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Analise morfométrica dos efeitos
da imobilizacao sobre o musculo
gastrocnémio de ratos

Morphometric analysis of the effects of
immobilization on the gastrocnemius
muscle of rats

Resumo

O objetivo deste trabalho é compreender os efeitos da imobilizagdo
em encurtamento do masculo gastrocnémio de ratos, por meio de analise
de varidveis como peso e comprimento muscular, didmetro das fibras e alte-
ragdes morfolégicas. Utilizamos 15 Rattus norvegicus machos da linhagem
Wistar, distribuidos em trés grupos: Controle (GC), intactos em gaiolas por 7
dias; Imobilizado (GI) com a pata esquerda encurtada por 3 semanas e Imo-
bilizado e Solto (GIS), imobilizados durante 3 semanas e, apds esse periodo,
livres nas gaiolas durante 3 semanas, sem intervenc¢ao. Apds a eutanasia, os
musculos foram coletados para as andlises. A imobilizagdo promoveu redu-
¢do de peso em todos os grupos. Ndo houve alteracdo significativa em relagdo
ao comprimento, exceto entre o GC e GIS (p=0,01). Na analise do didmetro
néo foi observada diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05). As altera-
¢oes morfométricas, apds imobilizagdo, causaram reducio de peso e de com-
primento. Na variavel diAmetro muscular, ndo foram observadas diferengas

estatisticamente significativas.

Palavras-chave: Musculo esquelético. Gastrocnémio. Imobilizagdo. Atrofia

muscular

Abstract

The aim of this study is to analyze the effects of immobilization in
shortening of the gastrocnemius muscle of rats, analyzing variables such as
weight and muscle length, fiber diameter and morphological changes. We
used 15 male Wistar rats, divided into three groups: control (CG), intact in
cages for 7 days; Immobilized (IG) with the left leg shortened by three weeks
and Immobilized and loose (IGL), immobilized for 3 weeks and after this
period, free in Their cages for 3 weeks without intervention. The immobili-
zation promoted weight loss in all groups. There was the Significant change
in relation to length, except between CG and GIS (P = 0.01). In the statistical
analysis of the diameter difference between groups (p> 0,05). Morphological
changes after immobilization causes reduced weight and length. Muscle dia-

meter variable in statistically significant differences were observed.

Keywords: Skeletal muscle. Gastrocnemius. Immobilization. Muscle atrophy.
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1 Introducao

Os tecidos biolégicos possuem propriedades capa-
zes de se adaptar a diversas demandas funcionais, sendo
o tecido muscular, um dos mais acometidos em situa¢des
de sobrecarga e imobilizagio (AQUINO; VIANA; FON-
SECA, 2005).

O Tecido musculoesquelético é constituido de cé-
lulas alongadas com grandes quantidades de filamentos
citoplasmaticos, sendo as miofibrilas responsaveis pela
contratilidade celular, que, ao sofrerem injurias, alteram
suas fung¢des bioquimicas, mecénicas e estruturais, po-
dendo desenvolver o processo de atrofia (FERREIRA et
al, 2004; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Essa se ca-
racteriza pela diminui¢do de massa do musculo devido a
redugido da quantidade de miofibrilas em paralelo e redu-
¢do de fibras por musculo (LARA, 2003).

A imobilizacdo em diversos periodos pode cau-
sar diferentes graus de hipotrofia. Estudo realizado por
Bertolini, Oliveira e Cararo (2010) demonstrou perda de
area de fibras e aumento dos espagos entre os musculos
pos-imobilizagdo do séleo por 14 e 7 dias. Dados histo-
légicos demonstram que com apenas um dia de imobili-
zagdo, ocorre reducdo de cerca de 8% da massa muscular
no musculo gastrocnémio, podendo chegar a 30% apés
5 dias de imobilizagdo (BRITO; OLIVEIRA; MORAES,
2011). Além disso, alteragdes histolégicas importantes
como diminui¢io de drea de sec¢do transversa, fendas ci-
toplasmaticas, divisdo fibrotica, diminuigdo de capilares,
infiltrado de tecido conjuntivo e nucleos centralizados,
também ocorrem (PAIXAO et al, 2011; COUTINHO et
al., 2004).

