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RESUMO

Trinta ratos Wistar machos jovens foram submetidos a imobilizagdo do
membro pélvico para estudo da atrofia muscular esquelética. Os animais foram
divididos em seis grupos (6 ratos por grupo imobilizado: I, por 15 dias; Il, 30 dias; I,
45 dias; e 4 ratos por grupo controle: IV, 15 dias; V, 30 dias e VI, 45 dias). Apds o0s
periodos preconizados os musculos so6leo e gastrocnémio direitos foram dissecados
e pesados. Os ventres musculares foram seccionados para processamento
histologico, anélise imunohistoquimica, morfométrica e para criotomia e
determinacdo de ATPases miofibrilares. Os pesos corporais e dos musculos
gastrocnémio e séleo foram compilados. Seccdes histolégicas coradas (Hematoxilina
Eosina, PicroSiriusRed,) e seccbes Histoquimicas (ATPase) foram analisadas
morfometricamente (nimero de células e de nucleos, dimensdes celulares, area do
conjuntivo muscular, tipos de fibras musculares). As fibras nervosas (seccdes
histologicas - Glees-Marsland) e os nucleos em apoptose ou em autofagocitose
(seccdes Imunohistoquimica - Caspase 3) foram analisados qualitativamente. A
imobilizacdo adaptada foi eficiente para manter o membro na posicao desejada e
causou atrofia muscular esquelética e diminuicdo significativa dos pesos corporal e
dos musculos. O ndmero de células e de ndcleos aumentou, assim como a area
média do tecido conjuntivo. As dimensGes musculares (area, diametro médio e
perimetro) diminuiram. As fibras nervosas em ambos os musculos foram menos
visivel e descontinua. No musculo soleo, diminuiram as fibras predominantes do tipo
| e aumentaram as do tipo Il, enquanto no gastrocnémio houve manutencéo dos dois
tipos de fibras. Em ambos os musculos ocorreu marcagao positiva para apoptose
e/ou autofagocitose de nucleos, sendo mais acentuada no soleo. Concluindo, a
imobilizacdo com atadura gessada adaptada provoca atrofia muscular ja evidente
com 15 dias. O gastrocnémio perdeu peso e dimensdes musculares, tendo sido mais
afetado que o séleo. O tecido conjuntivo aumentou mais no musculo s6leo que no
gastrocnémio, assim como a marcagao para apoptose e/ou autofagocitose de
nacleos. O so6leo apresenta predominio de fibras tipo | a partir dos 30 dias e o
gastrocnémio apresenta similaridades para os dois tipos de fibras musculares em
todos os tempos de imobilizagdo. Ja o tecido nervoso se comportou igualmente em
ambos os musculos, apresentando menos visivel e descontinuo aos 45 dias. O
musculo séleo é menos sensivel a imobilizacdo que o gastrocnémio aos 45 dias,
porém mais vulneravel a atrofia pelo fato de apresentar mais fibras tipo I, e maior
chance de apoptose ou autofagocitose de nudcleos comprovadas pela maior
marcacao para caspase 3.

Palavras - chave: Apoptose, Autofagocitose, Atrofia Muscular, Imobilizacao.



ABSTRACT

Thirty young male Wistar rats were subjected to immobilization for the study of
hind limb skeletal muscle atrophy. Animals were split into six groups (6 rats per
treated group: I, for 15 days; Il, 30 days; Ill, 45 days, and 4 mice / control group: 1V,
15 days, V, VI and 30 days, 45 days). After such intervals, the gastrocnemius and
soleus muscles were dissected and weighed. The muscle bellies were sectioned for
histological, immunohistochemical and morphometric analysis, and cryotomized for
myofibrillar ATPases determination. The body weights and gastrocnemius and soleus
muscles were compiled. Stained histological sections (hematoxylin eosin,
PicroSiriusRed,) and sections histochemistry (ATPase) were analyzed
morphometrically (number of cells and nuclei, cell sizes, connective muscle area,
muscle fiber types). Nerve fibers (sections histological - Glees-Marsland) and the
nuclei in apoptosis and/or nuclear autophagocytosis (sections Immunohistochemistry
- Caspase 3) were analyzed qualitatively. Immobilization caused skeletal muscle
atrophy and a significant reduction in body and muscular weight. The number of cells
and nuclei increased as well as the average area of connective tissue. The muscular
dimensions (area, perimeter and diameter) decreased. The nerve fibers in both
muscles were less visible and discontinuous. In the soleus muscle the predominant
type | fibers decreased and type Il increased, while in the gastrocnemius were
maintained the proportion of the two types of fibers. In both muscles there was
positive staining for apoptosis and/or nuclear autophagocytosis which was more
pronounced in the soleus. In conclusion, immobilization in a plaster bandage causes
muscle atrophy already evident at 15 days. The gastrocnemius muscle has lost
weight and dimensions, being more affected than the soleus. The connective tissue
increases more in the soleus muscle than in gastrocnemius as well as the labeling to
apoptosis and/or nuclear autophagocytosis. The soleus shows a predominance of
type | fibers to 30 days and the gastrocnemius has similarities to both types of
muscle fibers in all times of immobilization. Already nervous tissue behaved equally
in both muscles, with less visible and discontinued after 45 days. The soleus muscle
is less sensitive to the immobilization that gastrocnemius detention to 45 days, but
more vulnerable to atrophy due to having more type | fibers and has a higher chance
of apoptosis and/or nuclear autophagocytosis, confirmed by a stronger staining for
caspase 3.

Keywords: Apoptosis, Autophagocytosis, Muscle Atrophy, Immobilization.



INTRODUCAO

Quando um musculo permanece inativo por periodo prolongado, devido a
imobilizacdo, denervacdo ou microgravidade (ZHANG et al.,, 2006; FAVIER et al.,
2008), sdo observadas maior degradacdo das proteinas contrateis frente a sua
renovacao, reducdo do namero de miofibrilas, perda do volume celular (GUYTON e
HALL, 1996) e reducdo no namero de mionucleos, tendo como consequéncia o
quadro de atrofia muscular (VOLTARELLI et al., 2007).

A atrofia muscular esquelética é um fenébmeno clinico comum e tem-se
constituido, nos ultimos anos, objeto de estudo (VOLTARELLI et al., 2007). A perda
nuclear na atrofia pode resultar em morte celular via apoptose; sendo esse processo
importante para a regressado de estruturas musculares (APPELL, 1990; GARCIA-
MARTINEZ et al., 1993; O'LEARY e HOOD, 2008). A apoptose na musculatura
esquelética estd associada a varias alteracdes regressivas inclusive na atrofia
muscular (ADAMS et al., 2001; DIRKS e LEEUWENBURGH, 2002; ADHIHETTY et
al., 2008).

Portanto, € preciso um estudo detalhado e profundo das alteracdes
histol6gicas que envolvam a atrofia muscular esquelética para que se avalie a
importancia da apoptose nesse tecido (FERREIRA et al., 2004; VOLTARELLI et al.,
2007; GUNDERSEN e BRUUSGAARD, 2008).

O presente trabalho visa a estudar a apoptose do tecido muscular esquelético
em atrofia, assim como as alteracfes em sua constituicdo, considerando: quantidade
de midcitos e miondcleos, area de seccao transversa, diametro médio e perimetro da
fibra muscular, area do tecido conjuntivo intercelular e interfascicular, tipos (I e Il) de
fibras musculares além das fibras nervosas e placas motoras.

A atrofia muscular associada a imobilizacdo aparece de maneira rapida e
reversivel (HADDAD et al., 2003). A posicao da imobilizagédo influencia o grau total
de atrofia muscular esquelética. Na posi¢cao encurtada ocorre um rapido aumento do
grau de atrofia (SMITH et al., 2000; JOKL e KONSTADT, 1983; KIM et al., 2007,
WILLIAMS e GOLDSPINK, 1984). Na literatura, é escassa a informagcdo sobre a
perda de fibras musculares em modelos imobilizados em longos periodos e sobre a
técnica de imobilizacdo por atadura gessada. Sendo este um procedimento clinico

relativamente comum, existe a necessidade de se analisar qual seria o tempo de
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imobilizacdo para gerar a perda dos mionucleos. Deve-se entéo esclarecer sobre a
possivel ocorréncia da apoptose nas células musculares e sua participacdo no

processo de atrofia muscular.



REVISAO DE LITERATURA

Estrutura do Musculo Estriado Esquelético

O mausculo estriado esquelético € formado por numerosas fibras musculares
multinucleadas que se estendem por todo o comprimento muscular. Cada fibra é
envolvida por uma camada de tecido conjuntivo, chamada endomisio. Estas fibras
individuais sdo agrupadas em fasciculos, envolvidos por outra camada de tecido
conjuntivo, denominada perimisio. O agrupamento dos fasciculos forma o musculo, o
qual apresenta-se também envolvido por tecido conjuntivo chamado epimisio
(BERNE et al., 2004). Cada fibra muscular contém centenas a milhares de
miofibrilas. Cada miofibrila contém disposto, lado a lado, cerca de 1500 filamentos
de miosina e 3000 de actina. Tais filamentos representam moléculas de proteinas
contrateis (GUYTON e HALL, 1996). A miofibrila € subdividida longitudinalmente em
sarcoméros. O mesmo é limitado entre duas linhas escuras, chamadas de linha Z,
sendo a unidade contratil propriamente dita do musculo estriado esquelético
(BERNE et al., 2004).

Tipos de Fibras Musculares

Os musculos esqueléticos sao constituidos por populacdes mistas de fibras
musculares brancas e/ou vermelhas (CLOSE, 1972). Apesar da variabilidade na
composicdo das fibras musculares, a qualidade desta € fortemente influenciada pela
predominéncia de um tipo especifico de miofibrila associada ao seu tamanho e
frequéncia (ASHMORE, 1974). As diferentes qualidades de fibras podem ser
visualizadas através da utilizagdo de ensaios histoquimicos, metabdlicos,
fisiologicos, bioguimicos e imunohistoquimicos que permitem a caracterizagdo dos
distintos tipos de fibras (MINAMOTO, 2005).

Com base em reacdes especificas, as fibras podem ser classificadas em trés
grupos principais, segundo a nomenclatura e as seguintes caracteristicas: SO (fibras
de contracéo lenta, oxidativa): possui um diametro pequeno, baixo nivel de enzimas
glicoliticas, moderado a elevado grau da capacidade aerébia (PETER et al., 1972),

podendo também ser classificadas em fibras vermelhas, tipo | (BERNE et al., 2004);



FOG (Fibras de contracdo rapida, oxidativa e glicolitica): didmetro intermediério,
atividade aerdbica moderada a alta, contendo elevada concentracdo de enzimas
oxidativas (PETER et al., 1972), podendo ser classificadas como fibras brancas, tipo
Il A (BERNE et al., 2004); FG (contragdo rapida, glicolitica): dimetro maior com alta
concentracdo de glicogénio e baixa atividade enzimatica oxidativa (PETER et al.,
1972), sendo nomeadas como fibras brancas, tipo Il B (BERNE et al., 2004).

A correlacdo entre a velocidade de contragdo muscular e a atividade
ATPasica da miosina, reflete a expressao de diferentes isoformas de miosina nos
dois tipos de fibras musculares. Na maioria das fibras rapidas, as atividades das
enzimas glicoliticas sdo mais expressadas ao passo que as enzimas oxidativas sao
menos expressadas e como dependem do metabolismo glicolitico elas fadigam
rapidamente. Porém as do tipo Il A possuem tanto capacidade glicolitica quanto
capacidade oxidativa elevadas. Em contraste, as fibras lentas, que satisfazem as
suas demandas metabodlicas através da fosforilacdo oxidativa, fadigam mais
lentamente. As fibras tipo | contém numerosas mitocondrias e altos niveis de
proteina mioglobina ligante de oxigénio e como a mioglobina é vermelha, também
sdo chamadas de fibras vermelhas (BERNE et al., 2004).

As funcdes da Musculatura Esquelética

Cerca de 40% do corpo humano é composta por musculatura esquelética,
cuja massa e composicao Sao necessarias para a correta regulacdo de respostas
motoras, envolvendo: as atividades fisicas diarias, manutencdo e execucdo dos
movimentos, fala e respiracdo. As alteragcdes observadas em sua composicdo e
funcdo podem ser vistas em condi¢cdes patologicas, geralmente resultando em
atrofia muscular esquelética (ST-AMAND et al., 2001; ZHANG et al.,, 2006;
PELIZZARI et al., 2008). De acordo com GUYTON e HALL (1996) todos os
musculos do corpo estdo constantemente em processo de remodelagem, para se
adequarem as func¢des impostas, podendo ocorrer alteragdes em seu comprimento e
diametro. A funcdo muscular esquelética depende de varios fatores, tais como:
atividade proprioceptiva, inervagdo motora, carga mecanica e mobilidade das
articulacbes (APPELL, 1990). Qualquer desequilibrio entre o tecido muscular e

esses fatores pode gerar a atrofia muscular (MATHEUS et al., 2007), sendo esta



determinada, em 35% a 45%, de perda de tecido muscular apos 7 dias de
imobilizagdo em estudos conduzidos com ratos (APPEL, 1986).

