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RESUMO

Objetivo: Analisar as caracteristicas morfométricas e mecanicas dos musculos sdleo e gastrocnémio apds imobilizagdo na posigdo
de encurtamento. Método: 20 ratos Wistar (250 + 20g) foram distribuidos igualmente em grupos imobilizado e controle. A
imobilizacdo foi realizada no membro posterior esquerdo por meio de ortese de resina acrilica, com a articulagdo do tornozelo
em flexao plantar maxima. Ap6s 7 dias da imobiliza¢do, a massa muscular, nimero e comprimento de sarcomeros em série, area
das fibras musculares, densidade de area de tecido conjuntivo intramuscular e forga maxima de ruptura do triceps sural foram
avaliados. Os dados foram analisados pela ANOVA e teste de Tukey (p< 0,05). Resultados: O musculo séleo imobilizado
apresentou alteragdes em todas as varidveis morfométricas analisadas, enquanto que, no musculo gastrocnémio, algumas
adaptagdes nao foram observadas. Na andlise do ensaio de tragdo, o grupo imobilizado apresentou reducdo de 20% na forca
maxima de ruptura muscular. Conclusdo: Os resultados deste estudo revelaram que curto periodo de imobilizagdo promove
alteragdes nos parametros morfométricos das fibras musculares, com repercussdes na mecanica muscular. Tais resultados
permitem sugerir a necessidade da reabilitagdo em musculos submetidos a imobilizacdo, mesmo a curto prazo, para que a mesma
possibilite o retorno precoce das caracteristicas musculares normais.

Palavras-chave: imobilizagdo; musculo esquelético; ensaio mecanico; morfometria.

ABSTRACT
Short-term immobilization causes morphometric and mechanical alterations in rat muscles

Objective: to analyze the morphometric and mechanical characteristics of the soleus and gastrocnemius muscles after
immobilization in a shortened position. Methods: 20 Wistar rats (250 + 20g) were divided equally into immobilized and control
groups. The left hind limb was immobilized by means of an acrylic resin orthosis, with the ankle joint at maximum plantar flexion.
After seven days of immobilization, the muscle mass, number and length of sarcomeres in series, muscle fiber cross-sectional
area, density of the intramuscular connective tissue area and tensile strength of the triceps surae muscle were evaluated. The
data were analyzed by the ANOVA and Tukey tests (p< 0.05). Results: The immobilized soleus muscle presented changes in all
the morphometric variables analyzed, while some of these changes were not observed in the gastrocnemius muscle. Analysis
of the traction test showed that the immobilized group presented a 20% decrease in the maximum tensile muscle strength.
Conclusion: The results from this study showed that short-term immobilization causes changes to the morphometric parameters
of the muscle fibers, with repercussions on muscle mechanics. These results suggest the need for rehabilitation of muscles
subjected to immobilization, even if only for a short period, in order to achieve early recovery of normal muscle characteristics.

Key words: immobilization; skeletal muscle; mechanical test; morphometry.
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INTRODUCAO

O tecido muscular possui notavel capacidade para
adaptacdo estrutural e funcional frente a diversos estimulos.
Um desses estimulos é a imobiliza¢do, procedimento
comumente utilizado como forma de tratamento nas lesdes
musculoesqueléticas.

Varios s2o os efeitos da imobilizagdo no musculo
esquelético, destacando-se a reducdo da reserva de glicogénio
muscular, prolifera¢do do tecido conjuntivo intramuscular,
atrofia muscular, altera¢do do nimero de sarcomeros em série
e diminui¢do da for¢a muscular'-. Além disso, também foram
relatadas modificagdes nas propriedades mecénicas do
sistema musculo esquelético submetido a restrigdo de
movimento®’.

