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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos da imobilizagéo articular por 6rtese
de resina acrilica em posi¢cdo neutra do tornozelo durante 3 periodos (3, 7 e 15
dias) no musculo séleo de ratos associado ou ndo com estimulagao elétrica
neuromuscular (EE) (f=10Hz, T=0,4ms, i=5mA, 20 minutos, diariamente). Ratos
Wistar foram divididos em 7 grupos (n=5): controle (C), imobilizados por 3 dias
(13), por 7 dias (I7), e 15 dias (I115), imobilizados 3 dias associado a estimulagao
elétrica por 3 dias (IEE3), 7 dias (IEE7) e 15 dias (IEE15). Os animais foram
eutanasiados e o musculo sdleo foi dissecado, pesado e amostras da sua porgao
ventral foram tratadas para inclusdao em parafina e cortes de 7um foram coradas
em Hematoxilina-Eosina (H:E). Foram obtidos a area das fibras e a densidade de
area do tecido conjuntivo intramuscular do musculo séleo por meio de um
analisador de imagens (Image Pro-plus 4.0), em ambas as patas: imobilizada e
contralateral. Os dados foram analisados pela ANOVA seguido do teste de Tukey
para a variavel massa muscular, e pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo
Tukey para a area das fibras, bem como para a densidade do tecido conjuntivo
(p<0,05). Com relacdo a massa muscular (mg), ndo houve diferenga significativa
no grupo I3 (127,2+13,59) quando comparado ao grupo C (124,6+5,07). Por outro
lado, quando foi comparado os grupos 17 (81£5,09) e 115 (114,6+6,42), houve
significativa (p<0,05) reducdo em relagdo ao controle. Os grupos IEE3 (I3:
127,2413,59 e IEE3: 120,4+18,63), bem como o IEE7 (I7: 815,09 e IEE7:
80,81+8,67) ndao apresentaram diferencas significativas se comparados com os
respectivos grupos imobilizados. Ja, no grupo IEE15 (138,616,42) ocorreu
aumento significativo (p<0,05) da massa muscular em relagdo ao grupo 115
(114,6+6). A imobilizagdo também reduziu significativamente (p<0,05) a area das
fibras (um?) do musculo séleo em todos os grupos estudados (C: 2574,88+560,22,
13:1778,51£504,19, 17: 1438,1£352,20 e 115: 1624,031413,52). Ja a EE promoveu
aumento significativo (p<0,05) na area das fibras em todos os grupos se
comparados com os respectivos grupos imobilizados (I13: 1778,51+504,19 e IEE3:
1925,07£369,36, 17: 1438,1£325,20 e |IEE7: 1522,79+313,96, I15:
1624,03+413,52 e IEE15: 2027,06+643,10). Com relacdo a densidade do tecido
conjuntivo (%), observou-se aumento significativo (p<0,05) em todos os grupos
submetidos a imobilizagdo se comparados ao grupo controle (C: 8,82+3,55,
13:34,92+10,17, 17: 27,92+5,36 e 115: 23,0748,79). Por outro lado, a EE reduziu de
forma significativa (p<0,05) a densidade do tecido conjuntivo em todos os grupos
quando comparados com o0s respectivos grupos imobilizados (13: 34,92+10,17 e
IEE3: 18,4815,72, I7: 27,92+5,36 e IEE7: 20,2148,77, 115: 23,07+8,79 e |IEE15:
18,351£5,96. A EE minimizou a reducao da area das fibras musculares, bem como
0 aumento da densidade do tecido conjuntivo no musculo soleo submetido a
imobilizacdo em todos os grupos analisados.
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ABSTRACT