Atrofia Muscular Esquelética

Quando um musculo permanece inativo por um periodo prolongado, devido a
imobilizagdo, denervagdo ou microgravidade (ZHANG et al., 2006; FAVIER et al.,
2008), € observada maior intensidade da degradacéo das proteinas contrateis frente
a sua renovacgdo, reducdo do numero de miofibrilas, perda do volume celular
(GUYTON e HALL, 1996), reducdo no niumero de mionucleos e consequentemente,
atrofia muscular (VOLTARELLI et al., 2007). Esta é mais evidente em musculos
posturais ou tbnicos responsaveis em manter o0 corpo contra a gravidade
(MINAMOTO, 2005), ou seja, anti-gravitacionais, extensores e uniarticulares, devido
a maior composicdo em fibras lentas (APPELL, 1990), apresentando resposta tréfica
especifica relacionada também ao tipo de musculo. Sendo assim o grau de atrofia da
fibra € proporcional a porcentagem de fibras lentas num dado musculo (EDGERTON
et al., 2002).

A atrofia muscular esquelética € um fenbmeno clinico comum e tem-se
constituido, nos ultimos anos, objeto de estudo. Esté associada a diversas entidades
nosolégicas (VOLTARELLI et al., 2007), como: insuficiéncia cardiaca (FERREIRA et
al., 2004); alteragbes neuromusculares (TEWS, 2002) acometendo 100% destes
individuos (FERRAZ et al.,2004); lesdes musculo-esqueléticas, que requerem um
periodo posterior de imobilizacdo (WILLS et al., 1982) e deficiéncia de selénio e a
vitamina E (CAIOZZO, 1996).

De acordo com Allen et al. (1995), Smith et al. (2000), Barton e Morris (2003),
Voltarelli et al. (2007), durante a atrofia muscular esquelética ocorre diminuicdo do
numero de miondcleos, perdas estruturais do tecido muscular, como proteinas
contrateis e aumento da fatigabilidade devido & diminuicdo do potencial metabdlico
das fibras individuais. Isto interfere na funcdo motora e nas atividades cotidianas,
pois a involugdo é rapida e drastica. A perda nuclear pode resultar em morte celular
via apoptose (GARCIA-MARTINEZ et al., 1993); sendo este processo importante
para a regressao de estruturas biolégicas musculares (APPELL, 1990; O'LEARY e
HOOD, 2008).



Apoptose

Apoptose € um processo de morte celular individual e ativa, cuja execucao
depende de energia, sintese e degradacdo protéicas (KERR e SEARLE, 1972;
VASCONCELOS e LAM, 1995). Toda célula possui a maquinaria de apoptose e esta
pronta para engatilhar sua autodestruicdo a menos que seja sinalizada para nao
fazé-la (MALLAT e TEDGUI, 2000). Apoptose tem como funcéo atuar em células que
nao possuem funcbes no organismo, quando ha excesso de células (regulando o
tamanho dos tecidos), exercendo um papel oposto ao da mitose (VASCONCELOS e
LAM, 1995), em células que se desenvolvem de forma inadequada, em células que
ja desempenharam suas fungfes e naquelas que podem ser prejudiciais e devem
ser eliminadas (ELLIS e HORVITZ, 1991).

Apoptose é caracterizada morfologicamente: (a) retracdo celular e perda de
adesdo com outras células, ou com a membrana basal (anoiquia); (b) zeiose ou
formacdo de projecdes digitiformes na membrana citoplasmatica; (c) condensacéo
do citoplasma com diminuicdo do teor hidrico e do volume celular; (d) condensacéo
nuclear com compactacédo da cromatina em massas densas uniformes, alinhadas na
face interna da carioteca (crescentes) (PEITSCH et al., 1993); (e) convolu¢cdo com
posterior fragmentacdo da membrana nuclear (sem cariorrexe ou ruptura) e
fragmentacao celular com a formacao dos corpos apoptéticos (KERR e SEARLE,
1972). Estes ultimos sdo fagocitados pelas células circunjacentes (canibalismo
celular) ou por fagécitos profissionais antes que ocorra a lise celular (Fig.1) (SAVILL
et al., 1993). Sem a ruptura de células, ndo ha liberacdo de componentes celulares
no espaco extracelular e ndo ha inducéo de inflamacéo (SAVILL et al., 1993; FADOK
e HENSON, 1998). Possivelmente, a célula em apoptose protege a sua membrana
contra o risco de lise por ativagdo de transglutaminases (FESUS et al., 1987) que
promovem ligacOes cruzadas de proteinas do citoesqueleto fortalecendo, assim, a
sua membrana (BATISTA, 2007).



(A) Retragao celular e perda de adesao
com as outras células (setas laranjas)

\S

(B) Projegoes digitiformes na
membrana citoplasmatica
(asterisco vermelho)

d

(C) Condensacao da citoplasma (dimuicao
do teor hidrico e volume celular)

(D) Condensagao nuclear com
compactacao da cromatina-
crescentes — (setas verdes)

(E) Convolugao nuclear e
fragmentagao em corpos

(F) Fagocitose dos corpos %
apoptéticos

apoptéticos (seta preta)

Fig 1: Diagrama ilustrando as caracteristicas morfoldégicas observadas no processo
de morte celular via apoptose. Adaptado de PEREIRA (2010).

A principal caracteristica molecular do processo de apoptose € a
fragmentacao internucleossémica do DNA através de endonucleases dependentes
de Ca' e Mg™. Esta clivagem internucleossémica resulta em fragmentos
oligonucleossomais (WYLLIE et al.,, 1980; COHEN e DUKE, 1992). A maioria das
mudancas morfologicas observadas na apoptose € mediada por uma cascata
enzimatica envolvendo proteases de cisteina especificas de aspartato denominadas
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caspases (THORNBERRY et al., 1997) que séo ativadas neste tipo de morte celular
(COHEN, 1997). Estas enzimas possuem um residuo de cisteina no sitio ativo e
clivam substratos que apresentam residuos de acido aspartico em sequéncias
especificas. Elas sdo sintetizadas como precursores inativos que sao clivados
proteoliticamente para gerar subunidades ativas (THORNBERRY et al., 1997). A
ativacdo das caspases promove a desmontagem da membrana e arcabouco nuclear,

a condensacédo da cromatina e a degradacao proteolitica das estruturas nucleares e

/ Estimulo, toxina, virus, hiperemia, etc
Transdugao
’ de sinais

Ativagao de uma
cascata de enzimas

G —loses
Ruptura do do

citoplasmaticas (Fig.2).

Anti-

\digoxigenlna envelope citoesqueleto
nuclear
S < Condensagao
@ e N S
Y T0H e compactagao
de cromatina

Peroxidase
H,0, QP son
DAB

Fou

Fragmentagao

g K internucleossdmica
Y S rou do DNA eAlteragdes morfologicas
eProjegdes digitiformes

eAnoiquia

tdt + (ke
nucleotideo eCompactagao periférica da
cromatina

marcado = :
eConvolugdes da carioteca

74
A

Fagocitose por macréfagos ; .,«,:\‘
®e 1 e
Yo g Y
) b Formagao de corpos
apoptéticos

Fig. 2: Diagrama mostrando a sequéncia de eventos envolvidos no processo de
morte celular via apoptose (PEREIRA, 2010).

Estas alteracdes sdo comuns nas ceélulas em apoptose, independentemente
do agente indutor do processo. Isto significa que a acdo das caspases representa a
via final comum que normalmente opera em células programadas para morrer

(THORNBERRY et al., 1997). As caspases que participam do processo de apoptose
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sdo divididas em duas classes: as iniciadoras (caspases 2, 8, 9, 10,12) e as
executoras (caspases 3, 6 e 7) (COHEN, 1992).

O processo de apoptose requer a expressao de genes (familia Bcl-2 e p53)
gue controlam a sintese de varias enzimas, tais como: caspases, transglutaminases
e endonucleases (ARENDS e WYLLIE, 1991; TENNISWOOD et al., 1994). A familia
de proteinas relacionadas a proteina Bcl-2 € dividida em: (1) membros anti-
apoptoticos, tais como: Bcl-2, Bel-xL e (2) membros pro-apoptoticos: Bax, Bak, Bad,
Bid, Bim (TSUJIMOTO e SHIMIZU, 2000). O processo de apoptose pode ser dividido
em trés estagios funcionalmente distintos (Fig.3): (1) indugdo, na qual o sinal
desencadeador da morte celular € originado por via enddgena ou por receptores de
superficie com dominios de morte (DD - Death Domains); (2) fase efetora, na qual ha
ativacdo da cascata de caspases; e (3) fase de degradacédo, na qual a célula adquire
as caracteristicas bioquimicas e morfolégicas caracteristicas desse processo
(GREEN e KROEMER, 1998).

Radiacgéo ionizante, FasL
1- Fase de TNF
iniciaca c-myc, Rb dificiente A LS
iniciacao Fas ~ INFR

—_

\
S '\ o
\, / FADD _TRADD ro)c)

2- Fase efetora
aspase
/\ B NF-kB

Cit.c
=,
Mitocondria APAF1 I

Bel-2
<«—>Cascata de Gonos

\/ Casi)ase citoprotetor

AlIF
3- Fase de alteragdo Apoptose
estrutural

Fig. 3- Estagios do processo de apoptose (PEREIRA, 2010).

A apoptose na musculatura esquelética esta associada a varias alteragdes
degenerativas inclusive no desenvolvimento da atrofia muscular (ADAMS et al.,
2001; ADHIHETTY et al., 2008). De acordo com Tews (2002), Ferreira et al. (2004),
Bruusgaard e Gundersen (2008), jA& que a fibra muscular esquelética é
multinucleada, é provavel a ocorréncia da apoptose em mionucleos individuais

relacionado a destruicdo do dominio nuclear (volume do citoplasma de uma
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miofibrila regulada pelos genes de um mionucleo especifico). Neste processo nao
ocorre a destruicdo total da fibra, sendo a degradacdo de segmentos protéicos
associados a atrofia muscular. A resposta mionuclear € especifica do tipo de fibra
muscular, sendo observada uma diminuicdo maior do nimero de miondcleo em
fibras que expressam isoformas de miosina tipo | em relacéo a tipo Il (ALLEN et al.,
1996).

Autofagocitose ou autofagia

Segregacdo e degradacdo de constituintes citoplasmaticos - organelas,
inclusGes, areas do citoplasma e mesmo nucleos (lesados ou indesejados) por
vacuolos autofagicos, dai o termo autofagocitose ou autofagia. Em outras palavras a
propria célula recicla seus constituintes sem que haja morte celular. Os vacuolos
autofagicos posteriormente se fundem com lisossomos formando fagolisossomos,
que irdo fazer a digestdo e reciclagem do material autofagocitado (HARR e
DISTELHORST, 2010). No caso da atrofia muscular, se a perda de massa muscular
ndo € associada com a perda de células (se ndo ha diminuicdo quantitativa),
filamentos de actina e miosina, mitocondrias e mesmo nucleos séo reciclados por
autofagocitose (ZHAO et al., 2008; TOLKOVSKY, 2010; TENG et al., 2011; IIDA et
al., 2011). Nos mausculos em atrofia a via ubiquitina-proteassoma catalisa a
degradacdo das proteinas miofibrilares, ainda que a importancia dessa via tenha

recebido pouca atencao (ZHAO et al., 2008).

Imobilizagdo com atadura gessada como modelo indutor de atrofia muscular

esquelética

A atrofia muscular associada a imobilizacdo aparece de maneira rapida e
reversivel (HADDAD et al., 2003). A partir de quatro a seis dias de imobilizacdo ja
ocorrem perdas estruturais no tecido muscular (BOOTH, 1977), promovendo a
atrofia (APPEL et al., 1986; WILLIAMS et al. 1988; VAZEILLE, et al., 2008). A
imobilizacdo tem um grande efeito na funcdo muscular, podendo causar perdas
continuas de calcio dos ossos aumentando a vulnerabilidade as lesdes musculares e
Osseas (FITTS et al, 2001), bem como osteoporose, anquilose e fibrose
(CHIKWENDU e JEEVENDRA, 1999). A posicdo da imobilizacdo influéncia
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significativamente o grau total de atrofia muscular esquelética. Na posi¢céo encurtada
ocorre um rapido aumento do grau de atrofia (SMITH et al., 2000; JOKL e
KONSTADT, 1983; KIM et al., 2007; WILLIAMS e GOLDSPINK, 1984), em relacéo a
posicdo alongada e neutra (JOKL e KONSTADT, 1983), caracterizada pelo aumento
do namero de sarcébmeros em série e atrofia moderada ou ausente (VOLPI et al.,
2008).

13



OBJETIVOS

Objetivo Geral

Adaptar o modelo de inducado da atrofia muscular em gato proposto por Jokl e
Konstadt (1983) ao rato Wistar macho, a fim de estudar as alteracdes da morfologia
muscular, das fibras nervosas e placas motoras e a autofagocitose de ndcleos na
atrofia muscular esquelética. Empregou-se a imobilizacdo do membro pélvico na

posicéo encurtada, em 15, 30 e 45 dias de imobilizacao.

