle.

Palavras-chave: musculo esquelético, imobilizacao, biomecénica, fatores etarios.
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ABSTRACT

KODAMA, F. Y. Effects of immobilization, free remobilization and remobilization by
with physical exercise on the mechanical properties and histological muscle of rats of
two age groups. 2011. 101 f. Dissertation (Master) Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia de Presidente Prudente, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Presidente Prudente, 2011.

Immobilization is generally regarded as the method of choice for the treatment of
musculoskeletal injuries, but may incur undesirable structural changes. In literature,
few studies evaluate the recovery of muscle strength after immobilization, mainly
aged muscle, so the purpose of this study is to describe the effects of immobilization,
the free remobilization and physical exercise on the mechanical and histological
properties in the skeletal muscle of two age groups of rats. To this end, we used 69
Wistar rats (Rattus norvegicus) divided into two groups according to age, being an
adult group (five months) and old group (15 months). These groups were subdivided
according to the experimental procedures in control, immobilized, free remobilized
and remobilized through exercise. Immobilization was performed with the
hindquarters of the animals in a shortened position for a period of seven days. The
exercise protocol consisted of five sessions of swimming, 1 time per day and 25
minutes per session. To obtain the values of mechanical properties, the
gastrocnemius muscle was subjected to mechanical testing machine EMIC universal
test ® (model DL 2000) and assessed their mechanical properties: stretching at the
maximum limit, load at the maximum limit and stiffness. Morphometry measurements
were also taken using histological technique. The results of mechanical tests show
significant differences in the values of the maximum load between the control and the
other subgroups, both in the adult and the elderly. There was no significant difference
with respect to stiffness. Stretching at the maximum limit only differ in the elderly
group. The results of morphometry showed decreased due to immobilization. It was
concluded that immobilization induces a reduction of mechanical properties and
morphology of values, and that the protocols of free remobilization and physical
exercise have a tendency to correct the values of the standard control.

Key Words: skeletal muscle, immobilization, biomechanics, age.
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1. INTRODUCAO

A imobilizacdo de um segmento corpéreo é o repouso local, continuo e
rigido'", e geralmente é considerada como o método de escolha para o tratamento
de lesGes musculoesqueléticas, embora possa incorrer em alteracées estruturais
indesejaveis®.

O musculo esquelético possui notavel capacidade para adaptacao estrutural e
funcional frente a diversos estimulos, sendo assim responde a imobilizacdo gerando
alteracées como reducao da reserva de glicogénio muscular, proliferacdo do tecido
conjuntivo intramuscular, atrofia muscular, alteragdo do numero de sarcdmeros em
série e diminuicdo da forca muscular®.

A intensidade em que estas alteragbes ocorrem é influenciada pela posicao
em que o membro é imobilizado. Matheus et al¥) estudaram o musculo
gastrocnémio de ratos imobilizados em posi¢éao de encurtamento e alongamento por
periodo de sete dias. Ambos apresentaram reducbées das propriedades
biomecéanicas, porém os musculos imobilizados em posicdo de encurtamento
tiveram reducao maior que os musculos imobilizados em alongamento.

De maneira geral, a posicao de encurtamento € a que provoca maiores
adaptacoes do tecido, quando comparada a posi¢cdo neutra ou de alongamento.
Além da posicao articular, as adaptacdes ocorridas apds imobilizacdo dependem do
musculo envolvido, uma vez que as fibras musculares lentas, tipo I, tém maior
vulnerabilidade a atrofia se comparadas as fibras musculares rapidas, tipo Il, devido
a mudanca momentanea do metabolismo, que permanece predominantemente
oxidativo durante o periodo, deixando as fibras susceptiveis a atrofia pela alteracao

na sintese protéica'.



O musculo gastrocnémio apresenta metade de suas fibras de contracéo
rapida (fibras tipo Il); dessa forma, a composicao mista desse musculo o indica para
estudar os efeitos da imobilizagao".

Sabe-se que a partir de seis horas da imobilizagao ocorre perda de proteinas,
sem alteracdo da quantidade de mioglobina®. Apds 48 horas de imobilizagdo o
musculo desenvolve atrofia e que apds 7 dias ocorre reducdo em 37% de sua
massa®, reduzindo a area de seccdo transversa das fibras musculares, a
capacidade de alongar e resistir a cargas, tornando-o mais susceptivel a lesées.

Em relagdo ao envelhecimento, sabe-se que este processo é caracterizado
por uma diminuicao funcional dos tecidos, 6rgaos e sistemas do organismo, com
reducido da capacidade de adaptacdo a estimulos internos e externos'”.

No musculo esquelético, o envelhecimento provoca uma progressiva
diminuicdo da massa, geracdo de forca e capacidade de regeneragao, juntamente
com aumento da suscetibilidade a lesdo, estresse oxidativo, e processo
inflamatorio® 9.

Estima-se que, a partir dos 40 anos, ocorra perda de aproximadamente 5% de
massa muscular a cada década, com declinio mais rapido apés os 65 anos!'?,
particularmente nos membros inferiores'”. As possiveis explicacdes para esta
reducdo sao: a diminuicdo do volume de cada fibra, a reducdo do numero total de
fibras ou a combinacéo de ambos''?.

O envelhecimento também esta associado com a reducao progressiva de
motoneurdnios, gerando uma inervagdo deficiente na musculatura. Felizmente,
muitas fibras sédo re-inervadas por outros neurbnios motores, minimizando a perda

funcional da musculatura esquelética. No entanto, esse processo € insuficiente para



compensar totalmente as alteragdes ocorridas pela desnervacéao, resultando atrofia
de fibras musculares'®.

Lexell, Downham e Sjostrom!'¥ observaram ntmero de fibras musculares
25% menor em idosos em comparacao com adultos jovens, estudando o musculo
vasto lateral em homens de 30 e 74 anos.

Os efeitos deletérios da imobilizacao associados as alteragbes provocadas
pelo processo de senescéncia sobre a musculatura esquelética podem resultar em
maior suscetibilidade a lesdes, 0 que torna interessante o estudo de suas respostas
frente a estimulos externos.

Na literatura poucos estudos avaliam como se processa a recuperacao da
resisténcia do musculo apds a imobilizacao e, principalmente, imobilizacao seguida

de remobilizagao!'*2?).

Desta forma, avaliacdo das propriedades mecénicas do
tecido muscular torna-se importante, consistindo numa ferramenta de grande
utiidade para o estabelecimento de protocolos clinico/cirirgicos e programas de
reabilitacéo, pois fornece conhecimento relevante sobre as possiveis adaptacdes e
alteracdes que ocorrem nos musculos frente a estimulos externos®. Existe também
uma dificuldade de encontrar trabalhos que abordem esses processos no musculo
esquelético envelhecido.

Face as consideracdes supracitadas, este estudo pretende analisar os efeitos

da imobilizacdo, remobilizagdo livre e por meio de exercicio fisico sobre as

propriedades mecéanicas do tecido muscular de ratos de duas faixas etarias.
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2. Revisao de Literatura

2.1. Musculo esquelético

O musculo esquelético é responsavel por praticamente todos os movimentos
voluntarios, representando de 40 a 45% da massa corpérea total no corpo humano
com aproximadamente 660 musculos com diferentes localizagées e fungdes®”
sendo considerado o agente do movimento ativo por meio da sua atuacdo nas
alavancas formadas por 0ssos, tenddes, ligamentos e articulacdes 2.

Os musculos variam em tamanho, forma e tipo, de acordo com sua fungdo®,
e Lieber® corrobora com tal afirmagéo, sustentando que o muisculo esquelético é a
representacdo classica da correlagdo entre estrutura e funcao, existindo nos niveis
macro e microscopicos uma disposicdo de elementos propria para gerar forca e
movimento.

Desta forma, a composicao estrutural dos musculos exerce importante papel
nas suas propriedades mecanicas, sendo necessaria uma breve revisdo descritiva.

O tecido muscular esquelético é composto por inumeras fibras que variam de
10 a 100pm de diametro no corpo humano, e cada uma dessas fibras € formada por
unidades sucessivamente menores®).

As fibras musculares estao organizadas em feixes (fasciculos musculares),
sendo que cada fibra € envolvida por uma camada formada pela lamina basal
associada a fibras reticulares, chamada de endomisio e cada fasciculo é envolvido
por tecido conjuntivo o qual recebe o nome de perimisio. Varios fasciculos juntos
sao envolvidos pelo epimisio, formando o musculo como um todo. Essa rede de
tecido conjuntivo cria um esqueleto de suporte para as fibras musculares, mantendo-
as unidas e permitindo que a forca de contragcdo gerada por cada fibra

individualmente atue sobre o musculo inteiro.



Figura 1: Representacdo esquematica ilustrando a organizagdo do mdusculo
esquelético. (adaptado)
Fonte: JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008, p.183.

A fibra muscular contém muitos feixes de filamentos, as miofibrilas, que
medem entre 1 a 2um de didmetro e estdo dispostas longitudinalmente nas fibras®.
Cada miofibrila, por sua vez, é formada por cerca de 1500 filamentos de miosina
adjacentes e 3000 filamentos de actina, que sado responsaveis pela contracéo
muscular'®®.

Observadas ao microscépio éptico, as fibras musculares mostram estriagdes
transversais, pela alternancia de faixas claras e escuras. A faixa clara é isotropica a
luz polarizada, e por isso recebe o nome de banda I, enquanto a faixa escura é
anisotrépica, sendo denominada banda A. Na regiao central de cada banda |,
observa-se uma linha transversal escura, a linha Z. A banda A apresenta uma zona

mais clara no seu centro, a banda H.



Figura 2: Organizagdo do mausculo esquelético, do nivel macroscopio ao nivel
molecular. F, G, H e | sdo cortes transversais dos niveis indicados.
Fonte: GUYTON e HALL, 2006, p.73.

