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Resumo

Introdugao: O musculo esquelético se adapta continuamente a estimulos.
Objetivo: Analisar os efeitos da imobilizagdo e remobilizagdo sobre parametros
morfolégicos dos miusculos séleo e tibial anterior de ratos Wistar. Métodos:
Dezoito animais foram imobilizados por 15 dias, divididos em trés grupos de seis
componentes cada: G1 — somente imobilizados; G2 — remobilizados livremente;
G3 - remobilizados em meio aquatico. Foram coletados os misculos séleo e tibial
anterior, direitos (imobilizados ou tratados) e esquerdos (controle). Resultados:
A imobilizagdo reduziu massa, didmetro da fibra e comprimento do misculo
sbleo, e massa muscular do tibial anterior. Em G2 e G3, houve aumento da massa
e comprimento muscular do tibial anterior; e aumento do menor didmetro da
fibra do s6leo em G3. Conclusao: A imobilizagao afeta a morfologia dos misculos
estudados, a remobilizagdo livre e em meio aquético foram eficientes na recu-
peracao do tibial anterior, enquanto para o séleo apenas os exercicios aquaticos
foram eficazes.

Descritores: Atrofia muscular; Exercicio fisico; Misculo esquelético; Natagao.

Abstract

Introduction: Skeletal muscle has the ability to continuously adapt to different
stimuli. Objective: To analyze the effects of immobilization and remobilization
on morphology parameters of soleus and tibial anterior of Wistar rats. Methods:
Eighteen animals were immobilized for 15 days and divided into three groups of
six animals each: G1 — only immobilized; G2 — remobilized freely; G3 — remobi-
lized in water. The soleus and tibial anterior muscles both rights (immobilized or
treated) and left (control) were collected. Results: Immobilization reduced muscle
mass, fiber diameter and length of the soleus and muscle mass of tibial anterior.
In G2 and G3 was an increase in muscle mass and length of tibial anterior; and
an increase in fiber diameter on soleus in G3. Conclusion: Immobilization affects
soleus and tibial anterior morphology, free and aquatic remobilization were ef-
fective in tibial anterior muscle recovery, however in the soleus muscle only the
aquatic exercises were efficient.

Key words: Skeletal muscle; Swimming; Muscular atrophy; Physical exercise.
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Introducéo

O mdsculo esquelético totaliza 40% a 50%
da massa corporal? e tem uma elevada capa-
cidade de adaptacao estrutural e funcional, a
chamada plasticidade neuromuscular. Dessa
forma, a massa e a composicdo sdo diretamente
relacionadas com a fun¢do muscular, podendo
ser reguladas de acordo com a carga de trabalho,
a atividade e as condig¢des patoldgicas®”. Ainda,
estimulos podem acarretar alteragdes muscula-
res, como a imobilizagdo, um recurso terapéuti-
co frequentemente usado no tratamento de injui-
rias musculoesqueléticas®’.

O maior efeito observado no tecido mus-
cular submetido a periodos de imobilizacao
€ a atrofia muscular. Este processo parece ser
altamente ordenado e regulado, caracterizado
pela diminuicdo da 4rea de seccdo transversa
da fibra muscular e conteddo proteico. Essas
alteragodes, resultam em redugdo da capacidade
de producao de forga, diminuigdo da ativagao
elétrica, aumento da fadigabilidade e resistén-
cia a insulina®®.

Além disso, a imobilizacdo pode causar
mudangas na relagdo forca-comprimento de
acordo com a posi¢dao em que o musculo é imo-
bilizado®. Shah et al.’ observaram que o nimero
de sarcomeros varia em resposta a perturbacdo
cronica do comprimento, e a imobilizacdo em
posicdo encurtada diminuiu sua quantidade,
enquanto em posi¢do alongada, a aumentou.