O comprimento muscular funcional também ¢é al-
terado pelo processo de atrofia, sendo importante para
influenciar as propriedades contrateis musculares (AR-
TIFON et al., 2012). Quando um musculo é imobilizado
na posi¢do encurtada, ocorre uma redu¢do no seu com-
primento, em suas fibras e no niimero de sarcomeros em
série dentro das miofibrilas, sendo que essa diminuigdo
de comprimento e de sarcomero contribui para a atrofia
e a fraqueza muscular (KISNER; COLBY, 2009). Estudo

realizado por Lima et al. (2007) mostraram que apds uma

semana de imobilizagdo na posi¢do encurtada, ocorreu
redugdo do nimero de sarcOmeros em série de 21% no
musculo séleo e de 10% no gastrocnémio, quando com-
parados com o grupo controle. No entanto, Matheus et al.
(2007), em estudo de ensaio de tragdo do musculo gas-
trocnémio imobilizado por 7 e 14 dias, observaram que
a propriedade de rigidez foi reduzida, 21% em 7 dias e
27% em 14 dias, indicando diminuigdo de forca muscular

e suscetibilidade a rupturas.

O quadro de desuso muscular é uma condi¢do
clinica frequente que desencadeia prejuizo da atividade
contratil, podendo ocorrer alteragdes em seu didmetro e
comprimento (CANCELLIERO et al., 2005; GUYTON;
HALL, 2006).

Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho é
analisar os efeitos da imobilizagdo em encurtamento do
musculo gastrocnémio de ratos, tendo como variaveis o
peso muscular, comprimento muscular, didmetro das fi-

bras e alteragdes morfoldgicas.

2 Metodologia

Foram utilizados 15 Rattus norvegicus machos
da linhagem Wistar com idade de 2 meses, obtidos no
biotério do Centro Universitario de Brasilia - UniCEUB.
Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, em con-
digdes ambientais controladas, com ragio e agua ad libi-
tum, ciclo de fotoperiodo com 12h claro e 12h escuro e
temperatura 18°-21°C, sob os preceitos éticos de experi-
mentagdo animal. O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica e Pesquisa - CEP, UniCEUB, parecer n° 105/09.

Para os procedimentos de imobilizagdo articular,
os animais foram anestesiados com inje¢ao intramuscu-
lar de cloridrato de ketamina (50mg/ml) e cloridrato de
xilazina (2g/100ml), na propor¢éo de 1:1, em dose de 0,1
ml/100g de peso corporal. Todos os animais foram euta-

nasiados por inalagdo de CO,.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente se-
gundo sorteio em 3 grupos: Grupo 1(GC, n=5) - os ani-
mais permaneceram intactos em gaiolas padrao por um

periodo de 7 dias até a eutanasia; Grupo 2(GI, n=5) - os
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animais permaneceram com a pata esquerda imobilizada
em posi¢do de encurtamento do musculo gastrocnémio
(figura 1) por 3 semanas, sendo entdo submetidos a eu-
tanasia; Grupo 3(GIL, n=>5) - os animais também perma-
neceram com a pata esquerda imobilizada em posi¢ao de
encurtamento do mudsculo gastrocnémio por 3 semanas e,
ap0s esse periodo, seguiram livres nas gaiolas durante 3
semanas, sem sofrer nenhuma interven¢ao até a eutandsia.

Figura 1 - Ortese adaptada de Coutinho et al (2002). (A):
modelo de ortese utilizada (B): 6rtese aplicada ao animal.