A estriacao da miofibrila é devida a repeticdo de unidades iguais chamadas
sarcémero que mede cerca de 2,5um e fica delimitado por duas linhas Z sucessivas,
contendo uma banda A separando duas semibandas |.

Ao microscépio eletrbnico observam-se filamentos finos de actina que partem
da linha Z e vao até a borda externa da banda H, e filamentos grossos de miosina

que ocupam a regiao central do sarcémero. Esses filamentos juntos representam



10

55% do total de proteinas do musculo estriado e estao dispostos longitudinalmente
nas miofibrilas, sendo organizados numa distribuicao simétrica e paralela.

Os filamentos finos sdao formados por actina, tropomiosina, troponina e
tropomodulina®".

A actina apresenta-se sob forma de polimeros longos (actina F) formada por
duas cadeias de monbémeros globulares (actina G), torcidas uma sobre a outra em
dupla hélice.

A tropomiosina € uma molécula fina e longa, medindo cerca de 40nm de
comprimento, formada por duas cadeias polipeptidicas com arranjo em dupla hélice,
localizada ao longo do sulco entre os filamentos de actina F. Duas isoformas sao
encontradas, a tropomiosina a com variagao rapida e lenta, e a tropomiosina f3.

A troponina € um complexo protéico formado por trés subunidades com
funcdes especificas, a troponina C (TnC) que tem afinidade pelo ion calcio, sendo
essencial para a ligacdo com a miosina e possui duas isoformas TnC rapida, com
quatro ligagdes para o calcio, a TnC lenta, com uma ligagdo para o calcio; a
troponina | (Tnl) que inibe a acdo da actina e a atividade da ATPase, e apresenta
duas isoformas a Tnl rapida e a Tnl lenta; e a troponina T (TnT) que faz a ligacao
com a tropomiosina, também apresentando duas isoformas no musculo esquelético,
a TnT rapidae TnT lenta.

A tropomodulina é uma proteina que mantém os filamentos de actina em seu
comprimento, ndo havendo evidéncias de isoformas.

O filamento grosso é representado pela miosina e por outras proteinas que se
encontram ligadas a ela (proteina C, proteina H, proteina M e miomesina), servindo

de apoio e contribuindo para a integridade do sarcomero®' 27,
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As moléculas de miosina sao relativamente grandes (massa molecular de 500
kDa) e apresentam forma de bastdo com 20nm de comprimento € 2 a 3 nm de
didmetro, sendo formada por dois peptidios enrolados em hélice. Numa de suas
extremidades a miosina apresenta uma saliéncia globular ou cabeca que possui
locais especificos para combinacdo com a ATP, dotada de atividade ATPésica e
locais de ligacdo com a actina®. A molécula de miosina pode ser dividida em dois
fragmentos, a meromiosina leve que corresponde a maior parte da porcdo em
bastdo da molécula e meromiosina pesada que contém a saliéncia globular (cabeca)
mais uma parte do bastio.

As moléculas sao dispostas de tal maneira que suas partes em bastdo se
sobrepbe e as cabecas situam-se para fora, desta forma a parte central do
sarcOmero que corresponde a banda H, representa uma regido de sobreposicédo da
miosina constituida exclusivamente da parte em bastdo das moléculas. No centro da
banda H encontra-se a linha M, que corresponde a ligagdes laterais entre filamentos
grossos adjacentes. A principal proteina da linha M é a creatina cinase. Esta enzima
catalisa a transferéncia de um grupamento fosfato da fosfocreatinina para adenosina
difosfato (ADP) fornecendo adenosina trifosfato (ATP) para as contracdes
musculares®

O conjunto de miofibrilas é preso a membrana plasmatica da célula muscular
por meio de diversas proteinas que tém afinidade pelos miofilamentos e por
proteinas da membrana plasmatica. Uma dessas proteinas, chamada distrofina, liga
os filamentos de actina a proteinas do sarcolema®.

Existe ainda a desmina, a nebulina e a titina. A desmina esta relacionada com

a manutencao dos filamentos de actina e miosina, unidos a parede do sarcémero,
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fazendo a conexdao entre dois sarcémeros e a nebulina esta localizada préxima a

actina, controlando o nimero de ligagdes entre troponina e a tropomiosina®".

Figura 3: Representacédo dos componentes proteicos principais de um sarcémero
Fonte: DUBOWITZ e SEWRY, 2007, p.65.

A titina é uma proteina filamentosa elastica que promove a ligacdo da miosina
a extremidade do sarcémero e se estende da linha Z até a linha M. Esta proteina,
também conhecida como conectina, é extremamente grande®®, sendo que cada
molécula de titina tem peso molecular de, aproximadamente 3.000.000, o que a
transforma em uma das maiores moléculas protéicas do corpo®®. Este miofilamento
possui duas porgdes distintas: a por¢cdo associada a banda | que é extensivel e a
por¢cao associada a zona A que € ancorada ao longo do miofilamento de miosina e é

praticamente inextensivel®?.
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Figura 4: Representagédo da nebulina e titina e suas respectivas distribuicdes no sarcémero.
Fonte: ROCHA, 2006

Acredita-se que a titina funcione como um modelo na montagem do
sarcobmero e para a manutencdo de sua integridade. Estes conceitos foram
confirmados por trabalhos recentes mostrando que a perda de titina em longo
periodo de desuso do musculo esquelético resultou na desorganizacao da estrutura

do sarcémero®®®.

Figura 5: Localizacdo e arranjo da titina.
Fonte: GUO et al., 2010

Desta forma, € atribuida a titina participagdo na tensao de repouso muscular,
bem como participacdo na producdo de forca ativa e a responsabilidade na

manutencdo da estabilidade estrutural do sarcdémero. Alteragdes nas isoformas de
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titina podem causar perda da extensibilidade muscular, déficit no desenvolvimento
de forca e alteracdes da estrutura da Zona A®% 29,

As fibras podem ser classificadas por suas caracteristicas fisiolégicas e
bioquimicas.

A classificagdo principal divide as fibras em rapidas e lentas®”. Existe,
também, uma designacdo numérica para identificar os diferentes tipos de fibras.
Sendo assim, as fibras lentas sdo chamadas |, as rapidas Il, e aparecem ainda
subdivisdes das fibras rapidas que sao designadas por Il, seguidas de letras (a, b,
C)(22, 31).

As fibras lentas (tipo /) geram energia utilizando o sistema aerébio com menor
velocidade de propagacao do célcio, e grande nimero de mitocondrias, sendo muito
resistente a fadiga. Apresentam coloragcdo avermelhada, pois recebe maior
vascularizacao e contém altos niveis de mioglobina. Estas fibras sdo adaptadas para
contracOes continuadas e apresenta predominio das enzimas oxidativas incluindo a
citrato sintetase e a succinato desidrogenase®".

As fibras lla (intermediarias), de coloracdo rosada, tém capacidade de obter
ATP tanto por via glicolitica, como oxidativa. Apresentam alta densidade capilar e
mitocondrial, além de velocidade de contracdo rapida e preferéncia pelas vias
aerdbias de obtencéo de energia (via oxidativa), similarmente as fibras I, porém com
fadigabilidade intermediaria entre as fibras | e llb.

As fibras rapidas (tipo IIb) tém predominio das enzimas glicoliticas incluindo
fosfofrutoquinase (PFK) e lactato desidrogenase (LDH), gerando energia anaerobia.
Apresentam caracteristicas como alta capacidade de conducdo do potencial de

acao, rapida propagacao de calcio, com alta velocidade de contracédo e relaxamento,

grande capacidade de gerar forca, pouca resisténcia, pouca capilarizacdo, baixo
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namero de mitocondrias e reduzida quantidade de mioglobina, tendo alta atividade
da ATPase®").

A diferenciacdo das fibras musculares nos tipos vermelha, branca e
intermediaria é controlada pelos nervos. Em estudos com ratos, quando as fibras
brancas e vermelhas sdo desnervadas e se faz reimplante cruzado, as fibras
musculares mudam as caracteristicas durante a regeneracao de acordo com a nova
inervacao recebida®® 3.

Armstrong e Phelps®) estudaram o musculo gastrocnémio de ratos e
afirmaram que este pode ser dividido em uma camada mais superficial, com
predominio de fibras rapidas (llb) e uma camada mais profunda, com predominio de

fibras lentas e intermediarias (I e lla), apresentando desta forma, caracteristica

mista.

2.2. Imobilizacao

A imobilizacdo é um tratamento frequentemente utilizado em desordens do
sistema musculoesquelético como fraturas e lesées de partes moles, com o intuito
de impedir o aumento das lesdes dos tecidos e propiciar o restabelecimento mais
rapido. No entanto, associadas a essas caracteristicas terapéuticas, o uso da
imobilizagdo resulta também em varios efeitos nocivos, tais como a atrofia, aumento
de volume do tecido conjuntivo e fibrose intramuscular®® 4.

Os musculos mantidos inativos sdo mais sensiveis aos sinais catabdlicos dos
hormonios contrarregulatérios favorecendo a perda em relacdo ao ganho protéico,
com consequente redugdo da massa muscular. Estudos com musculos isolados
mostram que a taxa de transporte de aminoacidos esta diretamente ligada a

atividade contrétil, sendo assim, a diminuicdo da atividade contratil que ocorre com o

processo de imobilizagdo pode acarretar menor transporte de aminoacidos®.
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A perda de massa muscular associada a reducdo da forca € uma das
primeiras e mais 6bvias modificagdes que ocorrem como resultado da imobilizagéo,
ocorrendo de maneira mais acentuada nas primeiras 72 horas, com indices de 14 a
17%, reduzindo sua velocidade apdés uma semana de imobilizacdo. Além disso,
existe ainda outro fator relevante no processo: a velocidade de sintese proteica, que
comeca a declinar seis horas ap6s o inicio da imobilizacdo®?.