Objetivos Especificos

Mensurar 0s pesos: corporal e dos musculos séleo e gastrocnémio em
diversos momentos da atrofia muscular.

Quantificar morfometricamente a composicdo muscular na atrofia: 0 numero
médio de midcitos e de nucleos por area, a area média de seccao transversa das
fibras, o diametro médio e o perimetro das fibras musculares, a area relativa do
tecido conjuntivo intercelular e fascicular, e a relacdo entre os tipos | e Il de fibras
musculares.

Comparar os resultados obtidos para os parametros descritos nos itens
anteriores, a partir dos membros imobilizados na posi¢do encurtada nos distintos
tempos de imobilizag&do, com os resultados obtidos dos controles.

Comparar os resultados obtidos para os parametros nos imobilizados entre os
distintos tempos de imobilizagao.

Identificar morfologica e qualitativamente fibras nervosas e placas motoras em
diversos momentos da atrofia muscular.

Identificar morfologica e qualitativamente a expressdo da caspase 3 e a
autofagocitose de ndcleos em diversos momentos da atrofia muscular por técnica

imunohistoquimica.
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MATERIAL E METODOS

Distribuicdo dos grupos e delineamento experimental

Foram utilizados 30 ratos Wistar, adultos jovens (17 semanas), machos, com
peso inicial de aproximadamente 350 a 400 gramas cada, para imobilizacdo do
membro pélvico. Os animais foram fornecidos pelo Centro de Desenvolvimento de
Modelos de Experimentagdo da UFMG e mantidos confinados em gaiolas plasticas,
no biotério do Departamento de Morfologia, com temperatura ambiente controlada
(22°C) e iluminacéo artificial, sendo o fotoperiodo de 12 horas claro (7:00 as 19:00
hs.) e 12 horas escuro (19:00 as 7:00 hs), com alimentacdo e agua ad libitum
durante todo o periodo experimental. Este projeto foi aprovado pelo comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA-
UFMG) sob o nimero 251/08 (Anexo 1).

Os animais foram divididos em 6 grupos, sendo 3 grupos imobilizados (6 ratos
por grupo: |, musculo imobilizado por 15 dias; Il, 30 dias e lll, 45 dias) e 3 grupos
controles (4 ratos por grupo: IV, controle de 15 dias; V, 30 dias e VI, 45 dias).
Imobilizaram-se 0s membros pélvicos direitos na articulagdo do joelho
(femorotibiopatelar) e tornozelo (tibiotarsica), através de atadura gessada (Fig. 4).
Os ratos foram anestesiados com Pentobarbital Sédico (50-75mg/ kg) via intra-
peritoneal para proceder-se a imobilizacdo (ST-AMAND et al., 2001); durante o
procedimento foi administrada a dose minima, sendo aumentada quando
necessario. A dosagem anestesiou 0s animais por aproximadamente duas horas
seguindo o protocolo sugerido por Vialle et al. (1999) e Filho et al. (2003). Os
membros foram imobilizados na posicao de flexdo de joelho e extensdo de tornozelo
e as articulagcbes foram colocadas no angulo maximo resultando na posicao
encurtada para 0os musculos gastrocnémios e séleos (JOKL e KONSTADT, 1983).
Em etapa final colocou-se um colar elizabetano adaptado para o rato, confeccionado
de material radiografico, para impedir danos na técnica de imobilizacdo do membro
(Fig. 4 A).

15



Fig. 4 - Rato anestesiado em decubito lateral esquerdo com o membro pélvico
direito imobilizado: A- Animal em decubito lateral antes de imobilizacdo concluida, ja
com o colar elizabetano; B- Observar as trés camadas da imobilizagdo: malha
tubular mais interna, algodao ortopédico na camada média e atadura de crepom na
camada mais externa; C- Notar o arremate da extremidade da imobilizacdo e a
robusta fixagdo abdominal; D - Extremidade distal do membro imobilizado com
coloracdo normal, E - Concluséo da imobilizacdo envolvendo a camada externa com
atadura gessada. Vide artigo da técnica de imobilizagdo (Anexo 2).

Os grupos foram formados por distribuicdo aleatéria e o ensaio foi conduzido
no delineamento inteiramente casualizado. Os animais eram vistoriados diariamente,
duas vezes por dia. Quando a imobilizacdo era danificada pelo proprio animal, novo
procedimento de sedacdo e imobilizacdo foi conduzido. Apds os dias referidos de
imobilizacdo (15, 30 e 45 dias), os seis animais de cada grupo imobilizado, assim
como 0s quatro animais de cada grupo controle foram eutanasiados através da
inalagdo por CO, na camara de CO, Em seguida, procedeu-se a retirada dos
musculos soOleos e gastrocnémios direitos (Fig. 5) os quais foram dissecados e
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pesados. Amostras dos musculos eram retiradas para serem submetidas técnicas

histoldgicas e moleculares.

Fig. 5 - Musculo séleo e gastrocnémio respectivamente dispostos longitudinalmente.

Pesagem corporal e dos musculos séleo e gastrocnémio

Os animais foram pesados antes do inicio do experimento e apds a eutanasia
(final do experimento). Para a pesagem corporal foi utilizado balanca digital (Marte,
modelo AL500, S&do Paulo) com precisao de 0,0001g.

ApOs o processo de pesagem corporal dos animais e analise dos valores, 0s
membros pélvicos direitos foram dissecados, e os musculos gastrocnémio e séleo

foram retirados e pesados na mesma balanca.

Coleta do Material

Logo ap6s o sacrificio e retirada dos musculos, fragmentos do soleo e
gastrocnémio imobilizados e controles foram obtidos a partir de seccéo transversal
na regido do ventre muscular e processados para posterior analise morfométrica. Os
fragmentos fixados em formol tamponado a 10% foram submetidos a avaliacao
histologica, imunohistoquimica e morfométrica. Outros foram crioprotegidos com
sacarose e armazenados em freezer a -20° C para posterior obtenc&o de criocortes
e realizacdo de técnicas histoquimicas para determinagcdo de diferentes ATPases

miofibrilares.
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Processamento histolégico para emblocamento em parafina

Os fragmentos fixados em formol tamponado a 10% foram processados
segundo técnica de rotina para inclusdo em parafina (LUNA, 1968). Cortes de 5 um
foram corados: em Hematoxilina - Eosina (HE) para avaliagdo histolégica do tecido
muscular; em Picrosirius Red (PSR) para avaliacao histolégica do tecido conjuntivo,
e em Glees - Marsland, para evidenciacdo histologica da fibra nervosa e placa
motora (LUNA, 1968; MARSLAND, 1954).

Morfometria

Imagens digitais obtidas em microscépio O6ptico (Olympus BX 41), com
objetiva de 10x e projetiva 3,3 acoplado a uma camara digital (JVC/ TK- 1270 Color
Video Camera; Germany) e captador de imagens (“frame grabber”’) MiroMOVIE
PRO; Germany) no laboratério de Morfometria do Departamento de Patologia do
ICB-UFMG. Para quantificacdo de todas das varidveis selecionadas utilizou-se o
programa Media Cybernetics Image Pré-Pus, versédo 4.0. A metodologia empregada
para a segmentacdo das imagens, definicdo das condicdes morfométricas e
obtencdo das medidas foram descritas por Caliari (1997).

Para a avaliacdo da atrofia muscular e quantificacdo da area, diametro médio
e perimetro das fibras musculares, utilizaram-se imagens capturadas de laminas
coradas em HE com objetiva de 10x. Preconizou-se 100 células por animal (BRITO
et al., 2006).

Para a quantificacdo das células musculares (midcitos), utilizaram-se imagens
capturadas das laminas coradas em HE, com objetiva de 10x. O niumero minimo
representativo de campos foi obtido conforme Moro et al. (2004). O numero de
campos microscopicos foi considerado representativo quando o aumento no
tamanho amostral ndo resultou em diminui¢ao significativa no valor do coeficiente de
variacdo. Usando essa abordagem, 14 campos microscopicos por lamina foram
utilizados para quantificar a celularidade dos musculos. As células foram
guantificadas em termos de numero de células e nimero de células alteradas por
campo analisado. Para as células alteradas caracterizou-se a presenca de: contorno
irregular, citoplasma menos acidofilico e apresentando fendas.
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Para a quantificacdo dos nucleos e nucleos condensados por campo
analisado das células musculares, utilizaram-se imagens capturadas das laminas
coradas em HE, com objetiva de 40x. A condensacao nuclear (intensa basofilia) foi
considerada indicio de apoptose ou autofagocitose mionuclear. Utilizamos 40
campos por animal (SAMPAIO, 2002).

Para a quantificacdo do tecido conjuntivo intercelular e interfascicular
muscular, utilizaram-se imagens capturadas de laminas coradas em PSR, com
objetiva de 10x. Utilizamos 10 campos por animal (PORTO, 2006). A quantificacao
se deu das seguintes maneiras:

Area relativa do tecido conjuntivo = (£ da area do tecido conjuntivo / ¥ da area
do musculo + Z da area do tecido conjuntivo) X 100 (CALIARI, 1997).

Analise qualitativa das fibras nervosas e placas motoras

As imagens capturadas das laminas coradas pela técnica de Glees-Marsland
com objetiva de 40x foram avaliadas qualitativamente para analisar a morfologia das
fibras e placas motoras nos distintos tempos de imobilizacdo estudados (ENDO et
al., 2008).

Processamento Imunohistoquimico para deteccdo de Caspase 3

As amostras foram fixadas com paraformaldeido 4% e lavadas 3 vezes com
Tris Acido Bérico Salina (TBS). As laminas com os cortes foram encubadas em
estufa a 37 °C por 30 min; desparafinadas em xilol (15min por 2 vezes) e hidratadas
em alcool absoluto (5min), alcool 90% (5min), alcool 70% (5min) e 4gua destilada
(5min).

Em seguida, os cortes foram imersos em metanol/H,0, (3%) por 10 minutos a
temperatura ambiente (37 °C). Para a recuperacdo antigénica utilizou-se tampéao
citrato, solugdo de acido citrico em ciclos alternados de aquecimento em forno de
microondas. Sitios inespecificos foram bloqueados utilizando Tampéao Fosfato Salina
(PBS) contendo 1% de Albumina Serica Bovina (BSA) e 0,1% de Tween 20 por 10
minutos a temperatura ambiente (37 °C). Apés este procedimento, as laminas foram
incubadas em camara umida com 100 pl do anticorpo primario (Caspase 3) por 1

hora a temperatura ambiente (37 °C). A seguir, as amostras foram lavadas em
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tampédo de lavagem PBS contendo 0,1% de Tween 20 e posteriormente cobertas
com 100 pl do anticorpo secundério (1 pl/ml) e incubadas a 37°C, em camara umida,
por 30 minutos. Os cortes foram enxaguados em tampao TBS e incubados em
camara umida, a temperatura ambiente (37 °C), com 100 pl de Streptavidin-
Peroxidase (POD) (0,5 U/ml) por 30 minutos. Em seguida, a revelagao foi efetuada
com solucao de 100ul diaminobenzidina a 3% em PBS a temperatura ambiente (37
°C) por 40 minutos e contracorados com dois banhos rapidos em Hematoxilina, a
temperatura ambiente. Apos desidratacdo em Etanol absoluto e imersdo em Xilol, as
laminulas foram montadas com Ethelan e posteriormente examinadas em
microscépio de luz.

As imagens capturadas das laminas, com objetiva de 40x, foram triadas

qualitativamente para positividade da reacdo acima descrita.

Processamento para determinacdo ATP&sica e quantificacdo dos tipos de

fibras musculares

Fragmentos previamente crioprotegidos em banhos de solucdo de sacarose a
5%, 10% e 20% (1 hora cada) foram incluidos em Tissue-Tek Optimal Cutting
Temperature (OCT) e mantidos em “freezer’” a -20°C antes da realizacdo dos
criocortes. Seccdes com 8um obtidas em criostato (Microm HM 505N, Ontario,
Canada) a -28°C e colhidos em laminas histoldgicas silanizadas foram submetidas
ao método histoquimico para marcacdo de ATPase miofibrilar (m-ATPase) em pH
9.4 (ROUND et al., 1980), necessaria para diferenciar os tipos de fibras musculares
esqueléticas. Foram identificadas as fibras tipo FG e FOG, reveladas fortemente,
apos pré-incubagdo alcalina (pH 9,4), e SO, revelada negativamente apos pré
incubacéo alcalina (pH 9,4), conforme os critérios adotados por PETER et al. (1972).

As imagens capturadas das laminas coradas pela técnica m-ATPase, com
objetiva de 10x, foram submetidas a morfometria computadorizada para quantificar o
namero absoluto dos diferentes tipos celulares (tipo | e tipo Il). Foram utilizadas 200
células consecutivas por animal (SAAD et al., 2002; SANTOS et al., 2004).
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Anélise estatistica

O presente estudo foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado.
Para testar a distribuicdo Gaussiana dos dados foi utilizado o teste de Lilliefors e a
homocedasticidade, o teste de Bartlett. Empregou-se andlise de variancia (ANOVA)
e SNK (Newmann-Keuls) para comparag¢do das médias dos varios grupos com um
nivel de 5 % de significancia (SAMPAIO, 2002).
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RESULTADOS

A técnica de imobilizacdo com atadura gessada adaptada para ratos foi
eficiente para manter o membro na posicdo desejada durante todos os tempos
estudados, mesmo aos 45 dias quando a atrofia j& era avancada e havia grande

perda na massa muscular.