Fonte: Do autor

O GC sofreu eutandsia ap6s uma semana de acli-
matacdo. Apos as trés semanas de imobilizacdo do Gl e 6
semanas do GIS, todos os animais foram eutanasiados e
os musculos Gastrocnémios (mg) esquerdos foram disse-
cados, retirando-se o musculo em sua origem e insercio,
fixando-os em isopor para posterior mensuragio de com-

primento com o uso de um paquimetro da marca CALI-

PER, colocando-o sobre o ventre muscular, sem conside-
rar a por¢do tendinea, como mostrado na figura 2. Apés
mensuragdo de comprimento, as pe¢as musculares foram
pesadas em balanga analitica da marca QUIMIS', modelo
Q500L210C.

Figura 2 - Musculo Gastrocnémio. Comprimento (A) e peso
muscular (B).

Fonte: Do autor

Apos eutanasia dos animais, os musculos gastroc-
némios esquerdos foram retirados e fixados em solugido
aquosa de paraformaldeido a 5%, durante quatro horas,
em temperatura ambiente. Em seguida, desidratados por
meio de imersio sequencial em solugdes alcodlicas, com
percentual decrescente de 4gua, diafanizados em xilol e,
posteriormente, embebidos em parafina quente. Os blo-
cos de parafina contendo os espécimes foram mantidos

sob refrigeracdo até serem seccionados em micrétomo.
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Os musculos foram integralmente seccionados
com 5um de espessura. Em seguida, corados com Hema-
toxilina-Eosina. As observagdes histoldgicas foram feitas
por meio de microscopia 6ptica com aumento topografico
por um unico observador e, posteriormente, fotografadas
com o Microscépio (Axion Vision, Zeiss’), com objetiva
de 20x. Para a avaliacdo dos didmetros, selecionaram-se
50 fibras por lamina. Para isso, utilizou — se o editor de
imagens GIMP'. O aplicativo possui régua que passa pelo
centro da fibra e fornece os didmetros em pixels. Para a

medida em pm, utiliza-se a regra de trés simples.

Para testar a normalidade dos dados, aplicou-se
o teste de Kolmogorov-Sminorv. Para o estudo de com-
paragdo entre os grupos, aplicou-se o teste de varidncia
ANOVA e o teste t student para comparagao intra grupos,

com nivel de significancia de 5%.

3 Resultados

Histologicamente, os fragmentos dos musculos
gastrocnémios do GC (Figura 3A) apresentaram fibras
poligonais, com seus nucleos periféricos, variagio de
tamanho e estruturas preservadas. Ja no GI (Figura 3B)
observa-se a presenca de infiltrado de tecido conjuntivo,
variagdo de tamanho e processos degenerativos. No GIS
(Figura 3C) observam-se fasciculos bem definidos, nu-
cleos periféricos, algumas fendas e grande infiltrado de

tecido conjuntivo.

Figura 3 - Grupo Controle (A), Grupo Imobilizado (B) e Grupo
Imobilizado e Solto (C). Observe: (A) fibras com estruturas
preservadas; (B) Infiltrado de tecido conjuntivo (*) e processo
degenerativo/necrose (=); (C) grande infiltrado de tecido
conjuntivo perisimal (A). HE: 20x.

Em relagdo ao peso Muscular, o gastrocnémio
apresentou diferenca significativa, quando se compara
o grupo controle (GC) com o grupo imobilizado e solto
(GIS, p=0,005). Também foi observada diferenga signi-
ficativa entre o grupo imobilizado (GI) e imobilizado e
solto (GIS, p=0,0002) e diferenga entre o GC comparado
ao GI (p=0,00001) (Tabela 1).

Tabela 1 - Efeitos daimobilizagdo sobre o musculo gastrocnémio
em médias * desvios padrao dos grupos Controle (GC), Grupo
Imobilizado (GI) e Grupo Imobilizado e Solto (GIS) das
varidveis peso muscular, comprimento e didmetro das fibras. *p
< 0,05: comparado ao controle; T p < 0,05: comparado ao GIS.