Outro que interfere na resposta muscular apds a imobilizagdo é posicao em
que o musculo é imobilizado. De maneira geral, a posicao de encurtamento é a que
provoca maiores adaptacdes do tecido, quando comparada a posi¢cao neutra ou de
alongamento®.

No musculo imobilizado em posicdo encurtada ocorre diminuicdo no
comprimento das fibras pela reducado dos sarcémeros em série e aumento do tecido
conjuntivo, acarretando uma diminui¢cdo da extensibilidade muscular. E os musculos
imobilizados com certo estiramento podem ganhar sarcOmeros em série,
aumentando o comprimento das fibras musculares®?.

Atualmente, para induzir atrofia muscular por desuso dois modelos s&o
considerados mais apropriados: a suspensao e a imobilizacao.

Os dois modelos produzem reducdes significativas na massa do musculo,
duracao da contragdo isométrica e pico de tensao tetanica®.

Em relacdo aos efeitos da imobilizacao sobre os tipos de fibras, sabe-se que
a perda de trofismo ocorre em ambos os tipos (rapidas e lentas), porém os efeitos
deletérios da imobilizacdo sdo mais pronunciados nas fibras de contracao lenta em

comparacao com as rapidas® 3230,
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Outras alteracdes decorrentes da imobilizacao sao a redugdo dos niveis de
ATP, ADP, creatina, fosfocreatina, glicogénio, e maiores indices de lactato mediante
as solicitagdes, resultando em uma menor resisténcia a fadiga®?.

Rocha®® resume os resultados da imobilizagdo sobre o musculo da seguinte
maneira:

1. Diminuicdo no tamanho das fibras musculares

2. Redugao em tamanho e niumero de mitocondrias

3. Reducao no peso total do musculo

4. Aumento no tempo de contragdo muscular

5. Redugéao na tensdo muscular produzida

6. Queda nos niveis de repouso de glicogénio e ATP

7. Queda mais rapida no nivel de ATP com o exercicio

8. Aumento na concentracao de lactato com o exercicio

9. Reducao na sintese protéica

2.3. Exercicio fisico

O exercicio fisico € uma conhecida forma de estresse que pode induzir o
organismo a responder produzindo varias modificacdes anatomofisiolégicas, dentre
as quais se destacam as alteracdes no sistema musculoesquelético.

As fibras musculares possuem uma alta capacidade de adaptacao funcional
gerando modificacdes em suas propriedades fisiolégicas e bioquimicas e alterando
as caracteristicas das proteinas musculares®".

A pratica de exercicios induz alteragdes que ocorrem de acordo com a

especificidade do treinamento. De forma geral, o exercicio fisico promove mudancgas
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nas proteinas musculares e nos tipos de fibra, permitindo a transicao no sentido
lento para rapido, ou rapido para lento®".

Exercicios de baixa intensidade e longa duracdo mostram adaptacdes
relacionadas a resisténcia muscular, incluindo fracbes aumentadas de fibras
oxidativas, aumento da capacidade oxidativa, maiores niveis de mioglobina, maiores

22,37,38) 5lém de induzir a

concentragdes de mitocdndrias e aumento da capilaridade!
conversao de fibras rapidas em fibras lentas. Por outro lado, um treinamento de alta
intensidade e curta duracado, como treinos de forca ou poténcia, leva a um resultado
oposto, ou seja, conversao de fibras lentas em rapidas®’.

Com relacao ao treinamento resistido, observam-se alteracées no padrao das
fibras musculares, aumentando o conteldo protéico e o recrutamento de unidades
motoras. Fatores estes que induzem a hipertrofia, importante resposta adaptativa do
musculo ao treinamento resistido®").

A hipertrofia é caracterizada pelo aumento da area de seccao transversa, que
fornece o potencial para o musculo desenvolver maior forca®®. Sendo que no corpo
humano, a forca contratil maxima varia entre 3 e 4 kg/cm? de area muscular em corte
transversal®. No entanto, a hipertrofia ndo aparenta ocorrer de modo uniforme
entre os diversos tipos de fibras. Fibras de contracao rapida (llb) respondem mais a
hipertrofia do que fibras de contragéo lenta (1)

De modo geral, o musculo esquelético tem a capacidade de se adaptar as
diferentes modalidades de exercicios reagindo de maneiras variadas a cada uma
delas, e devido ao fato do exercicio fisico ser frequentemente considerado como um

método terapéutico eficaz em protocolos de reabilitacdo, no presente estudo sera

realizado para a remobilizacdo pds-imobilizacdo gessada do segmento corpéreo.
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2.4. Ensaios mecéanicos

Os ensaios mecénicos tém sido utilizados para determinar as propriedades
mecanicas de materiais, principalmente metalicos. No entanto, a utilizacdo dessas
técnicas em materiais biol6gicos se torna importante para auxiliar a compreensao do
comportamento desses tecidos frente a estimulos externos.

Os ensaios mecéanicos podem ser destrutivos ou nao-destrutivos. Os
primeiros induzem a uma deformacéo permanente ou fratura (ruptura) da amostra e
constituem os ensaios de tracdo, compressao, tor¢do, cisalhamento, flexdo, entre
outros, variando de acordo com as caracteristicas de dire¢do e sentido da aplicacao
da carga (Figura 6). Os ensaios nao-destrutivos conservam as propriedades dos
materiais testados, sendo geralmente utilizados para verificar descontinuidades ou
falhas nas estruturas analisadas. Alguns exemplos sdo ensaios por raios-X, ultra-
som, liquidos penetrantes.

Com relacdo aos ensaios destrutivos, as propriedades mecanicas sao
verificadas pela execucdo de experimentos de laboratério cuidadosamente
programados, que reproduzem o mais fiel possivel as condicdbes em que o0s
materiais analisados sdo submetidos. Dentre os fatores a serem considerados
incluem-se a natureza da carga aplicada e a duragdo de sua aplicagdo, bem como

as condicdes ambientais®?.
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Figura 6: llustracdo esquematica da atuagdo das cargas ou forcas
gerando deformagbes. (a) ensaio de tracdo. (b) ensaio de
compressao. (¢) ensaio de cisalhamento. (d) ensaio de torcao.

Fonte: CALLISTER, 2002

Em relacdo a amostra (corpo de prova) a ser testada deve ser considerada a
geometria do material, e suas propriedades, uma vez que pode afetar diretamente
os resultados do ensaio. Por exemplo, alguns materiais bioldégicos possuem
anisotropia, ou seja, a mesma amostra possui diferentes comportamentos
mecanicos dependendo do posicionamento em que é fixada para a realizacdo do
ensaio, ou seja, a direcdo em que o material é testado. Por isso, o tipo de material,
sua forma, assim como o tamanho devem sempre objetivar uma padroniza¢ao para

ofertar representatividade e impossibilitar vieses.

2.4.1. Ensaio de tracdo
O ensaio de tracao consiste na aplicacdo de uma forca paralela ao eixo da

amostra, tendendo a aumenta-la®®.
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Para tanto, o corpo de prova é preso pelas suas extremidades nas garras de
fixacdo do dispositivo de testes programado para alongar o corpo de prova a uma
taxa constante, além de medir continua e simultaneamente a carga instantanea
aplicada e os alongamentos resultantes por meio de um software que permite
interface direta entre a maquina de ensaios e um computador.

A resultante da aplicacao do ensaio de tragao é registrada como uma relacéao

carga/deformacao ou tensao/deformacao.

2.4.2. Tensao e Deformacao
A tensao é a resisténcia de um corpo a uma forca externa aplicada em funcao

da sua area, sendo definida pela relagao:

o=F/A

Onde o é a tensao, F € a forca aplicada e A é a area de seccao transversa.
A deformacéo (g) resultante da aplicacao da tensdo sobre o0 corpo é expressa

da seguinte forma:

£=AL/L0

Onde AL é a deformacgdo sofrida e Lo é o comprimento inicial do corpo de

prova.

2.4.3. Deformacao elastica e Deformacao plastica
A parte inicial do grafico tensdo/deformagéo é uma reta linear definida pela

equagao:
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E=0/¢

Essa equacao fornece o médulo da elasticidade, cuja constante de
proporcionalidade (E) é a expressao da lei de Hooke, ou médulo de Young.

O processo de deformacdo no qual a tensdo e a deformacido séao
proporcionais € chamado de deformacao elastica. Um grafico da tensdao em funcgéao
da deformacao (Fig.7) resulta em uma reta linear cuja inclinacdo (coeficiente
angular) corresponde ao moédulo da elasticidade E. Esse médulo pode ser
considerado como sendo uma rigidez, ou resisténcia do material a deformacao
elastica. Quanto maior for esse modulo, mais rigido sera o material ou menor sera a

deformacao elastica que resultara da aplicagdo de uma dada tensao.

Figura 7: Curva carga x deformagédo. (Cméax) carga maxima. (Cprop) carga no
limite de proporcionalidade. (Dprop) deformag¢do no limite de proporcionalidade.
(Dmax) deformagdo na forca maxima. (LM) limite maximo. (LP) limite de
proporcionalidade.

Fonte: ROCHA, 2006.

A deformacéo elastica ndo é permanente, o que significa que quando a carga

aplicada é liberada, a peca retorna a sua forma original. O grafico
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tensao/deformacédo (Figura 8), mostra a aplicagdo da carga corresponde a um
movimento para cima a partir da origem e ao longo da linha reta. Com a liberagéo da

carga, a linha é percorrida na direcao oposta de volta a origem.

Figura 8: Diagrama esquematico tensao-
deformagdo, mostrando a deformacao
elastica linear para ciclos de carga e
descarga.