Peso Corporal e Peso muscular

A Imobilizacdo do membro pélvico direito durante os trés tempos propostos
neste estudo mostrou reducdo significativa no peso corporal final nos grupos
imobilizados quando comparados com seus respectivos controles (p<0,001). O peso
corporal final nos grupos imobilizados também caiu progressivamente nos trés
tempos, sendo mais acentuada no tempo final de 45 dias (p<0,05) (Tab. 1).

A imobilizacdo do membro pélvico direito nos trés intervalos de tempos (15,
30 e 45 dias) gerou uma atrofia muscular esquelética significativa em relacao aos
respectivos controles em ambos os musculos (p<0,05). No séleo a perda de massa
foi 40% aos 15 e 30 dias e 69% aos 45 dias. No gastrocnémio foi de 23,8 % aos 15
dias, 47,1% aos 30 e 68,7% aos 45 dias. No entanto dentro dos grupos imobilizados,
0 peso muscular diminuiu significativa e progressivamente apenas no muasculo
gastrocnémio, detectavel no tempo de 15 dias de imobiliza¢do e mais intenso aos 45
dias (p<0,001). A perda de massa muscular final do gastrocnémio imobilizado foi de
48% e do sobleo de 25% (Tab. 1).
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Tab. 1. Médias e desvios padrdes do peso corporal e peso muscular, dos musculos
séleo e gastrocnémio, dos grupos controles e imobilizados, avaliados nos tempos de
15, 30 e 45 dias.

Grupos Peso corporal (g) Peso corporal (g) Peso (g) Peso (g)
Inicial Final Séleo Gastrocnémio
Controle 15 dias 386+31 396 + 31 0,20 + 0,01" 2,48 + 0,092"
Imobilizado 15 dias 456+45* 360 + 40" 0,12+0,02® 1,89+ 0,26"
Controle 30 dias 420+46 444 + 46* 0,20 + 0,017 2,63+ 0,29"
Imobilizado 30 dias 440+53* 329 + 44° 0,12 + 0,04" 1,39 + 0,27°
Controle 45 dias 460+39 460 + 43* 0,29 + 0,04" 3,16 + 0,06"
Imobilizado 45 dias 406234* 265 + 51° 0,09 + 0,05" 0,99 +0,31°

Nota: *Valores estatisticamente significativos nas comparacfes entre peso corporal
inicial e peso corporal final, para cada periodo de estudo, dentro na mesma linha;
peso corporal final entre grupos controles e imobilizados, dentro da mesma coluna,
para o periodo de 30 e 45 dias. P<0,05

#Valores estatisticamente significativos nas comparacdes entre peso muscular,
dentro da mesma coluna entre controle e imobilizado, para cada periodo de estudo
nos musculos soleo e gastrocnémio. P<0,05

Letras mailsculas distintas representam diferencas significativas nas comparacdes
entre grupos imobilizados para cada periodo de estudo, dentro da mesma coluna.
p<0,05

Descricdo Histoldgica e Histopatoldgica

Histologicamente os musculos soleo (Fig. 6A) e gastrocnémio (Fig. 7A) no
grupo controle mostravam fibras seccionadas transversalmente de contorno
arredondados, volumosas, com coloracdo acidofilica intensa e boa preservacdo da
estrutura. Ja nos grupos imobilizados, os musculos séleo (Fig. 6B, C e D) e
gastrocnémio (Fig. 7B, C e D) apresentavam contornos irregulares, com area de
seccdo transversal visivelmente diminuida, coloracdo menos acidofila e células

poliédricas, além de fragmentacédo com fendas citoplasmaticas evidentes (Fig. 6D).
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Fig. 6 - Fotomicrografias do masculo séleo corado em HE: (A). Controle, sem lesdes
aparentes; (B, C e D) Grupos imobilizados aos 15, 30 e 45 dias, respectivamente,
mostrando diminuicdo da area e de contorno transversal das fibras e reducao da

acidofilia e presenca de células po

liédricas.

Fig. 7 - Fotomicrografia do masculo gastrocnémio corado em HE: (A). Controle, sem
lesbes aparentes; (B, C e D) Grupos imobilizados aos 15, 30 e 45 dias,
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respectivamente, mostrando diminuicdo da area e de contorno transversal das fibras,
reducdo da acidofilia e presenca de células poliédricas.

Area, Diametro Médio e Perimetro

Morfometricamente houve diminuicdo significativa da area média da secc¢ao
transversal das fibras (Fig. 8) em ambos os musculos estudados, evidentes aos 15
dias de imobilizagdo e mais pronunciados aos 45 dias (p<0,01) em relagéo aos seus
respectivos controles. Entre os animais do grupo imobilizado, a area média da
seccdao transversa diminuiu significativamente apenas no musculo gastrocnémio aos
45 dias (15~30>45,15>45, p<0,01). Nos imobilizados a diminuicdo da area média da
seccao transversa foi de 8% no musculo séleo e 30% no muasculo gastrocnémio aos
45 dias (Tab. 2).

o

Fig. 8.- Morfometria de imagem digitalizada do musculo séleo, para andlise da area,
didmetro médio e perimetro celular entre grupos controle (A) e imobilizado (B) no
tempo de 15 dias. HE.

No didmetro médio e perimetro, a imobilizacdo gerou uma reducao
significativa no musculo séleo e gastrocnémio em todos o0s tempos quando
comparados com seus respectivos controles. Nos musculos séleos imobilizados
houve uma reducdo significativa mais intensa aos 30 dias, ainda que ndo tenha
havido diferenca com os valores intermediarios obtidos para 45 dias (15>30~45 e
15~45, p<0,04) Nos sbéleos imobilizados a reducdo do diametro médio e perimetro
foram de 9,14% e 12,15% no pico de 30 dias, respectivamente. No entanto, a
diminuicdo significativa do gastrocnémio imobilizado foi mais intensa aos 45 dias
ainda que nao tenha havido diferenca com os valores obtidos para 30 dias
(15230245 e 15>45, p<0,01). Nos gastrocnémios imobilizados a reducdo do
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didmetro médio e perimetro foram de 17,29%

respectivamente (Tab. 2).

Tab 2. Médias e desvios padrdes da area (A), diametro

(P) dos musculos séleo e gastrocnémio, dos grupos

avaliados nos trés tempos (15, 30 e 45 dias).

e 17,54%

aos 45 dias,

meédio (D. Me) e perimetro
controles e imobilizados,

Séleo A D. Me P

Grupos (dias) (um?) (um?) (um?)
Controle 15 237796 + 42333* 5467 + 521* 19590 + 1687*
Imobilizado 15 148423 + 19019" 4265 + 264" 15843 + 956"
Controle 30 238950 + 46970* 5473 + 557* 19764 + 1988*
Imobilizado 30 124081 + 21427" 3875 + 315° 13918 + 1316°
Controle 45 271191 + 106735* 5804 + 1199* 21236 + 4331*
Imobilizado 45 136644 +31201" 4060 +523"® 14848 + 2078"®

Gastrochémio A D. Me P

Grupos (dias) (um?) (um?) (um?)
Controle 15 320321 + 90411* 6230 + 876* 22146 + 3239*
Imobilizado 15 152805 + 15322" 4331 + 230" 15814 + 910"
Controle 30 315019 + 60370* 6143 + 496* 21679 + 1774*
Imobilizado 30 142473 + 36999 4126 + 528" 14787 + 1903"®
Controle 45 247311 + 58297* 5496 + 699* 19393 + 2173*
Imobilizado 45 106462 + 32597° 3582 + 564° 13040 + 2056°

Nota: * Valores estatisticamente significativos nas comparagdes entre dimensodes
celulares entre grupos controles e imobilizados, para cada periodo de estudo, dentro
na mesma coluna. p<0,05

Letras mailsculas distintas representam diferencas significativas nas comparacdes
entre grupos imobilizados para cada periodo de estudo, dentro da mesma coluna.
p<0,05. A: area, D. Me: Diametro médio e P: Perimetro.
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Células do Tecido Muscular Esquelético (Mi6citos)

As células musculares do musculo sbéleo no grupo imobilizado nos trés
tempos estudados (15, 30 e 45) aumentaram significativamente por campo analisado
em comparacao com os controles. Nos grupos imobilizados o aumento significativo
ocorreu aos 30 dias e posteriormente diminuiram-se significamente aos 45 dias
(p<0,04) (Graf. 1).
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- Imobilizado

Nimero de células / Campo

15 dias 30 dias 45 dias

Graf. 1 — Médias e desvios padrdes do numero celular por campo analisado do
musculo sdleo dos grupos controle e imobilizado nos trés intervalos de tempo
estudado. *Valores estatisticamente significativos nas comparagdes entre controle e
imobilizado. # Valor estatisticamente significativo nas comparacfes para o grupo
imobilizado, entre os periodos de estudo (P<0,05).

Ja no musculo gastrocnémio houve um aumento significativo do nimero de
células por campo analisado do grupo imobilizado com relacdo aos seus controles
nos trés tempos estudados (15, 30 e 45). Nos grupos imobilizados ndo se detectou

aumento significativos nos diferentes tempos estudados (Graf. 2).
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Graf. 2 - Média e desvio padrdo do numero celular por campo analisado do musculo
gastrocnémio dos grupos controle e imobilizado nos trés intervalos de tempo
estudado. *Valores estatisticamente significativos nas comparacdes entre controle e
imobilizado. (P<0,05).

O numero de células com morfologia alterada (contorno irregular, menos
acidofila e fendas no citoplasma) no soéleo apresentou um aumento significativo por
campo analisado aos 30 dias de imobilizagdo quando comparados com seus

controles, acentuando-se aos 45 dias (p<0,04) (Graf. 3).
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Graf. 3 - Médias e desvios padrdes do numero de células alteradas por campo
analisado do musculo so6leo, nos grupos controle e imobilizado em trés intervalos de
tempo. *Valores estatisticamente significativos nas comparagdes entre controle e
imobilizado. (P<0,05).

No musculo gastrocnémio houve apenas aumento significativo de células
alteradas por campo analisado no tempo de 45 dias imobilizado com seu controle
(Graf.4).
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Graf. 4 - Médias e desvios padres do numero de células alteradas por campo
analisado do musculo gastrocnémio, dos grupos controle e imobilizado nos trés
intervalos de tempo estudado. *Valores estatisticamente significativos nas
comparacdes entre controle e imobilizado. (P<0,05).

Nucleos do Tecido Muscular Esquelético (Mionucleos)

Os mionucleos por campo analisado do musculo s6leo aumentaram quando
comparados 0s grupos imobilizados com os controles nos trés tempos. (p<0,05)
(Graf. 5).
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Graf. 5 - Médias e desvios padrbes dos miondcleos por campo analisado, do
musculo soleo, dos grupos controle e imobilizado nos trés intervalos de tempo
estudado. *Valores estatisticamente significativos nas comparagdes entre controle e
imobilizado. (P<0,05).
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J4& 0 musculo gastrocnémio apresentou um aumento significativo dos
mionucleos por campo analisado nos grupos imobilizados em relacdo aos controles
aos 30 e 45 dias (p<0,02). Quando analisado entre grupos imobilizados, o nimero
dos mionucleos por campo no tempo de 15 dias foi menor que aos tempos de 30 e
45 dias (P<0,03) (Graf. 6).
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Graf. 6 - Médias e desvios padrdes dos mionucleos por campo analisado, do
muasculo gastrocnémio, dos grupos controle e imobilizado nos trés intervalos de
tempo estudado. *Valores estatisticamente significativos nas comparagbes entre
controle e imobilizado. (P<0,05). #Valores estatisticamente significativos nas
comparacoes entre intervalos de tempo dentro do grupo imobilizado. (P<0,05).

Os mionucleos condensados do musculo sdéleo (Fig. 9), com intensa basofilia,
aumentaram significativamente nos grupos imobilizados em relacdo aos controles

nos trés tempos (Graf. 7).
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Fig. 9- Imagem digitalizada das células musculares do s6leo imobilizado de 15 dias.
Mionucleos condensados (setas pretas) e ndo condensados (setas vermelhas). HE.
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Graf. 7 - Médias e desvios padrées dos mionucleos condensados por campo
analisado do musculo séleo, dos grupos controle e imobilizado nos trés intervalos de
tempo. *Valores estatisticamente significativos nas comparagdes entre controle e
imobilizado. (P<0,05).
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No musculo gastrocnémio houve um aumento significativo dos mionucleos
condensados por campo analisado aos 30 e 45 dias de imobilizado em relacdo aos
controles (p<0,001). Quando analisado entre grupos imobilizados, o niumero dos
mionucleos condensados por campo no tempo 15 dias foi menor que aos tempos de
30 e 45 dias (p<0,01) (Graf. 8).
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Graf. 8 - Médias e desvios padrdes dos mionucleos condensados por campo
analisado do musculo gastrocnémio, dos grupos controle e imobilizado nos trés
intervalos de tempo estudado. *Valores estatisticamente significativos nas
comparacdes entre controle e imobilizado. (P<0,05). #Valores estatisticamente
significativos nas compara¢des entre intervalos de tempo dentro do grupo
imobilizado. (P<0,05).