The aim of this work was to study the effect of joint immobilization by acrylic resin
cast in neutral position during 3 periods (3, 7 and 15 days) in the rats soleus
muscle associated with neuromuscular electrical stimulation or not (EE) (f=10Hz,
T=0,4ms, i=5mA, 20 minutes, daily). Male Wistar were divided in 7 groups (n=>5):
control (C), immobilized during 3 days (13), 7 days (I7), and 15 days (I15),
immobilized 3 days associated with electrical stimulation during 3 days (IEE3), 7
days (IEE7) and 15 days (IEE15). The animals were euthanasied and the soleus
muscle was dissect, weighed and sample of its ventral portion were treated for
inclusion in paraffin and stained in Hematoxylin-Eosin (H:E). The results were
obtained through of analyses of the muscular fiber area and the intramuscular
connective tissue density of the soleus muscle by means of an image analyzer
(Image Pro-plus 4,0), in both the hindlimb: immobilized and contralateral. The data
were analyzed by ANOVA followed of the Tukey test for the muscle mass, and by
Kruskal-Wallis test followed of the Tukey test for the muscular fiber area, as well
as for the intramuscular connective tissue density (p<0,05). With relation to the
muscular weight (mg), there wasn’t significant difference in the 13 group
(127,2£13,59) when compared with C group (124,615,07). On the other hand,
when it was compared the groups 17 (81+£5,09) and 115 (114,616,42), there was
significant (p<0,05) reduction in relation to C group. The groups IEE3 (I3:
127,2+13,59 and IEE3: 120,4+18,63), as well as the IEE7 (17: 81£5,09 and IEE7:
80,848,67) didn’t present significant differences when compared with immobilized
groups. Besides, in IEE15 group (138,6+6,42) occurred significant (p<0,05)
increase of the weight muscular in relation to the 115 group (114,616). The
immobilization also reduced significantly (p<0,05) the muscular fiber area (um?) of
the soleus muscle in all studied groups (C: 2574,88+560,22, 13:1778,51+504,19,
I7: 1438,1+£352,20 and [15: 1624,03+413,52). Besides, the EE promoted
significant increase (p<0,05) in all the groups in muscular fiber area if compared
with the respective immobilized groups (13: 1778,51+£504,19 and IEES:
1925,07£369,36, |17: 1438,1+£325,20 and |EE7: 1522,794313,96, I15:
1624,03+413,52 and IEE15: 2027,06£643,10). With relation to intramuscular
connective tissue density (%), it was observed significant increase (p<0,05) in all
the groups submitted to immobilization if compared with the control group (C:
8,82+3,55, 13:34,92+10,17, 17: 27,92+5,36 and 115: 23,07+8,79). On the other
hand, the EE reduced significantly (p<0,05) the intramuscular connective tissue
density in all the groups when compared with the respective immobilized groups
(13: 34,92+10,17 and IEE3: 18,48+5,72, I7: 27,92+5,36 and IEE7: 20,2148,77, 115:
23,07+8,79 and IEE15: 18,35+5,96). The EE minimized the reduction of the
muscular fiber area, as well as the increase of intramuscular connective tissue
density in the soleus muscle submitted to immobilization in all the analyzed
groups.
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1. INTRODUCAO

Fraturas O&sseas, rupturas ligamentares, lesbes musculares, doengas
degenerativas, bem como as articulares, podem exigir, apos cirurgia ou
tratamento conservador, imobilizacdo dos membros, comumente realizada por
meio da aplicagédo de aparelho gessado.

Diversos estudos tém demonstrado que o desuso muscular induz uma
gama de efeitos deletérios, tais como a proliferagcdo do tecido conjuntivo
intramuscular, hipotrofia muscular, redugdo das reservas de glicogénio, da
densidade dos capilares, dos sarcémeros em série, da forga e resisténcia a fadiga
(JOZSA et al., 1990; REARDON et al., 2001).

Na literatura ha diversos trabalhos abordando os modelos de desuso
muscular, como a denervacdo, tenotomia, suspensido de membro, repouso
prolongado em leito e imobilizagado articular (MUSACCHIA et al., 1988). Esses
modelos de desuso se diferem quanto ao periodo, posicdo articular e material
para a confeccdo. Com relagdo a posicao da articulacdo do tornozelo, bastante
estudada, podem ser encontrados trabalhos em flexado plantar ou em dorsiflexdo
para que o0s musculos sejam avaliados em posicbes de encurtamento,
alongamento, ou ainda posigao neutra. Porém, nos estudos que utilizaram a
posicdo neutra de tornozelo, ha concomitante imobilizacdo das articulagbes do
joelho e quadril.