Variaveis GC Gl GIS

Peso Muscu-

1,70£0,12 087+0,03*F 1,31+0,12*
lar (g)

Comprimen-
to Muscular
(cm)
Diametro
das fibras
(um)

25+0,07 | 236+0,19 | 226+0,16*

46,74+£553 42,68+2,28 41,53+5,27

Analisando-se o comprimento muscular, observa-
se diferenca significativa apenas ao se comparar o GC em
relacido ao GIS (p=0,01). Nos demais grupos, GC compa-
rado ao GI (p= 0,09) e GI comparado ao GIS (p= 0,20),
ndo foram encontradas diferengas estatisticamente signi-

ficativas.

Dados do didmetro mostraram que a imobilizagdo
nio determinou a diminui¢do dos didmetros das fibras
quando analisamos GC comparado ao GI (p=0,09), GC
comparado a GIS (p=0,08) e GI e GIS (p=0,33).

4 Discussao

Em nosso estudo, buscou-se analisar as alteragdes
morfométricas que ocorrem em um musculo imobili-
zado. As alteragdes foram visiveis por meio de micros-
copia, mostrando que ocorre desestruturacdo das fibras
e tecidos adjacentes quando o musculo é submetido a
imobilizacdo. E interessante observar que o grande infil-
trado de tecido conjuntivo, tanto no musculo imobiliza-
do quanto no imobilizado e solto (Figura 3), aparece de
forma significativa, o que favorece a presenca de fibrose
e, consequentemente, diminui¢do de mobilidade. Na pra-
tica clinica, é de grande relevancia o conhecimento das
alteragdes morfologicas das estruturas corporais, pois sa-
bendo dos eventos que ocorrem em situagdes de desuso,
por exemplo, o fisioterapeuta tera maior capacidade de
avaliar e reabilitar um segmento, seguindo as necessida-

des de cada individuo.

A funcionalidade do musculo depende do equili-

brio entre fatores mecanicos, neurais e fisioldgicos para
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que esse exerca sua funcido da melhor forma possivel. Por
isso, fatores que interferem no comprimento, peso e ta-
manho das fibras podem interferir em sua dindmica de
funcionamento (PIOVESAN, 2010).

No presente estudo, os animais permaneceram
imobilizados por 21 dias e obtiveram maior redugao de
peso em relagdo as outras variaveis. Observou-se que a
imobilizagdo promove diminuicéo de sintese, e aumento
de degradagdo de proteinas, menor producio de forga,
diminui¢do do didmetro, bem como altera¢gdes no meta-
bolismo de glicogénio, contribuindo para a redugdo de
massa muscular (BRITO; OLIVEIRA; MORAES, 2011;
SALVINI et al.,, 2012). Contudo, ndo existe consenso so-
bre o periodo que causa maior perda de massa muscular.
Nesse contexto, Williams et al. (1988), afirmaram que ja
nas primeiras seis horas, verifica-se redugdo de protei-
nas fibrilares e que, apds 7 semanas, ja ocorre redugao da
massa muscular em 37%. Cancelliero et al. (2005) anali-
saram o peso muscular em relagdo a posi¢do e o tempo
de imobiliza¢io, observando redu¢io de peso no muscu-
lo s6leo apds imobilizagio por 3 e 7 dias, comparado ao
extensor longo dos dedos, independente da posi¢do. No
entanto, Carvalho, Shimano e Volpono (2002) observa-
ram reducéo significativa de peso quando imobilizaram
o gastrocnémio por 3 semanas. Além disso, tem-se ob-
servado na literatura que o musculo imobilizado com
predominéncia de fibras tipo I, por terem o metabolismo
oxidativo, sdo menos recrutadas durante a imobilizacio,
sofrendo mais com o desuso do que as fibras glicoliticas
(LIMA, 2007).