Tecido Conjuntivo Muscular

A area meédia relativa do tecido conjuntivo intercelular e interfascicular (Fig.10)
nos grupos imobilizados nos trés tempos estudados aumentou significativamente em
relacdo aos controles no musculo sdéleo. J& no gastrocnémio houve aumento da area
média relativa do tecido conjuntivo aos 30 e 45 dias (p<0,01) quando comparados
com os controles. No entanto, a area do conjuntivo aumentou significativamente aos
45 dias no musculo séleo, quando comparados os 3 tempos no grupo imobilizado
(45230215 e 45 >15, p<0,05). O aumento do tecido conjuntivo foi de 270% no séleo

e de 212% no gastrocnémio no tempo final de 45 dias de imobilizacdo
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Fig. 10 - Imagem digitalizada do tecido muscular e conjuntivo do gastrocnémio aos
30 dias. Grupo controle (A) e grupo imobilizado (B). PicroSiriusRed. Segmentacéo
da imagem do grupo controle (C) e grupo imobilizado(D) com uso de trés cores
distintas.. Vermelha: Tecido Muscular; Verde: Tecido Conjuntivo, Azul: area nula.

Tab. 3 - Médias e desvios padrbes da area média relativa do tecido conjuntivo
muscular dos musculos séleo e gastrocnémio, grupos controle e imobilizado,
avaliados nos trés tempos (15, 30 e 45 dias).

Grupos Area conjuntivo (%) Area conjuntivo (%)
Dias Séleo Gastrocnémio
Controle 15 10,19 + 0,56 10,95 + 3,25
Imobilizado 15 14,27 + 2,46 ° 9,85 + 0,95"
Controle 30 10,27 £ 2,72 5,92 + 2,66
Imobilizado 30 20,91 +5,40° 12,41 + 1,80*"
Controle 45 9,80 + 3,33 8,42 £ 3,14
Imobilizado 45 26,52 +7,97" 17,88 + 5,97*"

Nota: * Valores estatisticamente significativos nas comparacdes entre area relativa
do tecido conjuntivo muscular entre grupos controles e imobilizados, para cada
periodo de estudo, dentro na mesma coluna. p<0,05.

Letras mailsculas distintas representam diferencas significativas nas comparacdes
entre grupos imobilizados para cada tempo, dentro da mesma coluna. p<0,05.
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Tipos de Fibras Musculares

Quando se comparou o tipo de fibra muscular nos grupos imobilizados com os
controles, observou-se que as fibras tipo | (Fig. 11) do séleo diminuiram
significativamente aos 30 dias de imobilizacdo (p<0,007). Ja as fibras tipo Il (Fig. 11)
aumentaram significativamente no mesmo tempo (p<0,007). Na comparacao entre
os periodos dentro do grupo imobilizado verificou-se queda significativa das fibras
tipo 1l aos 45 dias (15~30>45, 15~45, p<0,03) (Tab. 6).

Fig. 11 - Imagens digitalizadas do musculo séleo aos 30 dias através de reacao
especifica para os tipos de fibras musculares. Grupo controle (A) e grupo imobilizado
(B). Seta preta: Fibra tipo | - predominio no musculo controle; Fibra tipo Il - seta
vermelha - em maior nimero no masculo imobilizado. ATPase (pH- 9,4).

No musculo gastrocnémio, ndo houve alteracdes significativas quando se
comparou o tipo de fibra nos grupos imobilizados com seus controles e nem nos
diferentes periodos dentro do grupo imobilizado (Tab. 6).

Nas comparactes entre fibras musculares | e Il no séleo do grupo controle
observou-se que as fibras do tipo | foram mais numerosas (p<0,01). Ilgualmente, as
fibras do tipo | no sb6leo do grupo imobilizado predominaram aos 30 e 45 dias
(p<0,05) (Tab. 6).
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Tab. 4 - Médias e desvios padrdes da distribuicdo de 200 fibras musculares em tipo |
e Il dos musculos séleo e gastrocnémio, nos grupos controle e imobilizado, avaliados
nos tempos de 15, 30 e 45 dias

Séleo Gastrocnémio
Grupos Fibras (un) Fibras (un)
Dias I Il | I
Controle 15 117 +17.34° 83 +17.34° 78.7 £+53.9%  121.3+53.9%

Imobilizado 15 | 129.3 +47.5"*  70.6+ 47.5"%*| 02.3+48.5" 107.7+48.5™
Controle 30 146.6 + 11.06*® 53.3+11.06" 38 +22.6° 162 + 22.6°
Imobilizado 30 111 +5.19™ 89 + 5.19*"° 77 £485" 123 +485™
Controle 45 164.3 £ 16.07*  35.7 + 16.07° 42 +21.9° 158 + 21.9%
Imobilizado 45 | 141.7 +16.6°®  58.3+16.6%° | 99.3+87.0"® 100.7 +87.0"

Nota: *Valores estatisticamente significativos nas comparacdes do tipo de fibra | e Il
entre grupos controles e imobilizados para cada periodo de estudo, dentro na
mesma coluna. p<0,05
Letras mailsculas distintas representam diferencas significativas nas comparacdes
entre fibras | com fibras | e Fibras Il com fibras Il nos grupos imobilizados para cada
periodo de estudo, dentro da mesma coluna. p<0,05
Letras mindsculas distintas representam diferencas significativas nas comparacdes
de fibras | versus IlI, entre grupos controles e entre grupos imobilizados para cada
periodo de estudo, dentro da mesma linha. p<0,05

Quando se compararam os tipos | e Il de fibras musculares do gastrocnémio
no grupo controle observou-se predominio do tipo Il aos 30 e 45 dias (p<0,01). J4 no
grupo imobilizado as fibras apresentaram propor¢des similares em todos os tempos

(Tab. 6).
Tecido Nervoso
As fibras nervosas e placas motoras do grupo controle mostravam-se mais

facilmente visualizaveis e mais continuas que no grupo imobilizado em todos os

tempos estudados e em ambos os musculos (Fig.12).

35



Fig. 12. Imagens digitalizadas do tecido muscular do s6leo com coloracdo especifica
para fibras nervosas. (A) Grupo controle, 30 dias; fibra nervosa mais facilmente
visualizavel e mais espessa (Seta). (B) Grupo imobilizado, 30 dias, fibra nervosa
mais dificil de visualizar e mais ténue (Seta). Glees-Marsland.

Caspase 3

Os nucleos marcados pela reacdo imunohistoquimica (caspase 3) nos grupos
imobilizados apresentavam-se, na maioria das vezes, com aspecto condensado e
apesar de frequentes em todos os tempos avaliados (15, 30 e 45) foi maior aos 45

dias. O musculo séleo foi mais intensamente marcado que o gastrocnémico (Fig.13).
) g e BN - Se—— o
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Fig. 13. Imagem digitalizada das células musculares do so6leo e gastrocnémio com
marcacao positiva para Caspase 3 (nucleos em apoptose ou em autofagocitose).
Sdleo - grupo imobilizado: 45 dias (A). Gastrocnémio - grupo imobilizado: 45 dias
(B). Caspase 3. Seta vermelha: positividade nuclear.
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DISCUSSAO

A Imobilizacdo articular é um procedimento terapéutico amplamente
empregado para permitir o reparo de lesdes articulares e ou Osseas, mas que
compromete a homeostasia das fibras musculares. Quando o tempo de imobilizacao
€ prolongado, como consequéncia ocorre a atrofia muscular. A técnica de
imobilizacdo com atadura gessada adaptada para ratos utilizada neste estudo foi
eficiente, de simples aplicacdo e pouco onerosa. Manteve o membro na posicéo
encurtada durante todos os tempos estudados, mesmo aos 45 dias quando a atrofia
ja era avancada. Williams e Goldspink (1984) em seu estudo analisaram a atrofia
muscular nas posi¢cdes encurtada e alongada. Nessa eles observaram que a atrofia
€ evidente aos 2 dias em relacao a alongada que é minima. Ja a atrofia na posicéo
neutra € minima ou ausente (DURIGAN et al.,, 2006). No estudo de Silva e
colaboradores (2006) e Durigan (2006) a imobilizacdo com resina acrilica do
membro posterior na posicdo neutra em ratos mostrou-se mais trabalhosa e onerosa
representando, portanto menor beneficio quando comparada a técnica empregada
no presente estudo.

O modelo de imobilizacdo gessada ora apresentado, nos intervalos avaliados,
produziu atrofia muscular similar a observada em seres humanos e em outros
modelos. O peso corporal final nos grupos imobilizados caiu progressivamente nos
trés tempos, sendo mais acentuada no tempo final de 45 dias, corroborando estudos
anteriores de outros autores (COHEN et al.,1999; FITTS et al., 2001; FERREIRA et
al., 2004; DURIGAN et al., 2006; VOLTARELLI et al., 2007; VOLPI et al. 2008; KIM e
KIM, 2010).

Neste estudo priorizam-se 0s musculos sOleo e gastrocnémio, por serem de
facil acesso, estarem proximos anatomicamente e apresentarem caracteristicas
distintas. A imobilizagdo aqui utilizada gerou atrofia com perda de massa muscular
significativa quando comparada com o0s respectivos controles, sendo no séleo a
perda de massa (40% aos 15 e 30 dias e 69% - 45 dias) e no gastrocnémio de
(23,8% aos 15 dias, 47,1% - 30 e 68,7% - 45 dias). Nos grupos imobilizados, o peso
muscular diminuiu progressivamente apenas no musculo gastrocnémio, ja detectavel
aos 15 dias de imobilizacdo. A perda de massa muscular final do gastrocnémio foi de

48% e do soleo de 25%. Jolk e Konstad (1983), empregando a imobilizacdo na
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posicdo encurtada por quatro semanas em gatos, verificaram diminuigéo significativa
do peso dos musculos gastrocnémio e séleo, sendo o s6leo mais acometido, o que
difere do atual estudo em ratos. Também Smith e colaboradores (2000) observaram
reducdo no peso muscular do sdéleo (15%) de coelhos no segundo e sexto dias apos
imobilizagdo na posigao encurtada. Outros autores relataram reducdo de 19, 20 e
33,8% do peso muscular do so6leo de ratos apés imobilizacdo (KONDO et al., 1993;
AHTIKOSKI et al.,, 2003; KOURTIDOU-PAPADELI et al., 2004). A diminuicao
progressiva do peso muscular apenas no musculo gastrocnémio foi também relatada
por Durigan e colaboradores (2006) que empregaram imobilizacdo em posicao
neutra em ratos. Estes autores ainda salientaram que a imobilizacdo por diferentes
periodos resulta em atrofia muscular, variando de 15% a 70%, dependendo dos
animais utilizados e das fibras avaliadas.

Em corte transversal, as fibras dos musculos do grupo controle apresentaram-
se volumosas, com contornos arredondados e coloragdo acidofilicas. Ja nos grupos
imobilizados, as fibras apresentavam contornos irregulares, com area de secc¢ao
transversal visivelmente diminuida, coloracdo menos acidofilica, além de
fragmentacao com fendas citoplasmaticas evidentes e células poliédricas. Ferreira et
al. (2004) e Voltarelli et al. (2007) confirmam tais achados mostrando que as fibras
dos musculos atrofiados tém diminui¢do do volume celular e do contetdo protéico.

A avaliacdo morfométrica mostrou diminuicdo significativa da area média da
seccdao transversal das fibras em ambos os musculos estudados, evidentes aos 15
dias de imobilizacdo e mais pronunciados aos 45 dias em relacdo aos controles,
indicando a perda de massa das fibras e de cada musculo. Entretanto, nos
imobilizados a diminuicdo da area média da seccao transversa foi de 8% no musculo
s6leo e 30% no musculo gastrocnémio aos 45 dias, sendo significativa apenas no
muasculo gastrocnémio, o que reforca a assertiva de paragrafo anterior de que o
musculo gastrocnémio é mais sensivel a atrofia que o soleo neste modelo. Durigan
et al. (2006) constatou reducao significativa da area da seccéao transversa da fibra de
31% do musculo séleo imobilizado apés trés dias em ratos, na posicdo neutra.
Outros estudos relatam diminuicao significativa da area da fibra no musculo séleo de
43% e 68% apos trés semanas de imobilizacdo (KANNUS et al., 1998; EDGERTON
et al., 2002).

A diminuicdo significativa do didmetro médio e perimetro das fibras dos

musculos séleo e gastrocnémio em todos os tempos de imobilizacdo quando
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comparados com o0s controles vistas neste trabalho confirmaram em estudos
anteriores (KANNUS et al., 1998; EDGERTON et al., 2002; DURIGAN et al., 2006).
No musculo s6leo imobilizado, as reducdes do diametro médio e perimetro tiveram
pico (9,14 e 12,15%) aos 30 dias. No gastrocnémio imobilizado foi mais intensa
(17,29 e 17,54%) aos 45 dias, reforcando a assertiva anterior de que o musculo
gastrocnémio é mais sensivel a atrofia que o sbéleo neste modelo. Williams e
Goldspink (1984) imobilizaram o membro pélvico de camundongos em posicao
encurtada e alongada durante duas semanas e observaram diminuicdo no diametro
médio e perimetro das fibras do musculo séleo na posicdo encurtada em apenas
dois dias de imobilizacéo.