Fonte: CALLISTER, 2002

Existem alguns materiais para os quais esta porcao elastica inicial da curva
tensdo/deformagédo nado € linear; assim, ndo é possivel determinar um médulo de
elasticidade conforme aquele descrito acima. Para este comportamento nao linear,
utiliza-se normalmente um mddulo tangencial ou um médulo secante. O mddulo
tangencial é tomado como sendo a inclinacdo da curva tensdo/deformacdo em um
nivel de tensao especifico, enquanto o médulo secante representa a inclinacdo de
uma secante tirada desde a origem até algum ponto especifico sobre a curva o-¢.

A partir do ponto critico A, a linearidade desaparece e o material ultrapassa
seu limite elastico, isto €, a partir desse ponto, mesmo retiradas as cargas que
atuam sobre o corpo, alguma deformacao residual sera observada. Esse ponto A é
denominado limite elastico.

Na Figura 7 esta representada uma curva carga x deformacédo de um material

ideal, onde o trecho do gréafico compreendido entre a origem e o limite elastico é
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denominado zona elastica. Enquanto o material estiver nessa fase do grafico, tera
um comportamento elastico e obedecera a lei de Hooke?. Em biomateriais, esta
fase representa a extensibilidade tecidual sem desencadeamento de ruptura‘®.

Apbs a zona de deformacao elastica ocorre a zona de deformacao plastica,
onde o material ja ndo apresenta proporcionalidade entre tensao e deformacéao e,
cessadas as cargas que atuavam no corpo, 0 material que se encontrar neste
estagio apresentara deformacdo permanente, encontrando-se assim falhas
estruturais nos tecidos biolégicos®.

Em ensaios de tracdo realizados com materiais biol6gicos, o limite de
proporcionalidade pode nao ser identificavel. Dessa forma, outros referenciais sao

adotados como a carga maxima e a deformagao maxima®?.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

O objetivo do presente estudo foi descrever os efeitos dos protocolos de
imobilizacdo gessada, da remobilizacdo livre e da remobilizacdo por meio de
exercicio fisico sobre as propriedades mecéanicas do musculo gastrocnémio de ratos

de duas faixas de idade.

3.2. Especificos

- Descrever valores das propriedades mecénicas de alongamento e carga no
limite maximo e rigidez de ratos adultos e idosos.

- Analisar os efeitos da imobilizacdo, remobilizacado livre e por meio de
exercicio fisico sobre as propriedades mecanicas do musculo gastrocnémio
realizando comparag¢des com 0s grupos controle.

- Analisar os efeitos da imobilizacdo, remobilizacado livre e por meio de
exercicio fisico sobre o aspecto histolégico do musculo gastrocnémio, realizando

medidas de menor diametro das fibras musculares.



Material e Métodos
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais de experimentacao

Foram utilizados 69 ratos machos Wistar (Rattus novergicus) fornecidos pelo
Biotério Central da Universidade Estadual Paulista - Campus de Botucatu-SP, sendo
transferidos em duas etapas para o biotério do Laboratério de Histologia da
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia de Presidente Prudente - FCT/UNESP. Na
primeira etapa foram transferidos 35 animais com 45 dias de idade, permanecendo
no biotério deste laboratério por aproximadamente 410 dias a fim de completar a
idade de 15 meses. Posteriormente, foram transferidos mais 34 animais com 60 dias
de idade, permanecendo neste biotério por aproximadamente 90 dias para
completar a idade de cinco meses.

Os animais foram acondicionados em gaiolas coletivas de polipropileno com
quatro animais, sob condicbes controladas de temperatura (22 + 2°C) e umidade (50
t+ 10%) e ciclo claro/escuro de 12 horas (7-19h), com acesso a agua e alimentagéo
padrao (MP-77, Primor) ad libitum.

Os procedimentos adotados foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia de Presidente Prudente sob o
protocolo n? 312/2008 (ANEXO |) seguindo os principios éticos na experimentacao
animal (COBEA). Devido a modificagdes no projeto original e a instituicdo do Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia de
Presidente Prudente no ano de 2010, este projeto foi reencaminhado, sendo

aprovado sob protocolo n® 05/2010 (ANEXO II).
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4.2. Grupos experimentais

Os primeiros animais transferidos compunham o Grupo Idoso (Grupo B) que
foram mantidos no biotério até completaram a idade de 15 meses*". O segundo
grupo de animais foi denominado Grupo Adulto (Grupo A), mantidos no biotério até
completarem cinco meses de idade para inicio dos experimentos. Imediatamente
apos a chegada de cada grupo no Biotério do Laboratério de Histologia, estes foram
subdivididos em quatro grupos experimentais, utilizando o seguinte processo de

aleatoriedade:

Trés pessoas foram envolvidas no procedimento. A primeira etiquetou o fundo
das gaiolas (referenciando os subgrupos do experimento). A segunda pessoa
recebeu as gaiolas com os animais, colocando-as no chao e saindo do ambiente. A
terceira entrou no ambiente, pegando um animal aleatoriamente e colocando-o em
uma gaiola até as quatro terem um animal cada. Essa pessoa saiu do ambiente. A
segunda pessoa retornava e alterava a ordem das oito gaiolas e saia para a entrada
da terceira pessoa no ambiente e o processo foi repetido sucessivamente,
invertendo-se a ordem das gaiolas e das pessoas, para que a escolha dos animais
nao tivesse um critério, nem uma rotina, até que todos os animais foram alocados
nas gaiolas.

Sendo assim, os subgrupos foram classificados da seguinte maneira:

- Adulto controle (A1) e Idoso controle (B1)

Animais que permaneceram no biotério durante o periodo experimental e

foram eutanasiados de forma pareada com os grupos remobilizados.

- Adulto imobilizado (A2) e Idoso imobilizado (B2)



30

Animais que foram submetidos a imobilizacdo gessada, sendo eutanasiados

logo apods a retirada da mesma.

- Adulto imobilizado e remobilizado livre (A3) e Idoso imobilizado e

remobilizado livre (B3)

Animais que foram submetidos a imobilizacdo gessada, seguida de

remobilizagdo livre, sendo posteriormente eutanasiados.

- Adulto imobilizado e remobilizado por meio de exercicio fisico (A4) e Idoso

imobilizado e remobilizado por meio de exercicio fisico (B4)

Animais que foram submetidos a imobilizacado gessada seguida de dois dias
de remobilizacao livre e exercicio fisico de natagao por periodo de cinco dias, sendo

posteriormente eutanasiados.

Desta forma, cada subgrupo foi composto com oito animais, sendo os
animais restantes distribuidos nos subgrupos experimentais adultos (A2, A3 e A4) e

idosos (B2, B3 e B4).

4.3. Técnica de Imobilizacao

Os animais foram anestesiados com cloridrato de ketamina (80mg/kg) e
cloridrato de xilazina (15mg/kg) via intraperitoneal®.

Apés a efetivacao da anestesia, os ratos tiveram os tornozelos envolvidos por
uma malha tubular, sendo em seguida utilizada uma atadura gessada de secagem
rapida com aproximadamente trés cm de largura, aplicada de maneira convencional
para a imobilizacado dos membros posteriores, desde a pelve até o tornozelo (Figura

9). O gesso foi substituido quando necessario, respeitando o mesmo procedimento.
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Foi realizada imobilizagdo bilateral, com ambos o0os membros posteriores
(pelve, quadril e joelho) em extensdo e o tornozelo em flexao plantar, o0 que manteve

o musculo gastrocnémio em posicdo de encurtamento.

Figura 9: Aplicagao da técnica de imobilizagao gessada

3, 4, 20, 42)

Os animais permaneceram imobilizados por sete dias consecutivos' e

foram mantidos em gaiolas individuais com livre acesso a agua e ragao.

4.4. Remobilizacéao livre

Apbs a retirada da imobilizagdo, os animais dos grupos A3 e B3 foram
colocados em gaiolas coletivas para remobilizacao livre, permanecendo no biotério
por periodo de sete dias, sendo posteriormente eutanasiados.

Os animais dos grupos A4 e B4 também foram submetidos ao mesmo
procedimento, porém por periodo de dois dias, antes da aplicagdo do protocolo de

exercicio fisico.

4.5. Adaptacao ao meio liquido
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Anteriormente a aplicacdo da técnica de imobilizacdo gessada nos animais
dos grupos A4 e B4, estes foram submetidos a um processo de adaptacdo ao meio
liquido.

A adaptacdo ocorreu em um tanque cilindrico com superficie lisa, medindo
120cm de diametro por 75cm de altura, com nivel da agua em 10 cm, temperatura
da agua mantida a 31 £ 1°C , com duracdo de 15 minutos por 10 dias consecutivos.
O propodsito da adaptagao foi reduzir o estresse do animal sem, entretanto, promover

adaptacoes fisioldgicas decorrentes do exercicio fisico.

4.6. Protocolo de exercicio fisico

Apé6s dois dias de remobilizacao livre, os animais dos subgrupos A4 e B4
foram submetidos a cinco sessoées (diarias) individuais de natagdo em um tanque
medindo 120cm de diametro x 75cm de altura, divididos em oito compartimentos
cilindricos de PVC (30cm de diametro x 120cm de altura) contendo agua a 70 cm de
profundidade com temperatura de 31 £ 1°C. Nao houve adicdo de carga nos animais

e cada sesséo teve duracgao de 25 minutos (Figura 10).

(A) (B)

Figura 10: Tanque com compartimentos de PVC utilizados para realizagdo do
protocolo de exercicio fisico. A: vista lateral. B: vista superior.
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4.7. Coleta e preparo do material

Os animais foram submetidos a eutanasia por meio de uma dose excessiva
de cloridrato de ketamina e cloridrato de xilazina via intraperitoneal, seguindo os
principios éticos em pesquisa animal® )

O musculo gastrocnémio direito de cada animal foi retirado por meio da
remocao da pele e de algumas partes moles sendo tomada a precaugcao para
manter sua integridade, preservando a origem no terco distal do fémur e a insercéao
no calcaneo para facilitar a fixagdo da peca a maquina de ensaio.