Nesse estudo, foi utilizado o modelo da ortese de resina acrilica na
posicao neutra da articulagdo do tornozelo, porém mantendo as articulagdes do
joelho e quadril livres, tornando assim mais proximo possivel da realidade clinica,

além de ser funcional ao animal. Esse modelo foi escolhido, devido a trabalhos
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anteriores desse grupo de pesquisa demonstrarem a sua eficacia em mimetizar
os efeitos deletérios no sistema musculo-esquelético promovidos por outros
modelos de desuso. Além disso, o modelo de resina apresenta algumas
vantagens se comparado com o modelo de gesso como o baixo custo, baixo
peso, possibilidade de ser ajustado para o0 mesmo animal ou em outros com
tamanho similar, além de permitir a deambulacédo (CANCELLIERO, 2004).

A estimulagdo elétrica neuromuscular foi utilizada, ja que em trabalhos
anteriores foi observado que este recurso melhorou o perfil energético muscular
na condigao de imobilizagado articular e reduziu a proliferagdo do tecido conjuntivo
em animais submetidos a denervagao (SILVA et al., 1999; CANCELLIERO et al.,
2003; POLACOW et al., 2003; CANCELLIERO, 2004; FORTI et al., 2004;
GUIRRO et al., 2004).

Vale destacar que neste trabalho o tratamento com a estimulagao elétrica
neuromuscular foi aplicado imediatamente apds a imobilizagao, fato incomum na
pratica clinica fisioterapéutica.

Como em trabalhos anteriores desse grupo de pesquisa, foi explorado o
perfil metabdlico e mecanico da musculatura sob a condicdo de imobilizagao
articular promovida pelo modelo de resina acrilica, nesse trabalho optou-se pela
avaliacao de parametros morfométricos, tais como a area das fibras musculares
por meio de um analisador de imagem (Image Pro-Plus 4.0 — Media Cybernects) e
a densidade do tecido conjuntivo intramuscular do musculo sbéleo através da

planimetria por contagem de pontos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 MUSCULO ESTRIADO ESQUELETICO

O tecido muscular, responsavel pelos movimentos corporais, €
constituido por células alongadas e que contém grande quantidade de filamentos
citoplasmaticos, responsaveis pela contracdo. As células do tecido muscular sao
denominadas estriadas devido a presenga de um arranjo de proteinas contrateis
miofibrilares, os miofilamentos, que se repetem de forma regular (LIEBER, 2002).

Estas células sao dispostas paralelamente entre si, com varios nucleos
periféricos. Os elementos contrateis ocupam a maior parte celular, que tem uma
relacdo muito ordenada e especifica entre si, organizagao essa responsavel pelas
estriacbes transversais vistas nos cortes longitudinais das fibras musculares
esqueléticas e que deram a origem da denominagdo musculo estriado. Estas
células tém até 30 cm, com um diametro que varia de 10 a 100 um, com origem
embrionaria da fusdo de células alongadas, denominadas mioblastos. A area de
secgao transversa varia de acordo com o musculo e o animal. Para o musculo
séleo de ratos adultos, a literatura relata valores de referéncia variando de 2084 a
3500 um? (DELP e DUAN, 1996; COUTINHO et al., 2002; GOMES et al., 2004).

A analise muscular por meio de microscopia eletronica revela a presenca
de filamentos finos de actina e filamentos grossos de miosina dispostos

longitudinalmente nas miofibrilas e organizados em uma disposi¢do simétrica e
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paralela. A maior parte das proteinas do musculo estriado, cerca de 55% sao
formadas por estes filamentos (HUXLEY, 2002).