As adaptagdes musculares em resposta a imobilizagdo
sdo influenciadas pela posicdo em que o musculo é
imobilizado. De maneira geral, a posi¢do de encurtamento
€ a que provoca maiores adaptagdes do tecido, quando
comparada a posi¢do neutra ou de alongamento®’. Além da
posigdo articular, as adaptacdes ocorridas apos imobilizacdo
dependem do musculo envolvido, sendo os oxidativos mais
afetados do que os glicoliticos®!°.

Trabalhos prévios mostraram aumento da proliferagao
de tecido conjuntivo, redu¢cdo do comprimento da fibra,
atrofia muscular e diminui¢do das propriedades mecanicas
musculares ap6s duas ou trés semanas da imobilizagdo em
posic@o de encurtamento*”!!. Por outro lado, ha estudos que
mostram que algumas dessas adaptacdes ja podem ser
observadas entre 1 e 7 dias®!2.

O objetivo do presente estudo foi avaliar se somente
1 semana de imobilizagdo ¢ suficiente para provocar adaptagdes
de sarcomero e na morfometria das fibras do soleo e do
gastrocnémio, assim como alteragdo na propriedade mecanica
do musculo triceps sural.

MATERIAL E METODOS

Sujeitos

Foram utilizados 20 ratos Wistar, com peso corporal
de 250 + 20g, mantidos em biotério em condi¢des controladas
com ciclo claro-escuro de 12 horas, sob temperatura de
23 4+ 2°C, com livre acesso a agua e a racao. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica Animal da Universidade Federal
de Sao Carlos (parecer n° 15/06). Os animais foram
distribuidos aleatoriamente em dois grupos: imobilizado
(n=10) e controle (n= 10), sendo que 5 animais de cada
grupo foram utilizados para o ensaio mecénico e 5 para a
analise dos musculos sbéleo e gastrocnémio. Para os
procedimentos de imobilizagdo articular e retirada dos
musculos, os animais foram anestesiados com inje¢do
intramuscular de cloridrato de ketamina (50mg/mL) e
cloridrato de tiazina (2g/100mL), na propor¢do de 1:1, em
dose de 0.1 mL/100g de peso corporal. Todos os animais
foram sacrificados por meio de deslocamento cervical.
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Procedimento para imobilizacio articular

Posteriormente a anestesia, os animais foram submetidos
a imobilizagcdo do membro posterior esquerdo, utilizando-se
modelo de ortese de resina acrilica proposto por Silva et al."®
Os animais foram imobilizados durante 7 dias, com os
musculos so6leo e gastrocnémio mantidos em posig¢ao de
encurtamento, com flexdo maxima de tornozelo, com
aproximadamente 170°.

Procedimento para ensaio mecéinico de tracio

Apos o sacrificio dos animais, o membro posterior
esquerdo dos mesmos foram dissecados e desarticulados do
coxofemoral. As caracteristicas mecanicas do musculo triceps
sural foram analisadas por ensaio mecanico de tracdo na
maquina universal de ensaio DL 2000 (EMIC - Brasil). Para
1880, 08 0ssos tibial e fibular foram removidos, € os musculos
soleo e gastrocnémio posicionados longitudinalmente em um
dispositivo confeccionado para a fixagdo do fémur e do
calcaneo (Figura 1). Os ensaios foram padronizados com
pré-tensao inicial de 0,15N, sendo a velocidade de tragao de
5 milimetros por minuto, com as medidas realizadas a cada
0,5 milimetro.

Figura 1. Vista lateral do ensaio de tragdo com destaque para o ponto
de ruptura do musculo (seta).