Apés a dissecagao, o musculo foi colocado em solugcédo de lactato de Ringer,
em temperatura ambiente, até o momento da realizacdo dos ensaios de tracao,
periodo este inferior & uma hora.

O mausculo gastrocnémio esquerdo foi congelado por meio do sistema de
imersdo em N-hexana resfriada a —70°C em nitrogénio pelo Meétodo de
Congelamento de Tecido Nao Fixado.

Para realizacdo deste procedimento foi colocado de 30 a 50 mL de N-hexana
em um béquer amarrado a um fio isolante para imersdo em nitrogénio. Por meio de
um bastao de vidro o liquido intermediario foi agitado até atingir um estado pastoso
(-70°C a -80°C), onde foram imersos os blocos de tecido muscular por 20 a 30
segundos. Apés tal procedimento, os blocos congelados foram transferidos a camara
do micrétomo criostato “HM 505 E Microm” (-20°C) e mantidos na camara até que o
estabelecimento do equilibrio térmico (20 a 30 min), sendo posteriormente colocados
em capsulas plasticas identificadas e armazenados em botijao de nitrogénio a —

180 °C para posterior analise morfométrica.
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4.8. Ensaio mecanico de tracao muscular

Para o ensaio de tracdao foi utilizado uma maquina universal de ensaios
(marca EMIC®, modelo DL2000) do Departamento de Fisica, Quimica e Biologia da
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia de Presidente Prudente — FCT/UNESP,
equipada com célula de carga de capacidade de 50kgf.

A maquina utilizada possui interface direta a um microcomputador, com o
software Tesc ®, capaz de gerar um grafico, carga versus alongamento, para cada
ensaio.

Dois conjuntos de acessorios foram confeccionados para a fixacdo da peca a
ser testada, sendo um para fixacdo do fémur e outro para fixagdo do calcéneo,

mantendo o joelho e tornozelo com 90° de angulacao.

Figura 11: Conjunto de acessorios
confeccionados para fixagdo do fémur e do
calcéneo.

Antes de iniciar o ensaio, 0 musculo é acoplado a maquina e sao realizadas
medidas de perimetro do musculo gastrocnémio e comprimento do complexo fémur-

gastrocnémio-calcaneo.
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Figura 12: Muasculo gastrocnémio acoplado as
pecas de fixagao.

No momento do ensaio, 0 musculo é submetido a uma pré-carga de 300g‘®
durante o tempo de 30 segundos, com o intuito de promover a acomodacao do
sistema.

Apos a pré-carga, o ensaio prosseguiu com velocidade preestabelecida de
10 mm/minuto. A carga aplicada foi registrada pelo software em intervalos regulares
de alongamento até o momento de ruptura do musculo.

A partir dos graficos, carga versus alongamento de cada ensaio, foram
obtidas e analisadas as seguintes propriedades mecanicas:

- Carga no limite maximo (CLM): corresponde ao ponto grafico de maior valor
de forca em Newton (N) obtido pelo musculo no ensaio de tracao.

- Alongamento no limite maximo (ALM): é representada pelo valor de
deformacdo em milimetros (x10m) atingido no Limite Maximo.

- Rigidez relativa: representa o quanto o musculo é capaz de deformar sem
que seja danificada a arquitetura muscular, corresponde a tangente do angulo (0),

sendo representada em newtons/metro (N/m).
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Figura 13: Imagem do Programa Tesc, demonstrando grafico e resultados do ensaio de
tracdo muscular.

4.9. Andlise morfométrica das fibras musculares

Os blocos de tecido muscular foram retirados do botijao de nitrogénio (-
180°C) e transferidos para a camara do micr6tomo criostato (-20°C), sendo mantidos
neste ambiente, para estabelecer-se o equilibrio térmico, durante 20 a 30 minutos
(Figura 14). Posteriormente foram fixados em suportes metalicos do criostato por
meio de pequenas quantidades de adesivo (OCT — Tissue Tek Compound) e
orientados de modo que os cortes fossem feitos transversalmente a direcao das

fibras musculares.
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Figura 14: Micrétomo criostato - HM 505 E Microm com blocos
de tecido muscular fixados.

A microtomia foi realizada mediante temperatura de —20°C, com espessura de
5um, seguindo-se as técnicas e cuidados adequados. Em seguida foram
confeccionadas laminas com os cortes histologicos corados pelo método
Hematoxilina e Eosina (HE) “%.

Foram capturadas aproximadamente trés campos de cada amostra muscular
com objetiva 20x por meio do software NIS-Elements D3.0 - SP7 - Nikon®, sendo
efetuadas mensuracdes do menor diametro de 120 fibras musculares (um)“.

Buscou-se evitar que a mesma area fosse fotografada duas vezes.
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Figura 15: Imagem do software NIS-Elements D3.0 - SP7 (Nikon®) demonstrando
medidas de menor didametro das fibras musculares.

4.10. Anadlises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados pelo programa estatistico SPSS 17.0 for
Windows, sendo aplicado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Posteriormente,
as variaveis foram analisadas considerando os resultados de normalidade e o

objetivo da analise.

Os dados de massa corpérea, for¢ca no limite maximo, rigidez, comprimento,
perimetro, massa do gastrocnémio e morfometria apresentaram-se normais, sendo
assim utilizou-se testes paramétricos. Para comparacao entre os subgrupos dentro
de cada grupo (A e B) foi utilizada a analise de variancia (ANOVA-One-Way),

seguido do pés-teste de Tukey realizados por meio do programa estatistico SPSS.

Para estabelecer comparacdes entre os tempos To, Ty € T, de massa

corporea para os subgrupos adultos A1, A3 e A4 e idosos B1, B3 e B4, realizou-se a
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Analise de Variancia para medidas repetidas, seguida pelo teste de Tukey-Kramer
utilizando o programa estatistico Instat Graphpad® (v.3.01). Como a eutanasia dos
subgrupos A2 e B2 ocorreu no tempo 1 (T4), ndo foram apresentados dados no
tempo 2 (T»), sendo assim foi aplicado o teste t pareado para comparar os tempos Ty

eT1.

Os dados de alongamento no limite maximo apresentaram-se ndo normais
tanto no grupo A quanto no grupo B. Sendo assim, para comparar 0s subgrupos,
utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pés-teste de Dunn por meio do

programa Instat.

Para todas as analises utilizou-se nivel de significancia de p<0,05.



Resultados
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5. RESULTADOS

Treze animais ndo puderam ser utilizados, dentre esses, sete pertenciam ao
Grupo Idoso (B) e seis ao Grupo Adulto (A). No aspecto geral trés animais
apresentaram uma atitude constante da cabeca em rotacdo para um lado e
dificuldades de deambulacéo, fato que foi atribuido a ocorréncia de transtornos do
labirinto. O musculo de um animal apresentou ruptura na origem muscular do
gastrocnémio durante o ensaio mecanico, devido a erro na dissecacao da peca; dois
animais apresentaram alteragdes nos graficos de carga x alongamento gerados por
fraturas 6sseas; trés animais nao resistiram a segunda anestesia feita para reparar o
aparelho gessado, devido a laceracao feita pelo animal; e quatro animais foram
encontrados mortos em suas gaiolas sem causa aparente. Sendo assim, cada

subgrupo foi composto por sete animais.

5.1. Massa corporea

Foram realizadas medidas de massa corpérea dos animais antes da
imobilizacdo (tempo Ty) e logo apos a retirada do aparelho gessado (tempo T1) para
0s subgrupos adultos A2, A3, e A4 e idosos B2, B3 e B4. A medida da massa
corpoérea no tempo T, representa a medida logo apds o periodo de remobilizacao
(eutanasia) para os subgrupos adultos A3 e A4 e idosos B3 e B4. Para os subgrupos
controle (A1 e B1) todos os tempos (To, T1 e T») representam intervalos de sete dias.
Como a eutanasia dos subgrupos A2 e B2 ocorreu no tempo 1 (T¢), ndo sao

apresentados dados no tempo 2 (Ty).

A média e desvio padrdao das medidas de massa corpdrea dos grupos adulto

e idoso estdo apresentadas na tabela 1.
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Tabela 1. Massa corpdérea em gramas dos animais dos grupos adulto e idoso.

Grupos  Massa corporea (T) Massa corporea (T,) Massa corporea (T,)
A1l 342,11 + 30,77 360,71 + 31,39" 372,87 + 33,63°
A2 399,51 + 32,26 339,17 +20,71* o
A3 408,19 £ 21,39 348,73 + 34,60" 360,13 + 25,66°
A4 439,33 £ 48,56 404,99 +47,18" 413,26 + 48,62°
B1 537,70 + 53,72 557,91 £ 41,60 578,60 + 34,05 °
B2 541,60 + 46,58 450,16 + 36,55" i
B3 481,93 £ 33,92 414,47 + 24,66" 450,31 + 22,56 ©
B4 541,20 £ 45,78 446,97 + 61,76" 476,19 + 40,34 °

“Diferenca estatisticamente significante em relagdo ao tempo anterior. “Diferenca significante em
relacdo a T,. Ty: inicio do experimento. Tq: para os subgrupos 2, 3 e 4 (A2, B2; A3, B3; A4, B4)
representa o efeito de 7 dias de imobilizagdo. T,: para os subgrupos 3 e 4 (A3, B3; A4, B4) representa

o efeito da remobilizago.

A comparacao dos valores da massa corpérea entre os subgrupos adulto (A)
tanto no inicio do experimento (F = 9,591; p = 0,000) quanto na eutanasia (F =

5,948; p = 0,004) demonstraram diferencas significativas.