Tomados em conjunto, as dimens@es celulares no musculo séleo reduziram
significativamente se acentuando aos 30 dias de imobilizacdo e de maneira oposta,
no musculo gastrocnémio as dimensfes diminuiram significativamente nos tempos
finais de 30 dias se acentuando aos 45 dias de imobilizac&o.

As células musculares tanto do musculo séleo quanto do gastrocnémio no
grupo imobilizado aumentaram significativamente por campo analisado nos trés
tempos estudados (15, 30 e 45) em comparagdo com 0s controles. JA nos grupos
imobilizados houve um aumento aos 30 dias com posterior queda aos 45 dias no
musculo séleo. O aumento de células por campo analisado aos 30 dias pode ser
interpretado como consequéncia da diminuicdo das dimensdes celulares (Area;
Diametro Médio e Perimetro) das fibras do musculo séleo, permitindo assim caber
mais células no campo. Ja a diminuicao de células por campo analisado aos 45 dias
sugere perda celular por apoptose ou autofagocitose. Ndo se detectou aumento de
células por campo analisado nos diferentes tempos estudados para o musculo
gastrocnémio. Nao existe relato na literatura sobre a analise quantitativa das células
musculares em relacdo ao numero celular e alterado em animais imobilizados.

As células alteradas por campo com contorno irregular, menos acidofilica e
fendas no citoplasma aumentaram aos 30 dias de imobilizacdo quando comparados
com seus controles no musculo séleo, e aos 45 dias em ambos os musculos.
Células com contorno irregular e retraidas podem sugerir apoptose ou mesmo
autofagocitose de nucleos, o que parece ser sustentado pela imunohistoquimica
para caspase. O musculo soéleo, por apresentar propor¢des maiores de fibras do tipo

I, parece mostrar células alteradas mais precocemente que o0 musculo gastrocnémio.
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Pdde-se constatar neste estudo que os mionucleos do musculo séleo
aumentaram por campo, quando se comparou 0S grupos imobilizados com os
controles nos trés tempos, provavelmente devido a diminuicdo significativa dos
diametros analisados por células. Tal aumento dos mionucleos no musculo
gastrocnémio ocorreu apenas aos 30 e 45 dias. Quando analisado entre grupos
imobilizados, o nUmero dos mionucleos por campo no tempo de 15 dias foi menor
que aos tempos de 30 e 45 dias apenas no gastrocnémio, devido a correlacado do
peso deste musculo com as dimensdes de suas fibras. Em estudos anteriores,
autores relataram a diminui¢do significativa dos mionucleos em musculos sélear e
gastrocnémio submetidos ao desuso pela imobilizagdo (APPELL, 1990; FERREIRA
et al., 2004; VOLTARELLI et al., 2007). Adams e colaboradores (2001) observaram
que durante a atrofia muscular por desuso ocorre a diminuicdo da atividade
transcricional e traducional do miondcleo, e as fibras respondem com uma
diminuicdo do numero de mionucleos por campo. O estudo de Allen et al. (1996)
constatou diminuigcdo do niumero de mionucleos em fibras tipo | em relacéo a do tipo
II, numa situacéo de auséncia de carga.

Os mionucleos condensados por campo do musculo s6leo aumentaram
significativamente nos grupos imobilizados em relagdo aos controles nos trés
tempos. No musculo gastrocnémio tal aumento e o entre grupos imobilizados
ocorreu somente aos 30 e 45 dias. Mionucleos condensados podem sugerir
apoptose e/ou autofagocitose de nucleos, sustentado pela imunohistoquimica para
caspase. O musculo séleo, por apresentar proporcdes maiores de fibras do tipo |,
parece mostrar miondcleos condensados mais precocemente que 0 musculo
gastrocnémio. Diversos autores relataram aumento significativo de miondcleos
condensados em musculos s6leo e gastrocnémio submetidos ao desuso pela
imobilizacdo (APPELL, 1990; FERREIRA et al., 2004; VOLTARELLI et al., 2007).

A area média relativa do tecido conjuntivo intercelular e interfascicular
aumentou significativamente nos grupos imobilizados em relagdo aos controles nos
trés tempos no soleo. J& no gastrocnémio tal aumento s6 ocorreu aos 30 e 45 dias.
Quando comparados os 3 tempos no grupo imobilizado, a area do conjuntivo
aumentou significativamente somente aos 45 dias e no musculo séleo. O aumento
do tecido conjuntivo foi de 270% no séleo e de 212% no gastrocnémio no tempo final
de 45 dias de imobilizagdo. Tais achados parecem sustentar que o musculo séleo é

muito afetado na imobilizagcdo, mostrando maior aumento do tecido conjuntivo,
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miocitos e midcitos alterados. No entanto, parecem sustentar também que o musculo
séleo é ao mesmo tempo mais resistente a atrofia que o gastrocnémio, visto que nao
mostra diferencas significativas entre os 3 tempos no grupo imobilizado para alguns
parametros (peso muscular, area média da seccao transversal das fibras e de
mionucleos e miondcleos condensados).

Varios estudos descrevem o aumento da area do tecido conjuntivo muscular
do soOleo e gastrocnémio de ratos apoOs distintos periodos de imobilizacdo, de
maneira similar aos nossos resultados (WILLS et al., 1982; KANNUS et al., 1998;
MATHEUS et al., 2007; HIBINO et al., 2008; VOLP et al., 2008; BERTOLINI et al.,
2010). Williams e Goldspink (1984) demonstraram que a proliferagdo do tecido
conjuntivo/aumento da taxa de renovacdo (“turnover’) sdo evidenciadas
precocemente no musculo séleo imobilizado em posicdo encurtada, sendo ja
perceptivel em apenas dois dias de imobilizagdo. Coutinho e colaboradores (2004)
relatam que o tecido conjuntivo aumenta nos muasculos so6leo e gastrocnémio com o
tempo prolongado de imobilizacdo. J6zsa e colaboradores (1988) observaram que o
remodelamento de tecido conjuntivo apds imobilizacdo depende ndo somente do
musculo imobilizado, mas também do tempo e das posicbes de imobilizacdo
(encurtada, alongada e neutra). Assim, independente do modelo estudado
(imobilizacdo ou denervacédo), a quantidade de tecido conjuntivo intramuscular
aumenta significativamente, variando de 50% até 700%.

Com relacéo ao tipo de fibra muscular do séleo, observou-se que enquanto as
fibras tipo | diminuiram significativamente somente aos 30 dias, as do tipo Il
aumentaram no mesmo periodo. As alteracbes metabdlicas decorrentes da
imobilizagdo, particularmente a queda da atividade basal, poderiam explicar a
diminuicdo das fibras tipo | no séleo neste periodo. Por outro lado, 0 aumento das
fibras tipo 1l poderia ser explicado por uma tentativa de compensagdo muscular da
gueda das fibras tipo I. De acordo com Durigan et al. (2006) o musculo séleo,
predominantemente composto por fibras tipo |, € o mais susceptivel a atrofia
muscular inerente ao desuso. Ploug e colaboradores (1995) relacionaram a maior
susceptibilidade do soéleo a atrofia por inatividade ao fato de ser este um musculo
postural e ter uma atividade basal maior do que os nao-posturais. Tal assertiva
corrobora com a afirmagcdo de Lieber (2002), de que os musculos considerados
antigravitacionarios, os uniarticulares e os que possuem maior propor¢cdo de fibras

lentas (tipo I) sdo os mais vulneraveis a atrofia induzida pelo desuso muscular. Okita
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e colaboradores (2001) em seu estudo imobilizaram ratos na posi¢cdo encurtada
durante quatro semanas e observaram que o musculo séleo apds o periodo total de
imobilizacdo apresentou um aumento significativo da fibra tipo 1l e diminuicdo da
fibra tipo | quando se comparou grupo imobilizado com o controle; similar ao estudo
de Kannus et al. (1998) e ao nosso estudo aos 30 dias.

Na comparacgdo entre os periodos dentro do grupo imobilizado verificou-se
gueda significativa das fibras tipo 1l aos 45 dias apenas no musculo séleo. Entretanto
tal queda (fibras tipo Il nos imobilizados aos 45 dias) veio acompanhada de
diminuicdo das fibras tipo Il nos controles, podendo significar ndo somente o efeito
da imobilizacdo em si, mas mesmo parte do comportamento natural do masculo. Ha
poucas eferéncias na literatura que abordem a evolucédo temporal dentro de grupos
controle e imobilizado. O usual é comparar proporcdes entre diferentes fibras
momento a momento. A queda de fibras tipo Il no musculo séleo, aos 45 dias de
imobilizagcdo ndo modificou a proporcéo de fibras, maior para o tipo | em todos os
momentos do estudo.

Nas comparacles entre fibras musculares | e Il no séleo do grupo controle
observou-se que as fibras do tipo | apresentaram maior proporc¢édo (82.1% ao final,
nos 45 dias). Com a imobilizacdo, as fibras do tipo | no sbéleo apresentaram
proporcdes semelhantes as do tipo Il somente aos 15 dias. Tal semelhanca de
proporcdes entre fibras tipo | e 1l neste momento (imobilizado e imobilizado aos 15
dias) sugere que as fibras do tipo | cairam mais precocemente que as do tipo I
durante os primeiros 15 dias de imobilizacdo. Ja aos 30 e 45 dias mantiveram uma
frequéncia maior do tipo | (70,8%). Kannus e colaboradores (1998) observaram que
o0 musculo séleo imobilizado apresentou 86% de fibras tipo | e 14% do tipo Il. Ha
evidéncias de que o musculo séleo (postural ou ténico) apresente predominio de
fibras tipo I, pois sua demanda funcional faz com que suas fibras sejam ativadas
durante 90% do tempo (CAIOZZO, 1996; MINAMOTO, 2005). Assim, os musculos
s6leos de ratos submetidos ao desuso apresentam maior incidéncia de fibras tipo Il
em detrimento da fibra tipo | (FITTS et al., 2001; MINAMOTO, 2005), sustentando os
nossos achados no tempo de 30 dias de imobilizagdo quando comparado ao
controle.

No musculo gastrocnémio, ndo houve alteracdes significativas quando se
comparou o tipo de fibra nos grupos imobilizados com seus controles e nem nos

diferentes periodos dentro do grupo imobilizado indicando que as proporcdes de
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fibras se mantiveram independente da imobilizacdo. As fibras musculares do tipo I
no gastrocnémio no grupo controle apresentaram proporgcdes maiores aos 30 e 45
dias (79%) nas comparacdes entre fibras | e Il. Ja no grupo imobilizado as fibras
apresentaram maior variabilidade e propor¢cdes similares em todos os tempos,
terminando o ensaio com 50,3% para tipo Il e 49.7% para tipo |, nos 45 dias. Kannus
e colaboradores (1998) imobilizaram o membro posterior de ratos na posicao
encurtada durante trés semanas e analisaram o musculo sdleo e gastrocnémio.
Viram que apés o tempo de imobilizacdo no gastrocnémio havia 3% de fibras tipo | e
97% do tipo Il. Paralelamente, outros estudos relatam que o musculo gastrocnémio
(fasico ou rapido) apresenta heterogeneidade para os dois tipos de fibras, é ativado
somente durante 5% das atividades diarias (CAIOZZO, 1996; MINAMOTO, 2005).
Os musculos de individuos submetidos a qualquer tipo de imobilizagcdo sofrem uma
transformacao no sentido de fibras tipo I, por ser uma fibra mais susceptivel ao
desuso, para fibra tipo Il (FITTS et al., 2001; MINAMOTO, 2005).

As fibras nervosas e placas motoras do grupo imobilizado mostravam-se mais
dificilmente visualizaveis e descontinuas que no grupo controle em todos os tempos
estudados. Diversos autores afirmaram que a imobilizagéo articular promove a
diminuicdo da atividade neuromuscular e degeneracdo do nervo, associado a
diminuicao do trofismo muscular (APPELL, 1986; LIEBER, 2002; SAKAKIMA et al.,
2002; DURIGAN et al., 2006; VOLTARELLI et al., 2007). Fournier et al (1983)
relataram que em ratos com membro pélvico imobilizado na posicdo encurtada por
28 dias ndo apenas havia alteracdes na for¢ca muscular, mas também alteracdo
significativas na atividade eletromiografica. Tais alteragcbes poderiam resultar de
unidade central danificada e/ou reducdo de aferéncias proprioceptivas sobre os
motoneurdnios; que de acordo com o conceito de neuroplasticidade admite que
novas sinapses sejam constantemente criadas a partir da necessidade e repeticéo,
enquanto velhas sinapses sao perdidas quando nao utilizadas em tempo adequado
(GONCAVES-ARANTES e COELHO, 2006).