Analise morfométrica

Os animais previamente anestesiados tiveram os
musculos séleo e gastrocnémio retirados, pesados e divididos
longitudinalmente em duas partes, uma para avaliacdo
morfométrica (andlise de densidade de area de tecido
conjuntivo e area de seccdo transversa das fibras) e a outra
para analise das adaptacdes de sarcomeros (numero e
comprimento de sarcomeros). Para a analise morfométrica,
o ventre muscular de cada musculo selecionado foi preso
com alfinetes em placas de cortica. sendo coneelados nor
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imersdo em isopentano resfriado em nitrogénio liquido. Cortes
de 12 pm de espessura foram obtidos em micrétomo criostato
300 (ANCAP - Brasil) ¢ corados com Hematoxilina e Eosina
(H&E). O melhor corte histologico, livre de artefatos e vasos
sangliineos, foi escolhido e fotografado com objetiva de 20x
em toda a sua extensdo. As imagens foram obtidas por um
microscopio optico BX-41 (Olympus - Japao) acoplado a
camera digital C5050 (Olympus - Japdo), sendo a densidade
de area de tecido conjuntivo mensurada por planimetria por
contagem de pontos', utilizando o software Image Pro Plus
4.0 (Media Cybernetics - USA). A area de seccdo transversa
(AST) de aproximadamente 200 fibras/musculo foi mensurada
utilizando-se o software Motic Image Advanced 3.2 (Motic
Instruments - Canada).

Para a analise das adaptacdes de sarcomeros, os
musculos foram presos com alfinete em placas de cortica
em posi¢ao de repouso ¢ fixados por 3 horas em 2,5% de
glutaraldeido. Apos esse periodo, as amostras foram colocadas
em acido nitrico a 30% por 3 dias, sendo posteriormente
mantidas em glicerol a 50% até o momento da analise'®. Todos
os musculos tiveram seus comprimentos obtidos por meio
de paquimetro. Para mensuragdo do numero de sarcomeros,
foram retiradas 5 fibras de cada musculo e fotografados 6
campos/fibra. De cada campo foi contado o niimero de
sarcomeros ao longo de 50 pm, somando uma distancia de
300 um/fibra. Todas as imagens foram captadas com objetiva
de 100x. O numero total de sarcomeros em cada fibra
muscular foi determinado por correlag@o entre o nimero de
sarcomeros identificados em uma distancia de 300 um e o
comprimento total do musculo'®, e o comprimento médio de
cada sarcomero foi obtido pela divisdo do comprimento
muscular pelo nimero de sarcomeros.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada inicialmente pelo teste
de normalidade Kolmogorov-Smirnov e pelo teste de
homocedasticidade (critério de Bartlett). Apds a observagio
de que as variaveis contemplaram a metodologia paramétrica,
foram utilizados a ANOVA e o teste F, sendo que, quando
a diferenga apresentada era significante, aplicou-se o teste
de Tukey HSD para as comparagdes multiplas. Para todos
os calculos, foi estabelecido nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

O musculo so6leo imobilizado apresentou redugao de 35%
da massa muscular e 21% do nimero de sarcomeros em série
quando comparado ao controle (p< 0,05; Tabela 1). O
gastrocnémio imobilizado apresentou reducdo somente no
numero de sarcomeros, sendo essa de 10% em relagdo ao
musculo controle (p< 0,05; Tabela 1). Em relagdo ao
comprimento dos sarcomeros, foi observado aumento de 5
a 6% para os musculos gastrocnémio e s6leo imobilizados,
respectivamente, quando comparados aos respectivos controles
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(p< 0,05; Tabela 1). No comprimento do musculo, apenas
o s6leo apresentou reducdo de 16% em relacdo ao controle
(p< 0,05; Tabela 1).

Os musculos sbéleo e gastrocnémio imobilizados
apresentaram reducdo da AST em torno de 13%, e aumento
da densidade de area de tecido conjuntivo de 50% e 132%,
respectivamente, quando comparados aos musculos controles
(p< 0,05; Tabela 1 e Figura 2).

A analise do ensaio de tragdo ndo permitiu avaliar o
comportamento dos musculos sbéleo e gastrocnémio
separadamente, mas do triceps sural como um todo. Os
resultados demonstram redugao de 20% para a forca maxima
de ruptura no grupo imobilizado, quando comparado ao
controle (p< 0,05, Tabela 1). O local da ocorréncia de ruptura
de todos os musculos foi na por¢do média do ventre muscular.