As fibras musculares podem ser classificadas basicamente em tipo | ou Il.
As identificadas como do tipo I, ou fibras lentas, geram energia
predominantemente por meio do sistema aerbébio, possuem numerosas
mitocdndrias volumosas, grande quantidade de mioglobina, baixa atividade da
miosina ATPase, menor capacidade de manipular o calcio e velocidade de
contracao reduzida. As fibras do tipo Il, ou fibras rapidas, possuem uma maior
atividade da miosina ATPase, alta velocidade de liberagao e captacido de calcio,
baixo numeros de mitocéndria e mioglobina, gerando energia predominantemente
através do sistema anaerébio (ZIERATH e HAWLEY, 2004).

As fibras musculares estdo organizadas em grupos de feixes
denominados fasciculos, que sao externamente envolvidos por uma camada de
tecido conjuntivo denominado epimisio. Do epimisio partem septos de tecido
conjuntivo que se dirigem para o interior do musculo e separam os feixes,
denominados de perimisio. Cada fibra muscular, por sua vez, é envolvida por uma
camada muito fina constituida pela lamina basal da fibra muscular e por fibras
reticulares do endomisio (OKITA et al., 2004).

A funcgao deste tecido conjuntivo € manter as fibras musculares unidas,
conservando as suas propriedades fisicas durante a contragao e permitindo que a
forgca gerada por cada fibra individualmente atue sobre o musculo inteiro. Essa
organizagao do tecido conjuntivo tem grande significado funcional porque na
maioria das vezes as fibras ndo se estendem de uma extremidade a outra do

musculo (JARVINEN et al., 2002).
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O tecido conjuntivo ainda é responsavel por fornecer suporte estrutural
para as fibras musculares, vasos sanguineos e nervos durante o crescimento no
musculo normal e na regeneragdo apds lesdao (SAVOLAINEN et al., 1988), e
também pelo comportamento elastico observado no tecido muscular esquelético
(JOZSA et al., 1988; OKITA et al., 2004).

Um componente importante do tecido conjuntivo € a matriz extracelular,
sendo funcionalmente e estruturalmente especializada em areas onde o musculo
estd em contato com o tenddo ou nervo. Para Buck e Horowitz (1987) as
proteinas da matriz extracelular fazem parte do mecanismo de sinalizacdo que
envolve a miogénese, pois fornecem substancias que ligam e constréem as
ligacbes necessarias para este processo. Sanes et al. (1994) corrobora esta idéia
ao afirmar que as interagdes da matriz extracelular sao cruciais para o processo
de sinalizagdo de células musculares, sendo que os principais complexos de
proteinas que desempenham estas fung¢des séo: as integrinas e as glicoproteinas
distrofinas.

Segundo Otey et al. (1990) no complexo associado a integrina, a actina
do sarcébmero terminal liga-se a determinadas moléculas do sarcolema, como por
exemplo: a-actina, talina, vinculina, paxilina, tensina, que se ligam a sub-unidade
especifica do musculo (a7 pB1 integrina). Esta finalmente liga-se a matriz
extracelular (colageno e proteoglicanas) e glicoproteinas, como por exemplo, a
laminina especifica do musculo (merosina), lectina e fibronectina (BURKIN e
KAUFMAN, 1999).

A laminina € um componente da membrana basal e estudos comprovam
que ela promove a adeséo, proliferagdo do mioblasto e formagdo do miotubo

(FOSTER et al.,, 1987; KROLL et al.,, 1994). Ja a fibronectina, que também
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participa da adesao e proliferagdo do mioblasto, aparece inibindo a proliferagao
do miotubo (PODLESKI et al.,, 1979). A forca de tensdo gerada pela fibra
muscular se da por cadeias de moléculas especificas que conectam o

miofilamento contratil por meio do sarcolema com a matriz extracelular.

2.2 DESUSO MUSCULAR

A plasticidade das fibras musculares esqueléticas permite que estas
sejam capazes de se adaptar deflagrando mudangas no seu tamanho ou na
tipagem. Multiplos estimulos podem promover estas mudangas, merecendo
destaque os modelos de desuso muscular, alteracbes hormonais, nutrigao,
estimulacao elétrica neuromuscular, entre outros (SALVINI, 2000).