Entre os subgrupos idoso (B) ndo foram encontradas diferencgas significantes
no inicio do experimento (F = 2,514; p = 0,082), sendo estas observadas na

eutanasia (F = 22,564; p = 0,000).
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Figura 16: “Box-plot” das medidas de massa corpérea (em gramas) do
subgrupo A1 nos tempos Ty, T1 e To. Ty = inicio do experimento. Ty = 7 dias
apos o inicio do experimento. T, = 14 dias apds o inicio do experimento.

Foram observadas diferencas significantes entre os tempos Ty e Ty, para
todos os subgrupos A e para os subgrupos B2, B3 e B4, sendo que apenas A1

apresentou aumento significante em T;.



Figura 17: “Box-plot” das medidas de massa corpérea (em gramas) do
subgrupo A2 nos tempos Ty, T1 € To. Ty = inicio do experimento. T; = apds 7
dias de imobilizagéo.

Figura 18: “Box-plot” das medidas de massa corpérea (em gramas) do
subgrupo A3 nos tempos Ty, T1 € To. Ty = inicio do experimento. T = apds 7
dias de imobilizagéo. T, = apds 7 dias de remobilizacao livre.
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Figura 19: “Box-plot” das medidas de massa corpérea (em gramas) do
subgrupo A4 nos tempos Ty, T1 € To. Ty = inicio do experimento. T = apds 7
dias de imobilizagédo. T, = apds periodo de remobilizagdo por meio de exercicio
fisico.

Figura 20: “Box-plot” das medidas de massa corpérea (em gramas) do
subgrupo B1 nos tempos Ty, T1 e To. Ty = inicio do experimento. Ty = 7 dias
apos o inicio do experimento. T, = 14 dias apds o inicio do experimento.
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Figura 21: “Box-plot” das medidas de massa corpérea (em gramas) do
subgrupo B2 nos tempos Ty, T1 € To. Ty = inicio do experimento. T = apds 7
dias de imobilizacao.

Figura 22: “Box-plot” das medidas de massa corpérea (em gramas) do
subgrupo B3 nos tempos Ty, T1 € To. Ty = inicio do experimento. T = apds 7
dias de imobilizagao. T, = apds 7 dias de remobilizacao livre.

46
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Figura 23: “Box-plot” das medidas de massa corpérea (em gramas) do
subgrupo B4 nos tempos Ty, T1 € To. Ty = inicio do experimento. T; = apds 7
dias de imobilizagédo. T, = apds periodo de remobilizagdo por meio de exercicio
fisico.

5.2. Medidas do musculo gastrocnémio direito

As medidas de comprimento, perimetro e massa do musculo gastrocnémio
direito estdo apresentadas nas tabelas 2 (grupos adultos) e 3 (grupos idosos), sendo
os valores demonstrados como média e desvio-padrao. As medidas de comprimento
foram realizadas na maquina de ensaios e representam medidas do complexo

fémur-gastrocnémio-calcaneo.
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Tabela 2. Medidas do musculo gastrocnémio direito. Grupo adulto (A)

Grupos Comprimento (mm) Perimetro (mm) Massa (Gastr Direito)
At 47,71 +1,25 37,14 + 2,34°° 3,153 + 0,377°¢¢
A2 47,86 £ 2,12 32,71 +1,89° 2,601 £0,179%

A3 47,86 + 1,46 33,43 + 1,812 2,398 +0,1712
A4 48,86 + 1,86 35,00 + 1,91 2,609 *+ 0,398%

?p<0,05 (comparado com A1); °p<0,05 (comparado com A2); °p<0,05 (comparado com A3); °p<0,05
(comparado com A4). A1 = Adulto controle; A2 = Adulto imobilizado; A3 = Adulto remobilizado livre e
A4 = Adulto remobilizado por meio de exercicio fisico.

Foram encontradas diferencas estatisticamente significantes tanto entre os
subgrupos do grupo A como do grupo B em relacdo ao perimetro e a massa do

gastrocnémio.

Tabela 3. Medidas do musculo gastrocnémio direito. Grupo idoso (B)

Grupos Comprimento (mm) Perimetro (mm) Massa (Gastr Direito)
B1 48,86 + 5,27 39,29 + 1,25°¢ 4,410 + 0,399"%¢
B2 49,14 + 2,97 37,29 + 3,90° 3,279 + 0,500%

B3 51,29 + 2,14 31,14 + 1,95 2,816 +0,3512
B4 52,29 + 1,89 34,00 + 1,412 3,067 + 0,267

®p<0,05 (comparado com B1); bp<0,05 (comparado com B2); °p<0,05 (comparado com B3); dp<0,05
(comparado com B4). B1 = Idoso controle; B2 = Idoso imobilizado; B3 = Idoso remobilizado livre e
B4 = Idoso remobilizado por meio de exercicio fisico.

Nas figuras 13, 14, 15, 16, 17 e 18 sdo apresentadas a distribuicdo dos dados
acima para cada parametro considerado. Para o item comprimento inicial foi

observado que nao houve diferenca significante, tanto no grupo A quanto no grupo

B.



Figura 24: “Box-plot” das medidas de comprimento inicial do complexo
fémur-gastrocnémio-calcaneo dos subgrupos adultos.

Figura 25: “Box-plot” das medidas de comprimento inicial do complexo
fémur-gastrocnémio-calcaneo dos subgrupos idosos.

49



Figura 26: “Box-plot” das medidas de perimetro do mdusculo
gastrocnémio dos subgrupos adultos.

Figura 27: “Box-plot” das medidas de perimetro do mausculo
gastrocnémio dos subgrupos adultos.
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Figura 28: “Box-plot” das medidas de massa do gastrocnémio dos
animais dos subgrupos adultos.

Figura 29: “Box-plot” das medidas de massa do gastrocnémio dos
animais dos subgrupos idosos.
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5.3. Propriedades biomecanicas

As propriedades mecénicas de alongamento no limite maximo (ALM), carga
no limite maximo (CLM) e rigidez estdo apresentadas nas tabelas 5 (grupo A) e 6

(grupo B).

Tabela 4. Propriedades biomecéanicas do grupo adulto (A)

Grupos AIORn%a;(Tnigt& ;‘gs'r":;“"e Carda i’:"]’oL(i,’Bi‘e Rigidez (x10°N/m)
A1 16,67 + 4,05 53,49 + 2,40°¢ 4,88 + 0,84
A2 12,22 + 2,40 41,99 + 3,192 5,21 + 1,42
A3 12,46 + 1,43 39,59 + 4,257 4,31 £0,78
A4 13,28 + 3,02 45,38 + 6,212 4,64 + 1,88

?p<0,05 (comparado com A1); °p<0,05 (comparado com A2); °p<0,05 (comparado com A3); °p<0,05
(comparado com A4). A1 = Adulto controle; A2 = Adulto imobilizado; A3 = Adulto remobilizado livre e
A4 = Adulto remobilizado por meio de exercicio fisico.

Tabela 5. Propriedades biomecéanicas do grupo idoso (B)

Grupos A'°'&%§T§2t& ;‘gsﬂ;“"e Carge i'r‘:l’o'-(iﬂ')"e Rigidez (x10°N/m)
B1 15,65 + 3,14°¢ 60,33 + 3,96"°¢ 5,03 + 1,39
B2 13,07 £ 2,18 43,86 + 2,812 4,43 £ 1,22
B3 10,92 + 2,057 42,73 + 5,787 5,43 + 1,20
B4 10,94 + 2,23° 46,60 + 4,812 5,99 + 1,02

?p<0,05 (comparado com B1); °p<0,05 (comparado com B2); °p<0,05 (comparado com B3); °p<0,05
(comparado com B4). B1 = Idoso controle; B2 = Idoso imobilizado; B3 = Idoso remobilizado livre e B4
= Idoso remobilizado por meio de exercicio fisico.

Os valores das propriedades mecanicas, alongamento e carga no limite

maximo e rigidez estdo apresentados nas figuras 19, 20, 21, 22, 23 e 24.



Figura 30: “Box-plot” dos valores de alongamento no limite maximo
(ALM) dos subgrupos adultos.

Figura 31: “Box-plot” dos valores de alongamento no limite maximo
(ALM) dos subgrupos idosos.
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Figura 32: “Box-plot” dos valores de carga no limite maximo (CLM) dos
subgrupos adultos.

Figura 33: “Box-plot” dos valores de carga no limite maximo (CLM) dos
subgrupos idosos.
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Figura 34: “Box-plot” dos valores de rigidez dos subgrupos adultos.

Figura 35: “Box-plot” dos valores de rigidez dos subgrupos idosos.
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5.4. Medidas de menor diametro das fibras musculares

Os valores de menor diametro das fibras do musculo gastrocnémio esquerdo
foram obtidos por meio de andlise histologica®® e sdo apresentados como média

seguida do respectivo desvio-padrao nas tabelas 7 e 8.

Tabela 6. Morfometria do gastrocnémio esquerdo (Grupos

adultos)
Grupos Morfometria (pm)
A1 45,39 + 3,41°°
A2 38,43 + 4,207
A3 36,97 + 3,41°
A4 42,01 £ 4,21

0<0,05 (comparado com A1); °p<0,05 (comparado com A2); °p<0,05
(comparado com A3); GIp<0,05 (comparado com A4). A1 = Adulto controle;
A2 = Adulto imobilizado; A3 = Adulto remobilizado livre e A4 = Adulto
remobilizado por meio de exercicio fisico.

De acordo com os resultados da analise de variancia, verificou-se que houve
diferenca nos valores de menor didmetro entre os subgrupos (1,2, 3 e 4) do grupo

“A” (F = 6,825; p = 0,002) e do grupo “B” (F = 14,852; p = 0,000).



Figura 36: “Box-plot” das medidas de morfometria dos subgrupos
adultos.