DISCUSSAO

Os resultados deste estudo mostram que o curto periodo
de imobilizagdo, apenas 1 semana, ¢ suficiente para promover
importantes adaptagdes de sarcomero e alteragdes na
morfometria e mecanica dos musculos soleo e gastrocnémio
de ratos. No entanto, ¢ importante considerar que, embora
as variaveis analisadas apresentem coeréncia entre elas, os
resultados apresentados devem ser considerados com cautela
devido ao pequeno numero da amostra (5 animais/grupo).

Conhecer as propriedades elasticas de um tecido ¢ de
importancia para os profissionais de reabilita¢do, pois este
conhecimento auxilia no diagndstico, tratamento e prevengao
de lesoes esportivas e ortopédicas. O ensaio de tragcdo ¢ muito
utilizado como forma de estudo dessas propriedades, sendo
que o mesmo ¢ de facil execugdo e permite reprodutibilidade
dos resultados.

Entre os tecidos bioldgicos estudados por ensaio de tragdo
destacam-se o tendao'’, ligamento!”!® e mtsculo®”°. Diferente
do tenddo, que € capaz de suportar altas tensdes sem perda
da integridade de suas fibras, o musculo esquelético, quando
submetido a altas tensdes, responde com rompimento de suas
fibras.

Os estudos de ensaio mecanico de tragdo muscular
focam, basicamente, a influéncia de estimulos como a
imobilizagdo nas propriedades mecéanicas dos misculos. Sabe-
-se que a imobilizagdo altera a propriedade elastica do musculo,
fazendo com que o mesmo sofra ruptura de suas fibras com
a aplicagdo de menor forga®’1,

Segundo Jarvinen'®, os pontos de ruptura do mtsculo
gastrocnémio, quando submetido a ensaio de tracdo, variaram
muito pouco, sendo que, em 94% dos musculos, a ruptura
ocorreu no ventre muscular. Os resultados encontrados no
presente estudo estdo de acordo com esses achados, uma
vez que o local de ruptura muscular, em todos os musculos
avaliados, foi na por¢do média do ventre. Uma das hipoteses
para a susceptibilidade de lesdo na regido ventral ¢ que essa
apresenta maior concentragdo de tecido muscular do que de
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Tabela 1. Média + intervalo de confianga das variaveis de todos os grupos experimentais.

Variaveis SC GC SI Gl
Massa muscular (mg) 120 + 4,5 641 +69,9 78 £5,5% 599 + 48,3
Numero de sarcomeros 7181 £679 12132+£514 5684+ 772*% 10860 +495*
Comprimento sarcomeros (um) 2,02 £ 0,1 2,14+0,08 2,14+0,17* 2,24 +0,1*
Comprimento muscular (mm) 14,2+0,7 258+1,1 12 £ 1,06 * 24,2 £ 0,96
Densidade de area de TC (%) 15,64 £ 1,4 9,52+22 23,53+6,06* 22,07+5,5*
AST da fibra muscular (um?) 2637 £601,2 2800 £252 2302 + 688% 2414 % 177*
For¢a maxima de ruptura (Kgf) 47,02 £2,6 37,74 £ 3,0*

*quando comparado ao controle (p< 0,05). Tecido conjuntivo (TC), area de secgdo transversa (AST),
soleo controle (SC), soleo imobilizado (SI), gastrocnémio controle (GC) e gastrocnémio imobilizado
(GD).

Figura 2. Cortes transversais dos musculos gastrocnémio medial e so6leo dos grupos controle (A, C) e imobilizado (B, D). Observar o aumento
da densidade de area de tecido conjuntivo no perimisio nos musculos imobilizados (*) H&E, 20x. Barra = 50pum.

tecido conjuntivo, podendo ser considerada, portanto, como
o ponto mais fragil do musculo.