Nesse contexto, varios modelos experimentais foram desenvolvidos para
determinar as mudangas que ocorrem no musculo apés um periodo de desuso, ja
que cada modelo possui caracteristicas especificas. Além disso, a maioria dos
experimentos foi realizado em animais, devido principalmente a questdes éticas.
Investigagcdes em humanos, voluntarios ou pacientes, poderiam somente fornecer
medidas de trofismo muscular, forga de um grupo de musculos, caracteristicas de
contracao e, talvez, alguns parametros morfolégicos e quimicos obtidos por meio
de biopsia muscular (APPELL, 1990).

Historicamente, técnicas nao invasivas e invasivas, como a desnervacao,
tenotomia e fixacdo da articulagdo por meio de pinos, fornecem a base para o

conhecimento das alteragdes provocadas pelo desuso muscular. A desnervacéao é
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alcancada por meio de sec¢ado ou esmagamento do nervo, ou ainda por bloqueio
quimico, eliminando a comunicagdo do musculo com o nervo, impedindo a
ocorréncia de reflexos musculares (MUSACCHIA et al., 1988).

Esse modelo impede o suprimento de substancias tréficas do nervo para
0 musculo, extingue a atividade elétrica e contratil e causa degeneragao do nervo.
Desse modo, o musculo esquelético sofre rapida hipotrofia subsequente a
diminuicdo da taxa de sintese e aumento da taxa de degradacéo das proteinas
miofibrilares (MITCHELL e PAVLATH, 2001). Também sdo observadas
modificagdes no tecido conjuntivo como as alteragdes fibréticas no endomisio e
perimisio com consequente reducédo da elasticidade muscular (SALONEN et al.,
1985).

Na tenotomia, a conexao musculo-0osso é interrompida, ocasionando um
encurtamento artificial do musculo, mostrando-se ser um modelo eficaz de desuso
para promover alteracdes no sistema musculo-esquelético. Porém, os resultados
nao podem ser comparados com as alteracbes provocadas pela imobilizacao.
Jakubiec-Puka et al. (1992) observaram reducéo de 50% da massa do musculo
séleo de ratos apds 12 dias de tenotomia. Abrams et al. (2000), relataram que as
alteracbes musculo-esqueléticas sdo mais evidentes na primeira semana no
musculo extensor longo dos dedos de coelhos apds tenotomia.

Alteracdes no tecido conjuntivo e na densidade de capilares também sao
referidas na literatura. Jézsa et al. (1990) estudaram o efeito da tenotomia nos
musculos séleo e gastrocnémico de ratos, e observaram que apoés 3 semanas
ocorreu aumento significativo do tecido conjuntivo de aproximadamente 38% no
musculo sdleo e de 24% no gastrocnémico simultaneamente com a redugdo da

densidade dos capilares mais evidente no musculo séleo.
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Os efeitos da imobilizacdo por meio de técnicas nao invasivas, como a
suspensao do corpo, repouso prolongado em leito, érteses de gesso, de resina
acrilica e de tecido de algodao tém sido estudados com mais frequéncia. Esta
expansao nos estudos tem por objetivo determinar os mecanismos e tentar
minimizar o quadro de atrofia muscular.

Musacchia et al. (1988), em uma revisdo sobre atrofia muscular por
desuso, comparou os diferentes modelos de animais e sua influéncia em relacao
aos aspectos morfoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos e de for¢ca do musculo. Em
todos os experimentos, a principal caracteristica observada foi a atrofia muscular
e diminuicao da atividade contratil do musculo. Verificou também, que a atrofia
muscular € um processo complexo e diferengas significativas sdo encontradas
como resultados de modelos utilizados para provocar o desuso.