Tabela 7. Morfometria do gastrocnémio esquerdo (Grupos
idosos)

Grupos Morfometria (um)
B1 51,37 + 3,86>%¢
B2 42,26 + 4,39°
B3 36,00 + 4,15%
B4 41,86 + 4,95°

0<0,05 (comparado com B1); °p<0,05 (comparado com B2); °p<0,05
(comparado com B3); dp<0,05 (comparado com B4). B1 = Idoso controle; B2
= ldoso imobilizado; B3 = Idoso remobilizado livre e B4 = Idoso remobilizado
por meio de exercicio fisico.
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Figura 37: “Box-plot” das medidas de morfometria dos subgrupos
idosos.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo buscou verificar os efeitos da imobilizagdo nas
propriedades mecanicas do musculo de ratos de duas faixas etarias (cinco meses e
15 meses), assim como as respostas aos protocolos de remobilizagao livre e por
meio de exercicio fisico.

A avaliacdo dessas propriedades mecanicas no musculo esquelético fornece
conhecimento relevante para o entendimento dos mecanismos adaptativos frente a
diferentes demandas funcionais*® 4> 46,

Para compreender a biomecanica muscular, varios modelos matematicos tém
sido desenvolvidos, desde que Hill*”) desenvolveu o primeiro. Porém a utilizagdo
destes modelos ndo permite a compreensdo do comportamento biomecanico da
musculatura associada a variaveis intervenientes. Sendo assim, a analise por meio
do ensaio mecéanico de tracdo se torna interessante, pois permite a avaliacao da
resposta adaptativa do musculo frente a diferentes estimulos, além de simular
cargas impostas a estrutura musculoesquelética, que é constantemente acometida
por atuacao de forcas externas, principalmente sob forma de tenséao.

O musculo gastrocnémio foi utilizado por sua localizagdo que permite
preservar as caracteristicas fisiolégicas quanto a origem e inser¢do musculares apés
dissecacao, possibilitando sua fixagdo a maquina de tracdo para realizacdo dos
ensaios. Isto é importante, pois a andlise do tecido bioldégico como estrutura inteira
reflete melhor a solicitagdo mecanica fisioldgica®®). Esse musculo trabalha sob
condigdes de atividade fisica extrema e tem um risco aumentado para lesbes e

rupturas® 749,
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6.1. Técnica de imobilizacao

Sabe-se que as fibras musculares possuem uma capacidade adaptativa,
chamada de plasticidade muscular, para alterar suas propriedades fisiolégicas e
bioquimicas de acordo com os estimulos a que sado submetidas, com resultado
refletindo nas proteinas musculares®".

Sao varios os estimulos que atuam sobre o musculo esquelético promovendo
alteracoes fisiolégicas e moleculares, dentre os quais temos a imobilizacdo e o
exercicio fisico.

A imobilizagdo geralmente € o método de escolha para o tratamento das
lesbes musculoesqueléticas, embora possa induzir alteracdes estruturais nao
desejaveis como a atrofia, 0 aumento de tecido conectivo e fibrose®.

As alteracOes induzidas pela imobilizacao nao se limitam apenas ao musculo,
sendo que sao frequentes os relatos de transtornos de inervacéao e circulagao, perda
de massa dssea, alteracdes ligamentares, edema e rigidez articular!’ ®9.

Trabalhos prévios mostraram alteracbes ap6s duas ou trés semanas de

%152 norém ha estudos que mostram que algumas dessas adaptacdes

imobilizagao'
ja podem ser observadas em menos de sete dias® 4.

Williams et al.® afirmam que a partir de seis horas da imobilizagéo, pode-se
observar perda de proteinas, porém sem alteracdo da quantidade de mioglobina. E
existem relatos que apds 48 horas de imobilizagdo o musculo desenvolve atrofia e
que apds sete dias ocorre redugcdo em 37% de sua massa®™ ©.

A intensidade em que as adaptacées musculares ocorrem é diretamente
influenciada pela posicdo em que o membro é imobilizado!'”. Herbert e Balnave®®

estudaram os efeitos de diferentes posi¢cdes de imobilizacdo desde a flexao plantar

até a dorsiflexdo completa e concluiram que a imobilizacdo de um musculo em
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alongamento retarda o processo de atrofia por desuso; no entanto, o musculo
imobilizado em encurtamento, induz alteracées de maneira mais intensa.

Uma vez que a imobilizacdo provoca significativas alteracbes musculares, o
interesse de estudar protocolos que possam minimizar ou reverter tais alteracoes
torna-se importante. Outro ponto que merece analise é a escolha de animais com
faixa etaria distinta (adultos e idosos). Essa opcéao se baseou no fato que a idade
tanto em humanos, como em animais influencia a forca e a medida da seccéao
transversa de um musculo.

Apesar de se conhecer relativamente bem o processo fisiolégico muscular, o
total de dias de imobilizacdo, a dificuldade dos animais para deslocamento nas
caixas de contencdo e o tempo de remobilizacao foram ponderados na escolha do
modelo. Diante do exposto a definicdo do protocolo de imobilizacdo e de

remobilizagcdo do membro pélvico, parece estar justificada.

6.2. Analise da massa corporea

Na andlise da massa corp6rea dos animais observou-se que tanto no grupo
adulto como no idoso, houve uma reducdo dessa, podendo inferir como fator
desencadeante a imobilizacdo gessada bilateral, demonstrando assim que o
procedimento de imobilizacdo, pode ser um fator predisponente de geracdo de
estresse, pelo fato de restringir parcialmente os movimentos. E importante ressaltar
qgue a imobilizacao bilateral dos membros pélvico ndo impediu 0 acesso dos ratos ao
alimento, fato observado diariamente durante o manejo, sendo também evidente que
essa imobilizacdo desencadeou um maior esforco dos animais para deslocamento
na caixa de contencéo que possivelmente levou ha um aumento do gasto energético

diario.
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Analisando os grupos de remobilizagdo livre e por meio de exercicio fisico
observou-se um aumento da massa corpérea, porém sem o alcance dos niveis de
controle. Nos dados dos animais do grupo controle, observa-se aumento de massa
durante o periodo experimental fortalecendo assim, o entendimento de que o
processo de imobilizacao reprimiu essa tendéncia.

A reducdo da massa corpérea observada neste estudo difere dos resultados
obtidos por Abdalla, Bertoncello e Carvalho!” que ao realizarem a imobilizacdo por
periodo de 14 dias, ndo encontraram diferenca significante ao comparar a massa
corporea no inicio e ao final do experimento. A técnica utilizada envolvia apenas um
membro pélvico. Vale ressaltar, que os autores realizaram medidas de massa
corporea no inicio e no final do experimento de todos os animais, sem considerar os
grupos. Deduz-se que o nivel de estresse e esforco possam ter sido menores em
relacdo ao nosso experimento.

Santos-Junior et al.®® relataram redugdo da massa corpérea de ratos jovens
submetidos a imobilizacdo de apenas um membro por um periodo de duas semanas
quando comparados ao respectivo grupo controle, no dia do sacrificio.

No presente estudo, quando foram realizadas comparacdes entre as medidas
de massa no dia da eutanasia do subgrupo A, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significantes, pois devido ao sistema de aleatoriedade utilizado para
a montagem dos subgrupos, as medidas de massa no inicio do experimento ja
apresentavam diferencas. Nesse sentido é importante os estudos experimentais
realizados em animais de laboratério, que permitam o entendimento de forma clara
dos diversos fatores intervenientes sobre a massa corpérea e musculatura

esquelética. Desse modo, uma possivel alternativa para analisar o efeito da
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imobilizagcdo sobre a massa corpérea seria realizar medidas antes e apés a

imobilizacdo considerando os grupos estudados.

6.3. Analise das propriedades biomecanicas

As propriedades mecéanicas do musculo por serem obtidas sem a ag¢ao da
ativacdo neural dependem apenas de sua composicao estrutural, uma vez que nao
ha variacdo do numero de pontes cruzadas de actina e miosina que iriam interferir
nos valores dessas propriedades®?.

No presente estudo, o local de ruptura dos musculos submetidos ao ensaio

mecanico de tragdo foi no ventre muscular. Segundo Jarvinen!™

, 0S pontos de
ruptura do musculo gastrocnémio, quando submetido a ensaio de tracdo, variam
muito pouco, sendo que, em seu trabalho, 94% dos musculos, a ruptura ocorreu no
ventre muscular. Os resultados encontrados por Lima et al.® e Sene, Shimano e
Picado® corroboram esses achados, uma vez que apresentaram a mesma
caracteristica quanto ao local de ruptura muscular.

LIMA et al.® sugerem que o fato da regido ventral do musculo apresentar
maior concentracao de tecido muscular do que de tecido conjuntivo possa torna-la
mais susceptivel a ruptura.

O fato da impossibilidade de se mensurar adequadamente a area de seccao

transversa durante a realizagdo dos ensaios fez com que optassemos por avaliar os

dados utilizando a carga ao invés de tensao.

6.3.1. Alongamento no Limite Maximo (ALM)
A avaliacdo do alongamento no limite maximo (ALM) demonstra que o

protocolo de imobilizacdo ndo induziu alteracdes estatisticamente significantes no
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grupo adulto. Pode-se observar apenas uma tendéncia a reducao verificada por
meio dos valores menores de média dos subgrupos que foram submetidos a esse
processo quando comparados ao controle.

Carvalho, Shimano e Picado® observaram reducéo significante dos valores
de alongamento no limite maximo no musculo gastrocnémio, apds 14 dias de
imobilizacao.