Importante notar que, embora os resultados do presente
estudo mostrem maior densidade de area de tecido conjuntivo
nos musculos imobilizados, esse aumento ndo causou maior
resisténcia muscular ao ensaio de tracdo, isso porque a
densidade de area de tecido conjuntivo parece ndo ser fator
determinante para resistir ao aumento de estresse tecidual,
sendo a organizacgdo desse tecido a caracteristica que mais
contribui para a capacidade do musculo de resistir ao estresse.

De acordo com Lieber et al.?’, masculos de individuos com
espasticidade apresentam alta densidade de matriz extracelular,
porém com inferior capacidade mecanica devido a limitada
organizagdo de sua matriz extracelular.

Assim, embora no presente estudo nao se tenha feito
uma analise qualitativa do tecido conjuntivo, os resultados
permitem sugerir que os animais imobilizados por uma semana,
por suportarem menor forga necessaria para ruptura muscular,
apresentam ma organizagdo desse tecido.
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A proliferagdo de tecido conjuntivo intramuscular apos
imobilizagdo parece estar relacionada com a diminuigdo da
atividade contratil muscular'®, sendo que o aumento da
densidade de area desse tecido ocorre a curto prazo, apenas
2 dias ap6s imobilizagdo, precedendo as adaptagdes que
ocorrem com 0s sarcomeros?'. Além da diminuigio da atividade
contratil, a diminuigdo da carga mecanica, imposta ao musculo
imobilizado, também afeta a proliferagdo desse tecido, uma
vez que a mesma regula a produgdo de fatores de crescimento
e a sintese de colageno??. Desse modo, os fibroblastos, que
estdo sujeitos a tensdo ativa e passiva muscular, tém o seu
metabolismo alterado com a diminui¢ao de tensdo provocada
pela imobilizacdo, o que acarreta aumento da densidade de
area de tecido conjuntivo intramuscular.

O comprimento do sarcomero também pode ser uma
variavel que contribui para a diminuigdo da for¢a maxima de
ruptura muscular, uma vez que o aumento do comprimento
do mesmo faz com que os sarcomeros apresentem-se mais
tensos, portanto mais susceptiveis a lesdo!’. No presente
estudo, houve aumento do comprimento do sarcomero em
ambos os musculos imobilizados, o que mostra adaptagéo
a curto prazo dos sarcomeros apos imobilizacao.

Concomitante ao aumento do comprimento do
sarcomero, ocorreu diminui¢do do nimero dos mesmos. Esse
ajuste ocorre para que haja sobreposi¢ao ideal dos filamentos
de actina e miosina, o que permite 6timo desenvolvimento
de tensdo durante as contra¢des®. Essa adaptagdo do niimero
de sarcomeros € necessaria, uma vez que os filamentos de
miosina e actina possuem comprimento constante, sendo
assim, a maneira de causar sobreposi¢do Otima dessas
estruturas, apods periodo de imobilizacao, ¢ alterando-se o
numero dos sarcoOmeros.

Enquanto ambos os musculos imobilizados, soleo e
gastrocnémio, apresentaram diminuigdo da AST de suas fibras,
somente o musculo s6leo mostrou redugdo na massa
muscular. O maior comprometimento do séleo apds a
imobilizagdo pode ser explicado por pelo menos 2 hipoteses:
diferenca dos tipos de fibras e diferenca da posi¢ao anatomica
entre os musculos. Sabe-se que as fibras do tipo I, com
predominante metabolismo oxidativo, sdo as mais vulneraveis
a atrofia induzida pelo desuso*'°, sendo que o musculo soleo
apresenta maior propor¢ao dessas fibras do que o musculo
gastrocnémio. Além da diferenca histoquimica das fibras entre
esses musculos, o gastrocnémio (musculo biarticular) sofreu
menor efeito da imobilizagdo quando comparado com o
musculo séleo (mono-articular), uma vez que, no modelo
de imobilizacdo utilizado, a articulagdo do joelho do animal
permanecia livre.