A imobilizagao por gesso é amplamente descrita na literatura e apresenta
como vantagem a manutengdo de um comprimento muscular constante. Desse
modo, permite uma melhor comparacdo entre os musculos estudados
(HESLINGA et al., 1995). Esse modelo de imobilizagdo diminui a agdo de
musculos considerados estabilizadores posturais. Neste sentido, espera-se que
as fibras musculares do tipo I, que sao estabilizadores posturais, sejam mais
susceptiveis a atrofia do que as fibras do tipo Il de contragao rapida. (LIEBER et
al., 1988).

No final da década de 70, um novo modelo de desuso muscular foi
proposto, onde os animais eram mantidos em suspensdo ou hipocinesia. A
expansado nos estudos com esse modelo foi incentivada pela NASA (“National
Aeronautics and Space Administration”) com objetivo de simular as condi¢des que

acontecem em voos espaciais (MOREY et al., 1979). Embora o método produza
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condigdes diferentes da imobilizagdo, os animais podem realizar contragdes
dinamicas, porém com carga minima. Assim, os efeitos provocados nos musculos
sdo semelhantes aos produzidos pela imobilizagdo com gesso ou fixagdes
articulares (FITTS et al., 1986).

Outro modelo de desuso descrito € o repouso prolongado no leito.
Andersen et al. (1999), observaram pessoas saudaveis normais por um periodo
de 5 semanas em repouso em leito e sugeriram que ocorre um aumento nas
fibras musculares em um “estado transitorio” de contracéo lenta do tipo | para o
tipo lla e lIx de contragdo mais rapida, junto com uma atrofia geral das fibras.

Em 2002, Coutinho et al. propuseram um dispositivo alternativo para
imobilizacdo de ratos que restringe os movimentos de quadril, joelho e tornozelo
com objetivo de estudar os efeitos do desuso muscular. Para tanto, utilizaram
malha de ago e algodao com algumas vantagens se comparado com o modelo de
gesso como o baixo custo, baixo peso e a possibilidade de ser ajustado para o
mesmo animal ou em outros com tamanho similar.

Outro modelo proposto pelo grupo de metabolismo muscular da
Universidade Metodista de Piracicaba foi a értese de resina acrilica que promove
a imobilizagdo da articulacdo do tornozelo tanto em posicdo de encurtamento
como em posicdo neutra. Esse modelo apresenta algumas vantagens se
comparado com o modelo de gesso como o0 baixo peso, possibilidade de ser
ajustado para o mesmo animal, impossibilita 0 animal de retirar 6rtese, e permitir
a deambulagdo. Alguns trabalhos deste grupo de pesquisa demonstraram que
este modelo provocou redugdo da massa muscular, das reservas de glicogénio,
bem como da forgca maxima necessaria para a ruptura muscular (CANCELLIERO

et al., 2003; CANCELLIERO, 2004; DIAS et al., 2004; PETERMANN et al., 2004;
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CANCELLIERO et al, 2005; DELFINO et al., 2005; DIAS et al., 2005;
SCHWARZENBECK et al., 2005).

Independentemente do modelo de desuso utilizado, ha concordancia
entre os estudos de que a reducdo da massa muscular com auséncia de
descarga de peso é resultado de atrofia das fibras musculares esqueléticas e
aumento da degradagado protéica. Porém, os mecanismos desencadeadores
celulares e moleculares que levam a essa perda ainda nio estdao bem definidos
(LAWLER et al., 2003).

Além dos diversos modelos utilizados para o estudo do desuso muscular,
outros fatores se diferenciam como o tipo de fibra muscular analisada, a posicao
articular, o material utilizado para a confeccéo do dispositivo, além do periodo.