No grupo idoso, foram observadas diferengcas entre o controle (B1) e os
subgrupos remobilizado livre (B3) e remobilizado por meio de exercicio fisico (B4),
demonstrando caracteristicas semelhantes aos dados de perimetro e morfometria
que apresentaram menores valores nos subgrupos B3 e B4. Embora essa tendéncia
de comportamento reincida em algumas variaveis, nao foi possivel determinar quais
fatores poderiam influencia-la diretamente. No entanto, podemos sugerir que o fator
idade possa interferir de maneira negativa na resposta de recuperacdo do

organismo.

6.3.2. Carga no Limite Maximo (CLM)

Os resultados de carga no limite maximo (CLM) demonstraram diminuicdo
significante nos musculos submetidos a imobilizacao, tanto no grupo adulto como no
idoso. A reducado dos valores dessa propriedade indica que o musculo imobilizado
suporta menos carga e, portanto torna-se mais susceptivel a lesoes.

Jarvinen et al.®® demonstrou alteragdes na organizacdo e nas caracteristicas
estruturais das fibras de colageno, como aumento do numero de fibras orientadas
perpendicularmente, fibras mais estreitas, numerosas e menos resistentes a tensao.

De um modo geral, as alteracbes quantitativas e qualitativas no tecido conjuntivo
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intramuscular, decorrentes da imobilizacdo, podem contribuir para a redugdo das
propriedades biomecanicas do musculo esquelético imobilizado.

Segundo Abdalla, Bertoncello e Carvalho'", o exercicio induz o alinhamento
funcional das fibras colagenas e Stone®®, afirma que o exercicio fisico pode
aumentar a resisténcia do tecido conjuntivo e a massa muscular, tornando o masculo
mais resistente.

No presente estudo, os resultados demonstraram que o protocolo de
remobilizagdo por meio exercicio fisico nao foi suficiente para determinar o
restabelecimento da carga no limite maximo ao nivel do controle, porém podemos
observar uma tendéncia ao aumento, tanto no grupo adulto como no idoso.

Em relacdo aos subgrupos submetidos a remobilizagcdo livre, estes
apresentaram valores bastante préximos aos dos subgrupos imobilizados, sendo
assim, este protocolo apenas manteve os valores dessa desta propriedade apds a

imobilizacao.

6.3.3. Rigidez

A rigidez dos musculos representa uma importante propriedade a ser
estudada, pois a reducao de seus valores indica que o musculo esta se alongando
mais na presenca de uma carga menor, 0 que também o torna mais suscetivel a
lesdes™ >

Considerando a deformagcdo de proteinas estruturais da fibra muscular
durante o ensaio mecanico, dentre as estruturas que respondem por esse

comportamento de resisténcia a tragdo destacam-se a matrix extracelular e a

titina®”, uma proteina estrutural do sarcémero que auxilia na resisténcia passiva
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natural do musculo, sendo estas duas estruturas consideradas responsaveis pela
resisténcia viscoelastica do complexo musculo-tendineo®.

A imobilizacdo reduz a extensibilidade de proteinas sarcoméricas (titina) e
suas isoformas (a e B)2, além de promover modificagdes na matrix extracelular®.

Entretanto, no presente estudo, o protocolo de imobilizagdo provavelmente
nao foi suficiente para provocar alteracées desta propriedade tanto no grupo adulto
como no idoso.

Ja Carvalho et al.® encontraram reducdo da rigidez, carga e alongamento no
limite maximo decorrentes da imobilizagdo por 14 dias. Sendo que o processo de
remobilizagdo livre por periodo de 10 dias foi suficiente para restabelecer esses

valores.

6.4. Medidas do musculo gastrocnémio

6.4.1. Comprimento muscular

A técnica de imobilizagdo utilizada no presente estudo posicionou o0s
membros posteriores do rato (pelve, quadril e joelho) em extenséo e o tornozelo em
flexao plantar, o0 que manteve o musculo gastrocnémio em posicado de encurtamento
por periodo de sete dias, porém nao foram encontradas diferencas significantes com
relacdo ao comprimento muscular, tanto no grupo adulto como no idoso.

Apesar do modelo utilizado ter produzido dados do comprimento muscular
antagdnico ao processo fisioldgico da plasticidade muscular, acredita-se que esses
valores possam ser justificados pelo fato de que a mensuracdo do comprimento
muscular foi inicialmente realizada a fim de introduzi-la como variavel de entrada no

programa Tesc, utilizado para realizacao dos ensaios mecanicos de tracao, sendo
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esse procedimento realizado com o musculo acoplado a maquina e uma pré-carga
tensional de 1 Newton, padronizada para todas as analises.

Lima et al.® também utilizaram ratos adultos como modelo experimental de
imobilizacdo em posicdo de encurtamento por periodo de sete dias. Nessas
condi¢des ndo observaram diferencas significantes nos resultados das medidas em

relacdo ao comprimento do musculo gastrocnémio.

6.4.2 Perimetro muscular

Com relacao ao perimetro muscular, observa-se no grupo A, diferencas entre
0 subgrupo controle (A1) e o subgrupo imobilizado (A2) e remobilizado livre (A3),
indicando diminuicdo da seccao transversa do musculo inteiro, dados justificados
pelo processo de atrofia por desuso. O subgrupo remobilizado por meio de exercicio
fisico (A4) ndo apresenta diferenca significante com o controle, desta forma,
demonstrando que o exercicio foi capaz de restabelecer essa perda, As analises
histomorfométricas corroboram esta afirmacdo, uma vez que representam uma
medida da seccdo transversa da fibra muscular, diretamente relacionada com o
perimetro do musculo, onde apresentaram o mesmo comportamento descrito com
relacdo as diferencas estatisticas relatadas com as medidas do perimetro.

No grupo B também foram encontradas diferengas estatisticamente
significantes, porém o0s menores valores de perimetro foram observados no
subgrupo remobilizado livre (B3) e remobilizado por meio de exercicio fisico (B4).
Nao houve diferenca entre o subgrupo controle (B1) e subgrupo imobilizado (B2). Ja
0os dados da analise histomorfométrica demonstraram que a imobilizagdo induziu

uma reducgéo da seccao transversa da fibra muscular. Nos animais do grupo idoso,
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o exercicio fisico ndo exerceu influéncia estatisticamente significante quanto ao
aumento dos valores de perimetro em relacao grupo controle idoso.

Essas consideragdes respaldam com os achados de Rebelato®® onde
observaram que a maioria das perdas funcionais se acentua com a idade, devido a
insuficiente atividade do sistema neuromuscular e ao desuso. Em geral trabalhos
que analisam a forca muscular em idosos tem demonstrado que a capacidade do

musculo gerar tensao tem uma perda crescente paralela a elevagao da idade®?.

6.4.3. Massa muscular

No presente estudo, os resultados de massa do musculo gastrocnémio direito,
demonstraram reducodes significantes decorrentes da imobilizagao, tanto no grupo A
como no B. Os protocolos de remobilizacao livre e por meio de exercicio fisico nao
restabeleceram os valores de massa muscular aos niveis de controle.

A atrofia muscular é caracterizada por uma diminuicdo da area de seccao
transversa da fibra muscular e da producédo de forca. Os decréscimos na taxa de
sintese proteica e aumento na taxa de protedlise sdo responsaveis pela perda de
massa muscular induzida pelo desuso, no entanto, os mecanismos celulares e

moleculares envolvidos neste processo ndo estio totalmente elucidados®.

6.5. Analise morfométrica.

Os resultados do presente estudo demonstraram reducado significante das
medidas de menor didmetro das fibras musculares® decorrente da imobilizagao,
tanto nos grupos adultos como nos idosos.

Durigan et al®” também observaram reducdo significante das fibras

musculares devido a imobilizagcdo. Os autores realizaram medidas de area da
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seccao transversa do musculo séleo de ratos apdés 15 dias de imobilizacdo em
posicao neutra, justificando a ocorréncia da alteracdo, pela existéncia da inter-
relacdo da atividade contratil com a homeostasia energética e a morfologia da fibra
muscular, que neste processo conduziria a musculatura para um quadro de
hipotrofia.

Em relagdo aos protocolos de remobilizacdo, no grupo adulto, a remobilizacao
por meio de exercicio fisico conseguiu restabelecer as medidas de seccao da fibra
muscular aos niveis do controle. Sendo que nos ratos idosos, nenhum dos

protocolos obteve sucesso quanto a este objetivo.

6.6. Observacoes

A maior dificuldade encontrada foi referente a técnica de imobilizacao.
Inicialmente a técnica envolvia malha tubular e algodao, porém era frequente o
animal escapar do aparelho gessado, ja que o0 mesmo possui grande capacidade de
movimentacédo do corpo, o que facilita sua passagem por locais estreitos. E quando
se aumentava a pressdo durante o enfaixamento, posteriormente, a imobilizacao
induzia um edema de pata do membro imobilizado, por reducdo da vascularizagao
local.

Apés algumas mudancas na metodologia de confecgcédo, optamos por utilizar
somente da malha tubular aplicada na regido da articulagdo do tornozelo. Isso
reduziu os indices de edema de pata e evitou a retirada completa do aparelho
gessado pelo animal, porém nao evitou laceracdo do gesso, sendo realizados,

portanto, procedimentos de reparo quando necessario.
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7. CONCLUSOES

Conclui-se que o protocolo de imobilizagao induziu alteracdes na propriedade
mecanica de carga no limite maximo, reduzindo a capacidade do musculo de
suportar cargas, porém nao foi suficiente para causar mudancas quanto ao
alongamento e rigidez muscular tanto nos animais adultos como nos idosos. E os
protocolos de remobilizacao livre e remobilizacado por meio de exercicio fisico nao
foram eficientes para restabelecer as propriedades mecanicas do musculo
gastrocnémio aos niveis de normalidade.

Com relagao ao aspecto histomorfométrico, a imobilizacdo induziu a atrofia
muscular, sendo somente restabelecida no grupo adulto por meio do protocolo de

remobilizagdo com exercicio fisico.
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