Diferentes técnicas e exercicios tém sido
estudados na tentativa de reverter os danos ce-
lulares causados pela imobilizacao, entre eles a
corrida em esteira'®", ultrassom terapéutico'?,
alongamento passivo'*", estimulagdo elétrica
neuromuscular”® e remobilizagdo livre'. Apesar
disso, ainda nao hd um modelo ideal de remobi-
lizagdo que permita ao musculo retornar as suas
caracteristicas morfolégicas do momento pré-
imobilizacao.

O objetivo neste estudo foi analisar o efei-
to da imobilizagao e do protocolo de remobi-
lizacdo composto pela associacdo de exercicio
aerdbico (natacao) e exercicio resistido (salto

em meio aqudtico) sobre parametros de massa
muscular, menor didmetro da fibra muscular e
comprimento muscular dos mitsculos séleo e
tibial anterior de ratos da linhagem Wistar.

Materiais e métodos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE), cam-
pus de Cascavel (PR), sob o protocolo 03012, se-
guindo todas as diretrizes internacionais para o
estudo com animais.

Foram utilizados 18 ratos machos da linha-
gem Wistar, com 10+2 semanas de idade, peso
entre 300 e 350 gramas, mantidos em fotoperio-
do claro-escuro de 12 horas, com dgua e racao ad
libitum, os quais foram divididos em trés grupos
experimentais, com seis ratos em cada grupo, do
seguinte modo:

* Gl: animais que tiveram seu membro pos-
terior direito imobilizado por 15 dias.

* G2: roedores com membro posterior direito
imobilizado por 15 dias, que, em seguida,
realizaram remobilizacao livre na gaiola
por 14 dias; sendo colocados em contato
com a agua por aproximadamente um mi-
nuto, de maneira que recebessem estimulo
aquatico diariamente.

* (G3: ratos com membro posterior direito
imobilizado por 15 dias, sendo remobiliza-
dos por 14 dias por meio de natagdo e salto
em meio aquatico, realizados em dias alter-
nados, totalizando sete dias de tratamento
com natacao, e sete, com salto.

Neste trabalho, os valores reportados para
o membro esquerdo serviram como controle na
verificagdo de adaptagdes ocorridas no membro
direito (imobilizado), da mesma forma que o re-
alizado no estudo de Baroni et al.8.

Para a confecgdo do aparato de imobiliza-
¢ao, foi utilizada uma atadura gessada, compos-
ta por ligadura de tecido saturada com sulfato



de célcio desidratado (CaSO,). Todos os grupos
experimentais tiveram a descrita értese molda-
da diretamente no membro posterior direito de
cada animal, sendo colocada em toda a extensao
do membro de forma que esse permaneceu em
extensdo da articulagdo do joelho e flexao plan-
tar completa do tornozelo, ou seja, em posicao
de encurtamento do musculo séleo e alonga-
mento do tibial anterior.

Apés a retirada do aparato de imobili-
zagdo, que foi mantido por um periodo de 15
dias consecutivos e verificado diariamente, foi
iniciado o protocolo de remobilizagdo. Aos ani-
mais do G2, foi permitida a remobilizagao livre
na gaiola e estes foram apenas colocados em
contato com a agua, a fim de garantir o mes-
mo tratamento entre os grupos experimentais,
minimizando diferentes respostas de estresse
pela acdo do contato com o meio aquético. Ja
os ratos do G3, foram submetidos a remobili-
zagao, alternando exercicios de natagao e salto
em meio aquatico por 14 dias, sendo esses pre-
viamente treinados por cinco dias consecuti-
vos, antes do periodo de imobilizagao. Nos seis
primeiros dias de remobilizagdo, a natacgao foi
realizada durante 20 minutos, e os saltos foram
efetuados em duas séries de dez saltos cada.
Nos oito dias restantes de remobilizagdo, efe-
tuou-se uma progressao quanto ao tempo e as
séries dos exercicios realizados, sendo o tempo
de natacao 40 minutos, e os saltos foram execu-
tados em quatro séries de dez saltos cada.