Muitos estudos foram direcionados a avaliacdo das respostas do musculo
esquelético quando imobilizados, no que tange ao tipo de fibras mais susceptiveis
a atrofia. Entre os anos 70 e 80, os estudos eram contraditérios quanto ao tipo de
fibras mais susceptiveis. Alguns autores descreveram as fibras brancas (tipo Il)
(JAFFE et al., 1978; MCDOUGALL et al., 1980) e outros se referiram as fibras
vermelhas (tipo I) (BOOTH e KELSO, 1973; BOOTH, 1977; BOOTH, 1987;
LEIVSETH et al., 1987; SAVOLAINEN et al., 1988). No entanto, ha trabalhos que
nao evidenciaram qualquer diferenca na resposta dos diferentes tipos de fibras a
atrofia (MACDOUGALL et al., 1977; WILLIAMS e GOLDSPINK, 1978).

Herbison et al. (1978), avaliaram em ratos os efeitos da imobilizagdo nos
musculos flexores plantares em posi¢ao neutra durante 6 meses, observaram
reducdo da massa em todos os musculos e diminuicdo das proteinas
miofibrilares. A atrofia das fibras musculares tipo | e Il foi igual nos musculos séleo

e a do tipo Il foi maior que o tipo | para o musculo plantar, sugerindo que o grau
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de atrofia seja especifico para o tipo de fibra e sua localizagdo no musculo ou
musculo diferentes.

Tem sido observado que as fibras musculares lentas (tipo |) possuem
maior vulnerabilidade a atrofia do que as fibras musculares rapidas (tipo Il),
devido a diferengas no seu metabolismo, sendo que a imobilizacdo parece ter
efeitos diferentes na sintese protéica dos diferentes tipos de fibras musculares
(HESLINGA et al.,, 1995). Nesse contexto, foi observado que as enzimas
oxidativas respondem por meio da diminuicdo da sua atividade durante a
imobilizagdo, sugerindo que as fibras musculares que possuem metabolismo
predominantemente oxidativo (tipo 1), foram as mais susceptiveis a atrofia
muscular (APPELL, 1990). Estudos como o de Herrera et al. (2001) que
trabalharam com inatividade muscular em membros posteriores de ratos,
observaram que o musculo séleo atrofia mais que o extensor longo dos dedos,
provavelmente devido a composicao do tipo de fibra e pela fungao destes durante
a condigao normal de descarga de peso.

Além da susceptibilidade a atrofia inerente ao metabolismo das fibras tipo
I, outro fator que determina essa condicdo sdo as caracteristicas de fibras
posturais. Nesse sentido, Ploug et al. (1995) relacionaram a maior
susceptibilidade do sdleo a atrofia por inatividade devido ser um musculo postural
e assim possuir uma atividade basal maior do que os nao posturais. Mercier et al.
(1999) também encontraram maior redugdo da massa no musculo séleo de ratos
jovens e idosos comparado ao extensor longo dos dedos submetidos a
suspensao da pata posterior por 21 dias. Em estudo recente, foi observado que a

imobilizagdo por duas semanas além de promover a redugao significativa (77,9%)
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das fibras lentas (tipo ) possibilitou 0 aumento significativo das fibras musculares
rapidas (lI) quando comparado ao grupo controle (TANAKA et al., 2004).

Esses estudos estdo de acordo com a afirmagdo de Lieber (2002),
reforcando o que a literatura relata, de que os musculos considerados
antigravitacionarios, os uni-articulares e 0os que possuem maior propor¢céo de
fibras lentas sdo os mais vulneraveis a atrofia.

A posicao da imobilizacdo parece ser um fator determinante no
desenvolvimento dos efeitos deletérios no sistema musculo-esquelético. Fournier
et al. (1983) imobilizaram a articulagao de tornozelo em posigéao encurtada, neutra
e alongada e avaliaram os musculos séleo e gastrocnémio de ratos. Os
resultados mostram que os musculos imobilizados em posi¢cao encurtada e neutra
diminuiram significativamente a massa, apds 28 dias de imobilizagdo, mas isto
nao aconteceu na imobilizagcdo em posigcao alongada. No musculo séleo, ocorreu
reducao de 55% da massa em posig¢ao neutra e 77% em posi¢cao encurtada e no
musculo gastrocnémio a reducgéo foi de 54% na posi¢cao neutra, e de 53% na
encurtada se comparado com o grupo controle.