A reacdo imunohistoquimica para caspase 3 marcou nucleos condensados,
frequentes em todos os tempos avaliados, sendo mais frequentes aos 45 dias nos
grupos imobilizados quando comparados com o controle. O musculo soéleo
apresentou mais marcagao positiva que o gastrocnémio. A deteccao de caspase 3
ativa € considerada um bom marcador para apoptose (TENNISWOOD et al., 1994;
FERREIRA et al., 2004; VOLTARELLI et al., 2007). Smith et al. (2000) descreveram
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alteracOes celulares e nucleares envolvidas na atrofia muscular, similares as obtidas
neste estudo, e as consideraram resultado da ativagcdo de endonucleases e de
proteases citoplasmaticas, numa via modulada por varios genes reguladores com
funcdo pré-apoptética. Entretanto, como neste estudo ndo se quantificou a
celularidade total e nem se identificou morte celular fica ainda indefinido se os
mionuclos condensados e marcados imunohistoquimicamente para Caspase 3 sao
efetivamente apoptéticos ou estdo apenas sendo reciclados sem morte celular no
processo de autofagocitose.

Resumindo, a imobilizacédo através de atadura gessada em ratos € eficiente
para manter o membro imdével e provocar atrofia muscular por desuso do membro ja
evidente com 15 dias de imobilizacdo, em distintos periodos e mais acentuada em
periodos prolongados. Trata-se, por conseguinte, de um modelo pratico e eficiente
para estudar os mecanismos responsaveis pela atrofia em animais experimentais.
Em um mesmo modelo, h& diferentes respostas teciduais, decorrentes das variacdes
do tipo muscular estudado e do tempo de desuso do membro avaliado.

Este estudo ampliou o conhecimento dos eventos envolvidos na atrofia
muscular por imobilizacdo, sugerindo a associacdo entre os tipos de fibras
musculares, fibras nervosas, placas motoras e marcacdo positiva dos nucleos
condensados (apoptose e/ou autofagocitose de nucleos) no desenvolvimento da
atrofia muscular esquelética. Estudos mais aprofundados nesta questao deverao ser
conduzidos, de maneira a proporcionar maiores esclarecimentos nas interacdes
entre nervos, placas motoras e fibras musculares durante a atrofia em periodos
curtos e prolongados de imobilizagdo. E também necessario uma avaliagéo
morfométrica mais elaborada visando definir se ha perda de fibras (apoptose) ou

apenas reciclagem de nucleos (autofagocitose, sem perda celular).
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CONCLUSOES

O modelo de imobilizacdo através de atadura gessada proposto por Jokl e
Konstadt (1983) em gatos também se aplica a ratos Wistar, sendo capaz de manter
o membro imével e provocar atrofia muscular por desuso apés 15 dias de
imobilizacao.

A atrofia muscular por desuso se acentua em periodos prolongados, mas ha
diferentes respostas teciduais, decorrentes de variagdes do tipo muscular estudado,
do tempo e da posicéo de imobilizagdo do membro avaliado.

A imobilizacdo causa perda de massa corporal acentuado - se no tempo final
de 45 dias.

O musculo gastrocnémio no grupo imobilizado perde mais peso e também
dimensbes celulares (area média de seccdo transversa, diametro médio e o
perimetro das fibras musculares) que o s6leo nos periodos finais estudados.

Os midcitos alterados aumentam por campo analisado no tempo final e se
associam com os resultados da imunohistoquimica para caspase 3, indicando
positividade nuclear para apoptose e/ou autofagocitose nuclear em momentos
tardios da atrofia no séleo e gastrocnémio.

Os mionudcleos e mionucleos condensados do gastrocnémio aumentam por
campo analisado progressivamente no tempo final em relacédo ao séleo.

O tecido conjuntivo intercelular e fascicular aumenta mais no musculo séleo
gue no gastrocnémico.

As fibras tipo | predominaram no musculo séleo imobilizado nos momentos de
30 e 45 dias do estudo.

O musculo gastrocnémio apresenta maior variabilidade e proporcdes similares
de fibras tipo | e Il em todos os tempos imobilizados.

As fibras nervosas tornam-se menos continuas e menos visiveis apds a
imobilizacéo, persistente em ambos os musculos e em todos os tempos.

Ambos os musculos apresentam marcacao nuclear para Caspase 3, porém o
s6leo aparentou maior positividade em relacdo ao gastrocnémio.

O musculo so6leo € menos sensivel a imobilizacéo, porém mais vulneravel a

atrofia muscular que o gastrocnémio no tempo final de 45 dias, devido a sua maior
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proporcdo de fibras tipo I, além de apresentar maior positividade nuclear para

apoptose e ou autofagocitose de nucleos.
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ANEXOS

Anexo 1- Certificado do Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CETEA)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

-

Certificamos que o Protocolo n® 251/2008, relativo ao projeto intitulado * Estudo
das alteragcées morfométricas do tecido muscular estriado esquelético pela
imobilizacdo na posicdo alongada do membro posteior em ratos, durante
30, 60 e 90 dias", que tem como responsavel(is) Anilton César Vasconcelos ,
esta(30) de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados
pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (CETEA/UFMG), tendo sido
aprovado na reunido de 18/ 03/2009.

Este certificado expira-se em 18/ 03/ 2014.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 251/2008, related to the project entitled
“The sdudy of the morphometrical modifications of the skeletal striated
muscle tissue through the immobilization on the streched position of the
hind limb in rats, during 30, 60 and 90 days", under the supervisiors of Anilton
César Vasconcelos, is in agreement with the Ethical Principles in Animal
Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation
(CETEA/UFMG), and was approved in March 18, 2009.

This certificate expires in March 18, 2014.

Coordenador do CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 - Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasll
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499.4592

www.ufmg.bribioeticalcetea
(Mod.Cen. v1 0)
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Anexo 2- Artigo: Padronizacéo da técnica de imobilizacdo do membro pélvico
para estudo da atrofia muscular esquelética em ratos

Figura 1. Rato anestesiado em decubito lateral esquerdo com o membro pélvico
direito imobilizado

Figura 2. Mdasculo séleo e gastrocnémio respectivamente  dispostos
longitudinalmente

Figura 3: Micrografias do musculo séleo corados em HE

Figura 4: Micrografias do musculo gastrocnémio corados em HE

Tabela 1: Médias e desvios padrbes dos pesos musculares, areas das fibras
musculares e area do tecido conjuntivo dos musculos gastrocnémio e soleo

1 *Ana Paula de Sousa Paixdo. Departamento de Patologia Geral. Centro de
Ciéncias Biologicas. Universidade Federal de Minas Gerais. Mestre em Patologia
Geral. anapaulasouzap@yahoo.com.br

2 Endrigo Gabellini Leonel Alves. Departamento de clinica e cirurgia veterinaria.
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em Ciéncia Animal. endrigogabellini@yahoo.com.br

3 Aline Cristina Vita Bitencourt. Departamento de Patologia Geral. Centro de
Ciéncias Bioldgicas. Universidade Federal de Minas Gerais. Graduanda em
Biomedicina. alinevitta@hotmail.com

4 José Dias Corréa Junior. Departamento de Morfologia. Centro de Ciéncias
Biologicas. Universidade Federal de Minas Gerais. Professor adjunto.
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Mestre em patologia geral - laboratério de apoptose
Departamento de Patologia Geral

Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG
31270-010 Belo Horizonte, MG, Brasil

Fone: 03134902881
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Resumo

Trinta ratos Wistar, machos, adultos jovens com peso médio de 400 gramas
foram utilizados para modelo experimental visando padronizar uma técnica de
imobilizacdo do membro pélvico para estudo da atrofia muscular esquelética em
ratos. Os animais foram divididos em seis grupos, sendo 6 ratos em cada grupo
imobilizado (Grupo I, durante 15 dias; Grupo Il, durante 30 dias; Grupo lll, durante 45
dias); e 4 ratos em cada grupo controle (Grupo 1V, 15 dias; Grupo V, 30 dias e Grupo
VI, 45 dias). Os animais foram anestesiados com anestesiados com Pentobarbital
Sodico para a imobilizagdo. ApOGs os periodos padronizados os animais foram
eutanasiados e 0s musculos gastrocnémios e soleos direitos foram dissecados,
retirados e pesados, posteriormente 0s ventres musculares foram seccionados
transversalmente para serem analisados morfologicamente e morfometricamente. As
imobilizagdes causaram uma atrofia muscular esquelética com consequente
diminuicao significativa da area média do musculo séleo e gastrocnémio, do peso
muscular dos musculos, e aumento da area média do tecido conjuntivo muscular nos
intervalos de tempo proposto. Concluindo que imobilizacdo através de atadura
gessada é eficiente para manter o membro imdvel e provocar atrofia muscular por
desuso do membro em distintos periodos.

Abstract:

Thirty male young adults Wistar rats, weighting around 400 grams, were used
to standardize an experimental model on immobilization for the study of hind limb
atrophy skeletal muscle in rats. The animals were divided into six groups, with 6 rats
in each group immobilized (Group I, for 15 days, Group Il, for 30 days, Group lll, for
45 days) and four rats in each group control (Group 1V, 15 days, Group V, 30 days
and Group VI, 45 days). The Animals were anesthetized with sodium pentobarbital
for immobilization. After the standardized periods, animals were euthanized and the
right gastrocnemius and soleus muscles were dissected, removed and weighed.
Medium third of muscle (bellies) were subsequently sectioned to morphological and
morphometrical analysis. Immobilizations caused muscle atrophy with consequent
significant decrease of the muscular area and weight in gastrocnemius and soleus
muscles, and increased the area of connective tissue within the time proposed.
Concluding that immobilization by plaster cast is effective to keep the limb immobile
and cause muscle atrophy by disuse of the limb in different periods.

Palavras-chave / key-words / palabras chave: atrofia muscular esquelética,

imobilizagéo / atrofia del musculo esquelético, la inmovilizacion / skeletal muscle
atrophy, immobilization
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Introducao:

Cerca de 40% do corpo dos mamiferos é composto por muasculos
esqueléticos, e sua massa e composi¢cdo sao cruciais para a funcao e regulacao de
respostas motoras, atividades fisicas diarias, manutencdo e execucdo dos
movimentos, comunicacdo e respiracdo. Alteracbes nas atividades musculares
podem causar atrofia muscular?**. As unidades celulares do musculo esquelético
voluntario e estriado sdo as fibras musculares, cada qual uma estrutura cilindrica
longa, limitada pelo sarcolema, envolvendo numerosos nucleos e uma quantidade
grande do sarcoplasma®®.

Todos o0s musculos do corpo estdo constantemente em processo de
remodelagem, para se adaptarem as funcdes impostas, podendo ocorrer alteracées
em seu comprimento e diametro®. Essas dependem de varios fatores, como
atividade proprioceptiva, inervacdo motora, carga mecanica, ciclo de
estiramento/encurtamento, e mobilidade das articulagdes’®. Como respostas
adaptativas as condicbes adversas ocorrem, muitas vezes, atrofia muscular
esquelética’.

A atrofia muscular esquelética é um fenémeno clinico comum associado a
diversas entidades nosoldgicas®, como alteragdes neuromusculares’®t?,
imobilizacao®'*1*1>1° e a deficiéncia de nutrientes tais como o selénio e a vitamina
E'’. Essas alteracdes que induzem o desuso resultam em atrofia de forma imediata
e drastica®.

O desuso produz pertubacdes morfolégicas, funcionais e biomecéanicas no
musculol3, como diminuicdo da area de seccdo transversa da fibra muscular,
conteudo protéico, atividade contratil, forca, aumento da fatigabilidade, e diminuicéo
do comprimento e da extensibilidade muscular®*®. Essas pertubaces causam uma
deteriorizacdo da qualidade de vida8.

A atrofia muscular associada a imobilizacdo aparece de maneira rapida e
reversivel’®. A partir de quatro a seis dias de imobilizacdo j& ocorrem perdas
estruturais no tecido muscular?®®, promovendo a atrofia®**%*. A imobilizacdo tem um
grande efeito na funcdo muscular, aumentando a vulnerabilidade a lesbes
musculares®®, anquilose e fibrosel®>. A posicdo da imobilizacdo influencia
significativamente o grau de atrofia muscular esquelética, sendo a posicao encurtada
a causadora do rapido aumento de atrofia2>?®%"?® em relacado a posicéo alongada e
neutra®®. Mesmo conhecendo todos os efeitos lesivos da imobilizagdo, ela e um
tratamento frequentemente utilizado para lesdes do sistema musculo-esquelético.

Devido a escassez de estudos sobre a imobilizacdo gessada, e sendo este
um procedimento clinico relevante e comum na pratica clinica, existe uma
necessidade de padronizar uma técnica adequada para melhor avaliar e estudar a
atrofia muscular em modelos animais.

Com o entendimento morfologico das alteracbes musculares que estao
associadas a atrofia esse estudo oferecera embasamento tedrico para melhor
intervencao clinica das patologias que necessitam de imobilizagdo do membro.