O exercicio de natacdo foi efetuado sem
nenhuma sobrecarga, enquanto o de salto foi
executado em meio aquatico com sobrecarga de
50% do peso corporal®.

Os animais do G1, logo apds o periodo de
imobilizagao, e os de G2 e G3, depois da remobi-
lizagdo, foram pesados e anestesiados com clori-
drato de quetamina (50 mg/kg) e cloridrato de
xilazina (10 mg/kg). Sob o efeito dos anestési-
cos, os ratos foram decapitados em guilhotina.
Em seguida, foram coletados os musculos tibial
anterior e séleo, tanto direito quanto esquerdo.
Previamente a fixacdo em formol 7%, esses mus-
culos foram pesados em balanga analitica de

precisdo (Shimadzu® - Japao) para obtencdo da
massa muscular dada em gramas (g). Os muscu-
los foram também mensurados quanto ao com-
primento maximo de repouso por meio de pa-
quimetro digital (Digimess® — Sao Paulo, Brasil)
para obtengdo do comprimento muscular, forne-
cido em milimetros (mm).

Apos a fixacdo, os musculos sdleos e ti-
biais anteriores foram armazenados em alcool
70% e seguiram o procedimento histolégico de
rotina para emblocamento em parafina. Foram
obtidos cortes transversais de 7 um das fibras
musculares, corados em hematoxilina e eosina'®.

Os campos de interesse nas laminas foram
fotomicrografados na objetiva de 40x para as
andlises morfologicas e de menor didmetro de
100 fibras por musculo, utilizando-se o progra-
ma Image-Pro-Plus 6.0® (USA), dado em micro-
metros (um).

Os dados obtidos foram analisados com
auxilio do programa SPSS 17.0 e apresenta-
dos em média e desvio-padrao. Para realizar a
comparagao dos diferentes grupos e lados em
conjunto, foi utilizada a andlise de variadncia
(ANOVA) modelo misto, de acordo com as dife-
rentes variaveis avaliadas. O nivel de significan-
cia aceito foi 5%.

Resultados

Massa muscular

Houve variacdo significativa na massa
muscular do séleo com estatistica F(1,15)=5,678;
p=0,031. Na comparagdo entre os grupos, nao
houve diferengas (p=1,00). Contudo, ao com-
parar os lados, verificou-se diferenca de 0,043
g menor para o lado imobilizado (p=0,031)
(Tabela 1).

Os resultados da massa muscular do ti-
bial anterior apresentaram valores F(1,15)=4,664;
p=0,047. Na comparagao entre os grupos, a mas-
sa muscular de Gl foi significativamente me-
nor que a do G2 e a do G3 (p=0,001), ndo sendo
observada diferenga entre G2 e G3 (p=0,339). O
lado imobilizado apresentou massa muscular
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0,049 g menor que o lado contralateral, sendo
esta diferenga significativa (p=0,047) (Tabela 1).

Menor didmetro da fibra muscular
O menor didmetro das fibras do musculo
séleo apresentou valor F(1,15)=26,724; p=0,001.
Na comparacdo entre os grupos, ndo houve di-
ferenga entre G1 e G2 (p=0,140), e entre G2 e G3
(p=1,00), porém houve um aumento de 3,792 um
no didmetro de G3 em relagdo ao do G1 (p=0,025).
Ao comparar os lados, o didmetro da fibra mus-
cular do séleo direito foi 3,182 pym menor que o
lado esquerdo (p=0,001) (Tabela 1). Nao houve
variagao significativa no menor didmetro da fi-
bra do musculo tibial anterior neste estudo, com
estatistica F(1,15)=0,235; p=0,635 (Tabela 1).

Comprimento muscular

O comprimento muscular do séleo apre-
sentou estatistica F(1,15)=17,097; p=0,001. Nao
houve variagdo significativa entre os grupos
(p=1,00) e, na comparacao entre os lados, verifi-
cou-se reducao de 2,913 mm no lado imobilizado
em relagdo ao controle (p=0,001) (Tabela 1).