Os dados relacionados ao comprimento muscu-
lar ndo tiveram resultados significativos, exceto quando
comparamos 0 GC com o GIS (p=0,01). A posi¢do em
que o musculo é imobilizado interfere nos efeitos da imo-
bilizagdo. O modelo utilizado no presente estudo prova-
velmente ndo foi eficiente em manter o musculo total-
mente encurtado e, sendo um musculo biarticular, o gas-
trocnémio sofreu menos com o efeito do desuso. Estudo
realizado por Polizello et al. (2011) analisou as altera¢des
histolégicas no musculo imobilizado em alongamento e
remobilizado e mostraram que a liberagdo por 10 dias,
sem intervencao, foi parcialmente eficiente para o retorno
das caracteristicas apds a imobilizagdo. Ja Salvini et al.
(2012) estudaram os efeitos da imobilizacido e da remobi-

lizagao livre sobre o musculo extensor longo dos dedos e

observaram que a remobiliza¢do livre foi suficiente para

restaurar as caracteristicas morfoldgicas musculares.

Quando ocorre o desuso por periodo prolongado
seguido de remobilizagdo livre, as propriedades muscula-
res se adaptam ao novo estimulo, gerando sinalizagdo aos
mecanorreceptores e sequéncia de eventos que favorecem
a sintese de proteinas e o retorno de propriedades funcio-
nais e biomecanicas do musculo (SALVINI et al., 2012).
Além disso, a mobilizagdo livre auxilia na diminui¢éo de
edema, reorganizacio das fibras, além de favorecer o ali-
nhamento das fibras coldgenas, evitando fibrose e facili-
tando o processo de cicatrizagdio (ABDALLA; BERTON-
CELLO; CARVALHO, 2009).

A importancia do comprimento funcional muscu-
lar se deve ao fato de que um comprimento 6timo dos
sarcoOmeros é necessario para que a musculatura possa
exercer sua func¢do de forma a ndo perder suas proprie-
dades mecanicas como velocidade, poténcia, capacidade
de deformagio, flexibilidade, resisténcia, e também bio-
quimicas e fisioldgicas para que o movimento ocorra sem
déficits funcionais (ROCHA et al., 2010). Isso se torna
relevante na pratica clinica, pois as interven¢des corretas
nas alteragdes musculares podem favorecer a recupera-
¢do morfoldgica e funcional do segmento, prevenir e nor-

tear protocolos de programas de reabilitacéo.

No presente trabalho, observou-se que os didme-
tros das fibras do gastrocnémio néo tiveram diferengas
significativas (p>0,05). Porém, segundo a literatura, sabe-
-se que uma das alteragdes imediatas do desuso muscular
é a diminui¢do do didmetro individual das fibras e de for-
¢a muscular (LARA, 2003; ABDALLA; BERTONCELLO;
CARVALHO, 2009). A perda de proteinas contrateis rela-
ciona-se com a redugdo de volume muscular, o que leva a
diminuig¢do de tensdo nas fibras, alterando a biomecénica
de contragao (ROCHA, 2006). Quando ocorre o desuso
seguido de remobilizagéo livre, observa-se o retorno do
volume muscular, por meio de expressio génica, favo-
recendo a sintese protéica, reorganizagio de proteinas e
colageno, levando ao restabelecimento de suas caracte-
risticas biomecéanicas (POLIZELLO et al., 2011). Nesse
contexto torna-se importante a intervengio fisioterapéu-
tica nos processos de lesdes musculoesqueléticas, pois o
conhecimento dos eventos teciduais contribui para que a

terapéutica empregada seja mais eficaz e tente recuperar

a funcionalidade do membro acometido.
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5 Conclusao

Por fim, a analise dos resultados permitiu verificar
as alteragdes morfométricas do musculo apds periodo de
imobilizagdo, bem como o porqué da redugio de peso e
de comprimento, quando se compara o grupo controle
com o imobilizado e solto. Porém, na varidvel diametro
muscular, ndo se observaram diferencas estatisticamente

significativas.

Como sugestdo para novos estudos recomenda-
-se a andlise de area de secgdo transversa, estimativa de
sarcomeros em série, densidade de tecido conjuntivo e
ensaio mecanico de tragao, com o objetivo de elucidar os
mecanismos sobre a plasticidade muscular apds periodo

de imobilizacio.
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