Embora seja bem estabelecido que a atrofia muscular
¢ caracterizada pela diminui¢do do conteudo protéico, do
diametro da fibra, da produc@o de forca muscular e pela fatiga,
os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na instalacao
da atrofia muscular por desuso ndo estdo totalmente
determinados®?. No entanto, sabe-se que a instalacdo da atrofia
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por desuso inicia-se com a redugdo da tensao muscular, o
que ira refletir tanto na sintese quanto na degradacao protéica,
sendo os mecanismos relacionados a protedlise mais
conhecidos do que os envolvidos na diminui¢do da sintese
protéica®®. Os sistemas proteoliticos envolvidos na atrofia
muscular sdo: o sistema calpaina dependente de célcio, as
proteases lisossomais (catepsinas) e o sistema ubiquitina-
-proteosoma. Existem evidéncias de que esses 3 sistemas
ndo sejam ativados simultaneamente, sendo o estagio inicial
do processo de atrofia dependente do sistema calpaina,
enquanto o estagio final é dependente do sistema ubiquitina-
-proteosoma®**, A agdo inicial do sistema calpaina é necessaria
porque o sistema ubiquitina-proteosoma ndo degrada miofibrilas
intactas, sendo necessaria primeiro a desorganizacao dessas
proteinas para posterior protedlise. Como a calpaina tem como
substrato a proteina titina, a ativagao inicial desse sistema
provoca o desalinhamento dos sarcomeros, com conseqiiente
desorganizagdo das miofibrilas e protedlise das mesmas pelo
sistema ubiquitina-proteosoma.

Entre alguns candidatos indutores da ativagao desses
sistemas, encontram-se o glicocorticoide, as citocinas
inflamatorias (interleucina-1 e TNF-r) e o estresse oxidativo,
que esta associado com a atrofia induzida pela imobilizagao®*?".

Uma vez que a imobiliza¢do provoca significativas
alteragcdes musculares, varios autores tiveram o interesse de
estudar os efeitos de programa de exercicio apods esse
procedimento®?%3°. Os resultados encontrados merecem
aten¢do, pois, embora alguns autores mostrem que programa
de exercicio é capaz de reverter essas alteragdes®?, existem
também relatos de que a carga mecanica imposta ao musculo
atrofiado pode provocar lesdes musculares transientes, com
prejuizo a forga isométrica maxima?*3°, Esses resultados
contraditorios podem estar relacionados aos diferentes
procedimentos metodologicos utilizados nesses estudos, como
diferentes tempos de restrigdo de movimento imposto ao
musculo (entre 7 dias a 4 semanas), diferente técnica de
remocao da carga muscular (imobilizacdo versus suspensdo
do membro) e também diferente intensidade de carga imposta
ao musculo atrofiado apds a imobilizacao (mobilizacao livre,
exercicio isocinético ou corrida em esteira). Os resultados
obtidos nesses estudos sugerem que a carga mecanica ¢
importante fator para o processo de reabilitacdo, porém a
quantidade da carga a ser utilizada permanece, ainda,
indeterminada.

Embora os resultados do presente estudo mostrem
importantes alteracdes a curto prazo nas caracteristicas
morfométricas e mecanicas musculares, ndo foi possivel
determinar quais fatores influenciaram diretamente a diminui¢ao
da resisténcia muscular a tracdo. Nesse sentido, futuras
investigacdes, correlacionando adaptacdes de sarcomeros,
morfometria e mecanica muscular, sdo necessarias para o
melhor entendimento dos efeitos da imobilizagdo no musculo
esquelético.
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CONSIDERACOES FINAIS

A importancia deste estudo é que 0 mesmo mostrou

que somente 1 semana de imobiliza¢do é suficiente para
provocar significativas alteragdes musculares, sugerindo-
-se, portanto, a reabilitagdo em musculos submetidos a
imobilizagdo a curto prazo. Os resultados encontrados, com
enfoque na mecanica e estrutura muscular, fornecem subsidios
para elei¢do de tratamento terapéutico a ser utilizado apos
imobilizacao.
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