O comprimento muscular do tibial anterior
apresentou estatistica F(1,15)=0,224; p=0,643. Os
valores de G1 foram significativamente menores
que os de G2 (p=0,001) e os de G3 (p=0,002), nao
havendo diferenca entre os valores de G2 e os de
G3. Ao comparar os lados, também nédo houve
diferenca estatistica (p=0,643) (Tabela 1).

Andlise Morfolégica

Os miusculos séleo e tibial anterior, con-
troles do experimento, apresentavam células em
formato poligonal, nticleos periféricos e padrao
fascicular normal (Figura 1A e 1D).

Nos animais submetidos ao periodo de
imobilizagao (Gl), foi verificado um desarranjo
na organizacdo tecidual dos musculos séleo e
tibial anterior com aparecimento de fibras poli-
morficas de aspecto arredondado, mais evidente
no musculo tibial anterior, bem como uma maior

quantidade de tecido conjuntivo intramuscular
(Figura 1B e 1E).

Tanto a remobilizagdo livre (G2) quanto a
remobilizacdo por exercicios por associagdao de
natacdo e salto em meio aquatico (G3) restabele-
ceram as caracteristicas morfolégicas dos miis-
culos séleo e tibial anterior (Figura 1C e 1F).

Discussdo

Estudos em modelos animais demonstram
a plasticidade muscular diante de diferentes es-
timulos, causando alteragdes no tamanho e peso
das fibras musculares, no comprimento e na
quantidade de tecido conjuntivo’. Essas adapta-
¢des foram também encontradas nos musculos
séleo e tibial anterior dos animais nesta pesquisa.
Fibras musculares lentas (tipo I), predomi-
nantemente oxidativas parecem ser mais sus-
ceptiveis a atrofia muscular por desuso do que
as fibras musculares rapidas (tipo II), devido a
mudangas no metabolismo da fibra'. Porém, no
atual estudo, observou-se uma diminuicdo da
massa muscular tanto no masculo séleo (predo-
minantemente tonico), quanto no musculo tibial
anterior (predominantemente fasico), imobiliza-
dos em relacao aos musculos contralaterais.
Natali et al." também verificaram que 15
dias de imobilizacdo em flexdao plantar maxima
diminuiu a massa muscular do séleo. Resultados
semelhantes na diminuicdo do peso do séleo,
quando imobilizado em encurtamento por 21
dias, foram encontrados por Menon et al.”.
Fujita et al.?® observaram que a suspensao
do membro posterior de ratos Wistar por sete
dias, mimetizando o desuso muscular, resultou
em atrofia do tibial anterior, caracterizado pela
diminui¢do da massa muscular e da area de sec-
¢do transversa das fibras tipo I, IIA e IIB.
Alguns autores sugerem que a imobiliza-
¢do em encurtamento muscular aumenta o nu-
mero de microlesdes nas miofibrilas, levando
ao aumento de espécies reativas de oxigénio e
radicais livres no tecido muscular, consequente-
mente, diminuindo a miofibrilogénese e a massa
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Tabela 1: Resultados da massa muscular, menor didmetro da fibra e comprimento dos
musculos sdleo e tibial anterior nos diferentes grupos experimentais