Material e Métodos:
O presente estudo foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em

Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA-UFMG,
protocolo 251/2008).
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Trinta ratos Wistar, machos, adultos jovens (17 semanas de idade) e com
cerca de 400 gramas foram obtidos do Centro de Desenvolvimento de Modelos de
Experimentacdo da UFMG. Durante todo o experimento, os animais foram mantidos
em gaiolas plasticas, no biotério do Departamento de Morfologia, com temperatura
ambiente controlada (22°C) e iluminacéo artificial, sendo o fotoperiodo de 12 horas
claro (7:00 as 19:00 hs) e 12 horas escuro (19:00 as 7:00 hs), com alimentacéo e
agua a vontade.

Os animais foram divididos aleatoriamente em seis grupos, sendo 6 ratos em
cada grupo imobilizado (Grupo I, durante 15 dias; Grupo IlI, durante 30 dias; Grupo
[ll, durante 45 dias); e 4 ratos em cada grupo controle (Grupo IV, 15 dias; Grupo V,
30 dias e Grupo VI, 45 dias).

Os animais foram anestesiados com Pentobarbital Sodico (50-75mg/ kg) via
intra-peritoneal para proceder-se a imobilizacd0®®; durante o procedimento foi
administrada a dose minima, sendo aumentada quando necessario. Apés anestesia
0s animais foram posicionados em decubito lateral esquerdo e os membros pélvicos
direitos foram imobilizados com a articulagdo femorotibiopatelar em flexdo méaxima e
a articulacao tibiotarsica em extensdo maxima.

As imobilizacbes foram realizadas com bandagem gessada. Inicialmente o
membro foi protegido por um malha tubular, em seguida realizou-se o
acolchoamento do membro com trés camadas de atadura ortopédica de algodao
hidrofébico com 2,0 cm de largura até a altura da articulacdo femorotibiopatelar.

Na etapa seguinte realizou-se a imobilizacdo da articulacdo tibiotarsica em
completa extensao, para isso foi utilizada uma atadura de crepom com 2,0 cm de
largura, exercendo-se a pressao no sentido horario sempre na direcao distal para
proximal.

Procedeu-se entdo a completa flexdo da articulagédo femorotibiopatelar que foi
mantida nessa posi¢cado por meio de uma atadura de crepom a qual foi enrolada no
membro e no abdémen do animal, foram realizadas 10 voltas da atadura no
abdomen do animal.

Apos a adequada fixacdo do membro na posicdo desejada a imobilizacdo
recebeu uma camada protetora de atadura gessada (Figura 1). Todos 0s animais
imobilizados receberam um colar elizabetano confeccionado com chapas
radiograficas (Figura 1).

Transcorridos os periodos programados para cada grupo, os animais foram

eutanasiados por inalacdo por CO2 e os musculos gastrocnémios e séleos direitos
foram dissecados por acesso longitudinal caudal, estendendo-se do joelho aos
metatarsos. Os ventres musculares foram retirados, com aproximadamente 3,0 cm
de comprimento, tomando-se o cuidado de manter as suas fibras longitudinais
dispostas no maior eixo do comprimento (Figura 2).
Os musculos retirados foram pesados separadamente em uma balanca digital. Em
seguida os musculos foram seccionados transversalmente em maior extensao do
ventre muscular e os fragmentos foram fixados em formol tamponado a 10% e
encaminhados para processamento de rotina e inclusdo em parafina®, visando as
avaliacbes histologicas e morfométricas. Cortes de 5 um foram corados em
Hematoxilina — Eosina (HE) e com Pricosirius Red (PSR) para avaliacado do tecido
conjuntivo intercelular e fascicular®®.

Para a captura das imagens digitais utilizou-se microscopio 6ptico modelo
Olympus BX 41, com objetiva de 10x e projetiva 3,3 acoplado a uma camara digital
Olympus Q Color 3, no laboratério de Morfometria do Departamento de Patologia

bY

Geral do ICB-UFMG. Tais Imagens foram submetidas a morfometria
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computadorizada, utilizando-se o programa Media Cybernetics Image Pro-Pus,
versao 4.5.

Quantificou-se a area média das fibras musculares, sendo mensuradas 100
fibras do musculo séleo e gastrocnémio de cada animal, para a avaliacdo da atrofia
da fibra muscular®®>. De maneira similar, imagens obtidas com objetiva de 10x
capturadas de laminas coradas em PSR, foram utilizadas para quantificar a area
meédia do tecido conjuntivo muscular. Utilizou-se 10 campos por animal para a
quantificacdo da area do tecido conjuntivo.

O presente estudo foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado.
Para testar as normalidades dos dados foram utilizados o teste de Lilliefors e a
homocedasticidade, o teste de Bartlett. Empregou-se analise de variancia (ANOVA)
e SNK (Newmann-Keuls) para comparac¢do das médias dos varios grupos com um
nivel de 5 % de significancia®.

Resultados e Discusséo

A técnica de imobilizacdo com atadura gessada aqui descrita foi eficiente para
manter o membro na posicdo desejada durante todos os tempos estudados, mesmo
aos 45 dias quando a atrofia ja era avancada e havia grande perda na massa
muscular. Nao foi encontrada na literatura, descricdo da técnica de imobilizacdo de
membro em ratos eficiente durante tanto tempo.

O ponto critico na imobilizacdo é a padronizacdo da forca aplicada na atadura
durante a confeccdo das imobilizac6es. A imobilizacdo menos apertada ficava mais
confortavel, mas era mais susceptivel a ser deslocada com facilidade. Por outro
lado, imobilizacbes muito apertadas prejudicavam a circulacdo tornando a
extremidade do membro cianédtica. Assim, a forca aplicada na atadura durante a
confeccdo da imobilizacdo deve ser a maior possivel que ndo torne o membro
ciandtico.

A colocacgdo do colar de contensédo ap6s a imobilizacédo foi importante para o
sucesso, pois sem ele os animais facilmente danificavam a imobilizacdo e a
retiravam. Além disso, o treinamento dos animais para se manterem no
posicionamento quadrupedal apds a colocacdo das imobilizacdes também merece
ser citado. No pré-experimento percebeu-se que apdés a imobilizacdo os animais
permaneciam a maior parte do tempo com 0s membros pélvicos lateralizados. Entao
optou-se por reposiciona-los na posicdo quadrupedal trés vezes ao dia durante a
primeira semana. Ap0s esse periodo, 0s animais ndo necessitavam mais do
reposicionamento.

Histologicamente os musculos so6leo (Figura 3A) e gastrocnémio (Figura 4A)
no grupo controle mostravam fibras seccionadas transversalmente de contorno
arredondados, volumosas, com coloracdo roseo homogénea e boa preservacdo da
estrutura. Ja nos grupos imobilizados, os musculos s6leo (Figura 3B, C e D) e
gastrocnémio (Figura 4B, C e D) apresentavam contornos irregulares, com area de
seccdo transversal visivelmente diminuida, com coloragdo mais palida, aléem de
fragmentacdo com fendas citoplasmaticas evidentes (Figura 3D).

O presente estudo mostrou que a imobilizagdo do membro pélvico direito nos
trés intervalos de tempos (15, 30 e 45 dias) gerou uma atrofia muscular esquelética
significativa em relagcdo aos respectivos controles. No entanto, o peso muscular
diminuiu significativamente e progressivamente apenas no musculo gastrocnémio,
que ja foi detectavel no tempo de 15 dias de imobilizacdo e mais intenso aos 45 dias
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(p<0,001) (Tabela 1). Tais resultados sdo similares aos obtidos por Jokl & Konstad
(1983), Kourtidou-Papadeli et al. (2004) e Gomes et al. (2004).

Morfometricamente houve diminuicdo significativa da area media da secc¢ao
transversal das fibras em ambos os musculos estudados evidentes ja aos 15 dias de
imobilizacdo e mais pronunciada aos 45 dias (p<0,01) em relacdo aos seus
respectivos controles (Tabela 1). Entretanto, a 4&rea média da seccdo transversa
diminuiu significativamente e progressivamente apenas no musculo gastrocnémio,
que ja foi detectavel no tempo de 15 dias de imobilizacdo e mais intenso aos 45
dias; estes resultados corroboram com a literatura®®>*,

O tecido conjuntivo intercelular e interfascicular nos grupos imobilizados nos
trés tempos estudados aumentou significativamente em relacdo aos seus
respectivos controles no musculo séleo (Tabela 1) jA& no musculo gastrocnémio
houve aumento a partir do tempo de 30 dias aos 45 dias (p<0,01) imobilizados com
seus respectivos controles. No entanto, a area do conjuntivo aumentou
significativamente e progressivamente apenas no musculo séleo, que foi detectavel
no tempo inicial de 15 dias de imobilizagdo e mais intenso aos 45 dias, resultados
estes similares ao estudo de Coutinho e colaboradores (2004). No estudo de Kannus
e colaboradores (1998) viram que no tempo de duas a trés semanas de imobilizagao
ja ocorre a proliferacdo do tecido conjuntivo muscular.

Os resultados obtidos neste estudo de imobilizagdo gessada adaptada
confirmados pela avaliacdo histologica e morfométrica condizem com a atrofia
muscular vista nos mamiferos, incluindo os seres humanos. De maneira geral, a
imobilizacédo por diferentes periodos resulta em atrofia muscular, variando de 15% a
70%, dependendo dos animais utilizados, das fibras e dos musculos avaliados34.
Este estudo, no entanto, inova por descrever um modelo de facil utilizacdo,
permitindo estudos longitudinais de maiores duracdes, além de inserir parametros
morfométricos de facil obtencdo e analise, que permitem quantificar melhor e
graduar a intensidade do processo de atrofia secundaria a imobilizacao.

Concluséao:

A imobilizacao através de atadura gessada é eficiente para manter o membro
imovel e provocar atrofia muscular por desuso do membro em distintos periodos e
mais evidentes em periodos prolongados, sendo um pratico e eficiente modelo para
estudar os mecanismos responsaveis pela atrofia em animais experimentais. Assim,
pode-se concluir que, em um mesmo modelo, ha diferentes respostas teciduais,
decorrentes das variacdes do tempo de desuso do membro avaliado.
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llustracdes:

Figura 1. Rato anestesiado em decubito lateral esquerdo com o membro pélvico
direito imobilizado: A- Animal em decubito lateral antes de imobilizacdo concluida, ja
com o colar de contensdo; B- Observar as trés camadas da imobilizacdo: malha
tubular mais interna, algodéo ortopédico na camada média e atadura de crepom na
camada mais externa; C- Notar o arremate da extremidade da imobilizacdo e a
robusta fixagdo abdominal; D — Extremidade distal do membro imobilizado com
coloragdo normal, E — Conclusdo da imobilizacdo envolvendo a camada externa com
atadura gessada.

B

Figura 2: Mdusculo sb6leo e gastrocnémio respectivamente  dispostos
longitudinalmente.
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Figura 3: Fotomicrografia do muasculo séleo corados em HE: (A). Controle, sem
lesbes aparentes; (B, C e D) Grupos imobilizados aos 15, 30 e 45 dias,
respectivamente, mostrando diminuicdo da area e de contorno transversal das fibras,
descoloracao e desestruturagéo histolégica. Barra= 100pum

Figura 4: Fotomicrografia do muasculo gastrocnémio corados em HE: (A). Controle,
sem lesdes aparentes; (B, C e D) Grupos imobilizados aos 15, 30 e 45 dias,
respectivamente, mostrando diminuicdo da area e de contorno transversal das fibras,
descoloracao e desestruturacao histolégica. Barra= 100um
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Tabelas

Tabela 1. Médias e desvios padroes dos pesos musculares, areas das fibras
musculares e &rea do tecido conjuntivo dos musculos gastrocnémio e soleo, dos
grupos controles e imobilizados, avaliados nos tempos de 15,30 e 45 dias.

Grupos Peso (g) Peso (g) Avrea fibras musculares (um®)  Areas fibras musculares (um?)  Area conjuntivo (%) Area conjuntivo (%)

Séleo Gastrocnémio Séleo Gastrocnémio Séleo Gastrocnémio

Controle 15 dias 0,20 £0,01* 2,48 £0,092* 237.796 + 42.333* 320.321 +90.411* 101,9 +5,6* 109,5+32,5
Imobilizado 15 dias 0,12 +0,02* 1,89 + 0,26° 148.423 +19.019% 152.805 + 15.322"° 142,7 + 24,6"° 98,5+9,5"
Controle 30 dias 0,20+ 0,01 2,63+ 0,29* 238.950 + 46.970* 315.019 + 60.370* 102,7 + 27,2* 59,2 + 26,6*
Imobilizado 30 dias 0,12 +0,04* 1,39 +0,27° 124.081 + 21.427% 142.473 + 36.999" 20,1 + 54,0 124,1+18,0"
Controle 45 dias 0,29 + 0,04* 3,16 + 0,06* 271.191 + 106.735* 247.311 + 58.297* 98,0 + 33,3* 84,2 +£31,4*
Imobilizado 45 dias 0,09 + 0,05" 0,99 +0,31° 136.644 +31.201* 106.462 + 32.597° 265,2 + 79,7c 178,8 +59,7%

Nota: * valores estatisticamente significativos nas colunas. P<0,05
Letras mailsculas iguais nas colunas representam valores nao significativos.

Letras mailsculas distintas nas colunas representam valores estatisticamente
significativos. p<0,05
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