Massa muscular Menor didmetro Comprimento

Parametros (g)** (pm)* Muscular (mm)*
s6l Direito 0,07+0,01 30,30+2,00 18,75+2,36
oleo?
o1 Esquerdo 0,13+0,09 31,32+2,30 25,61+2,75
o ] Direito 0,42+0,03 34,57+2,78 16,95+1,20
Tibial anterior®®
Esquerdo 0,41+0,06 33,09+2,37 17,43+1,24
Sel Direito 0,10+0,03 30,88+2,60 21,77+0,78
oleo
2 Esquerdo 0,12+0,06 36,16+3,00 23,26+1,71
o ) Direito 0,63+0,09 32,45+1,85 21,30+1,31
Tibial anterior
Esquerdo 0,63+0,08 34,41+2,66 20,86+1,90
S6l Direito 0,09+0,02 32,98+3,08 22,23+1,36
6leo
3 Esquerdo 0,13+0,01 36,23+1,92 22,62+0,94
. ) Direito 0,51+0,07 32,75+2,66 19,80+1,98
Tibial anterior
Esquerdo 0,65+0,07 33,11+2,50 20,42+1,41

Valores expressos em média + desvio-padrdo. * — diferenca estatisticamente significativa entre o lado imobilizado
e tratado do séleo: massa muscular (p=0,031), menor didmetro da fibra (p=0,001), comprimento muscular

(p=0,001). ¥ — diferenca estatisticamente significativa da massa muscular entre o lado imobilizado e tratado do
tibial anterior (p=0,047).2- diferenca estatisticamente significativa entre o menor didmetro da fibra de G1 e G3
do musculo séleo (p=0,025). b — diferenca estatisticamente significativa entre a massa muscular de G1 e G2
(p=0,001), e G1 e G3 (p=0,001). ¢ — diferenca estatisticamente significativa entre o comprimento muscular de G1
e G2 (p=0,001), e G1 e G3 (p=0,002).

Figura 1: Fotomicrografias dos musculos séleo (A, B, C) e tibial anterior (D, E, F) de ratos da
linhagem Wistar, coloragéo em hematoxilina e eosina. Em A e D (controle), fibras com formato
poligonal e nicleos periféricos (seta preta). Em B e E (Gl), fibras polimérficas (cabeca de

seta) e maior quantidade de tecido conjuntivo (* asterisco). Em C e F (G3), fibras com formato
poligonal e nucleos periféricos (seta preta). Escala 100 pm

ConScientiae Saude, 2014;13(4):595-602.
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muscular'. Jarvinen et al.* afirmam ainda que
os musculos imobilizados em alongamento so-
frem atrofia muscular menos evidente e menor
perda de proteinas elasticas, quando comparado
com miusculos imobilizados em encurtamento.
Essas postulagdes corroboram este trabalho, no
qual a imobilizagdo diminuiu o diametro da fi-
bra muscular apenas no séleo, e ndo houve al-
teracdes no menor didmetro do musculo tibial
anterior.

Lima et al.*observaram que a imobilizagao
diminui a tensdo ativa e passiva atuante sobre o
musculo, levando a uma alteracdo no metabolis-
mo dos fibroblastos, que por sua vez respondem
com o aumento da area de tecido conjuntivo in-
tramuscular, principalmente na imobilizagdo em
encurtamento?’. Jozsa et al.?® acrescentam ainda
que esse aumento do tecido conjuntivo cria uma
barreira mecanica ao influxo sanguineo para o
musculo, diminuindo o nimero de capilares na
fibra o que pode causar atrofia muscular.

Na comparagdo entre os grupos, verificou-
se que os ratos do G2 e os do G3 restabeleceram
a massa muscular do tibial anterior, o que nao
foi observado para o musculo séleo. Essa capa-
cidade de retornar ao peso pré-imobilizagao do
miusculo tibial anterior parece ocorrer devido ao
menor nimero de lesdes nas miofibrilas e tam-
bém a uma reorganizacao do tecido conjuntivo,
melhorando o fluxo sanguineo. Em um estudo
prévio, foi verificado que o miusculo tibial an-
terior de animais submetidos a um periodo de
remobilizacdo recuperou as caracteristicas celu-
lares normais, tanto em relacdo as fibras muscu-
lares quanto ao aspecto e quantidade de tecido
conjuntivo (Kunz et al.?!). Stone® afirma que o
exercicio fisico pode aumentar a forga do tecido
conjuntivo bem como a massa muscular, tornan-
do o misculo mais resistente.

A remobilizagdo com exercicios do G3 le-
vou a um aumento do didmetro da fibra mus-
cular do séleo em relagdo ao grupo somente
imobilizado. Jarvinen e Lehto? afirmam que as
injurias nas miofibrilas do musculo esquelético
sdao dependentes de uma recuperacao do fluxo
sanguineo e que a arquitetura e o tamanho das

miofibrilas sao mais rapidamente restaurados
quanto mais ativa for a remobilizagdo. Assim,
observou-se na atual pesquisa uma recuperacao
da capacidade contratil do sdleo ap6s a remobi-
lizacdo, embora essa nao tenha sido eficaz em
restaurar a massa muscular desse musculo.

As alteragdes morfologicas observadas nos
miusculos séleo e tibial anterior submetidos ao
periodo de 14 dias de imobilizagdo indicam o
potencial lesivo do desuso muscular, como pro-
posto por Brito et al.”. Dessa forma, as altera-
¢Oes na massa muscular do séleo e tibial ante-
rior, ap6s a imobilizacdo e a remobilizacdo, sdo
o resultado de mudancas microscépicas, como
alteracdes nas fibras musculares e quantidade
de tecido conjuntivo intramuscular.

A imobilizagdo pode também causar alte-
ragdes no comprimento da fibra muscular pela
adi¢do ou diminuicdo do numero de sarcOme-
ros, ou ainda pela alteracdo no seu tamanho*?.
Embora no estudo aqui apresentado nao tenham
sido analisados aspectos referentes ao nimero
ou comprimento médio dos sarcdmeros, obser-
vou-se uma diminui¢do do comprimento mus-
cular do séleo imobilizado em relagdo ao séleo
controle. Menon et al.® também verificaram que
21 dias de imobilizagdo em encurtamento do
miusculo séleo diminuiu 12,74% do seu compri-
mento muscular em relagdo ao controle.

O miusculo tibial anterior ndo teve seu
comprimento alterado pela imobilizagdo. Porém,
foi verificado que tanto a remobilizacdo livre
quanto os exercicios aumentaram o comprimen-
to muscular do tibial anterior em relagao ao gru-
po controle. Esse dado pode ter ocorrido por um
aumento do comprimento médio do sarcémero,
ou pela adicdo de sarcomeros em série ao longo
da fibra muscular. Gomes et al.¥ afirmam que a
remobilizacdo por meio de exercicios pode pro-
duzir adaptagdes rdpidas no comprimento fun-
cional do sarcémero.

Como limitagdes deste estudo, salienta-se
que ndo foram realizadas as andlises referentes
ao numero de sarcOmeros em série e ao compri-
mento médio dos sarcOmeros na fibra muscular,
andlises essas que se sugerem sejam realizadas



em estudos futuros. Ressalta-se também o fato
de que o G3 foi remobilizado pela combinagao
da natagdo com o exercicio de salto, dificultando
a compreensao de qual intensidade e que tipo de
exercicio apresenta-se mais benéfico na restau-
ragao dos parametros musculares pré-imobili-
zagao. Recomenda-se que em novos trabalhos os
grupos executem os exercicios separadamente.

Conclusado

Neste estudo, verificou-se que a imobili-
zacdo produziu altera¢des significativas sobre
a massa, menor diametro da fibra e do compri-
mento muscular do séleo, bem como diminuigdo
na massa muscular e na morfologia das fibras
do tibial anterior. Tanto a remobilizagdo livre
quanto a remobilizagdo por exercicios aumenta-
ram a massa e o comprimento muscular do ti-
bial anterior. A natacdo combinada com o salto
em meio aquatico aumentaram o menor didme-
tro do musculo séleo. E as remobilizagdes livre
e com exercicios terapéuticos foram capazes de
restabelecer a organizacao tecidual.
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