Savolainen et al. (1988), estudam os musculos gastrocnémio, tibial
anterior e séleo de ratos submetidos a imobilizagao articular de tornozelo por
aparelho gessado durante 7 e 21 dias em posigao encurtada e alongada e em
todos os musculos houve redugdo da massa muscular, maior na posigcao
encurtada do que na alongada, em ambos os periodos avaliados.

Jarvinem et al. (1992) compararam as propriedades elasticas da unidade
musculo-tenddo de gastrocnémio de ratos que tiveram seu membro posterior
esquerdo imobilizado com aparelho gessado, mantendo o joelho em flexdo e o

tornozelo em extensdo, ou vice-versa, utilizando o membro contralateral como
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controle. A reducao da massa foi maior nos imobilizados em posi¢ao encurtada.
Concluiram que a imobilizagdo da unidade musculo-tenddao do gastrocnémio em
posicao encurtada € seguida por atrofia mais acentuada e uma diminuigdo nas
propriedades elasticas que a imobilizagao em posi¢ao alongada.

A posigcao da imobilizacdo também influencia o comprimento muscular.
Se o musculo for imobilizado em encurtamento, ocorre redugao significativa do
comprimento muscular por diminuicdo no numero de sarcOmeros em série
(WILLIAMS e GOLDSPINK, 1973; WILLIAMS e GOLDSPINK, 1978; APPELL,
1986; WILLIAMS et al., 1988). Pelo contrario, se mantido numa posi¢cao de
estiramento, ocorre aumento do seu tamanho por elevagcdo do numero de
unidades sarcoméricas (WILLIAMS e GOLDSPINK, 1973; WILLIAMS et al., 1988).

O numero de sarcOmeros € provavelmente ajustado de forma a que seja
permitido um comprimento 6timo destas estruturas e, assim, a um “overlap” ideal
dos filamentos para desenvolver tensdo durante as contragdes (HERRING et al.,
1984).

Para Heslinga et al. (1995) a diminuicao do numero de sarcOmeros em
série depende do musculo avaliado. Os autores observaram os efeitos da
imobilizagcdo em posi¢gao encurtada por aparelho gessado de ratos nos musculos
sbleo e gastrocnémio. Observaram redugdo no numero de sarcbmeros em série
no musculo séleo, mas o0 mesmo resultado ndo foi observado para o musculo
gastrocnémio.

Na mesma linha de pesquisa outros estudos foram realizados para
observar o comportamento do tecido conjuntivo frente a diferentes posi¢des
articulares de imobilizacdo. Foi observado que em apenas 2 dias apds a

imobilizagcdo em posi¢ao encurtada houve rapido aumento na quantidade de
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tecido conjuntivo no perimisio do musculo séleo de ratos, porém em posigao
alongada, nao foram observadas alteragdes (WILLIAMS e GOLDSPINK, 1984).
Resultados semelhantes foram descritos por Jézsa et al. (1988) que verificaram
aumento na quantidade de tecido conjuntivo em todos os musculos imobilizados
de ratos (tibial anterior, s6leo e gastrocnémio), de forma mais pronunciada na
posigao encurtada do que a alongada.

Desse modo, esses estudos permitiram comprovar que o musculo em
posicado de encurtamento apresenta caracteristicas como a redugcdo da massa e
do numero de sarcémeros em série, ja a imobilizagdo em posi¢cao alongada leva a
ganho da massa muscular, aumento da sintese protéica e adigcdo de sarcOmeros
em série. Também é possivel evidenciar que o aumento na densidade de tecido
conjuntivo ocorre na posicdo de encurtamento muscular (WILLIAMS e
GOLDSPINK, 1978; WILLIAMS e GOLDSPINK, 1984; SAVOLAINEM et al., 1988;
YANG et al., 1997). Porém, ainda ndo estava claro se essas modificacbes
observadas no tecido conjuntivo estariam relacionadas somente com a posi¢ao de
encurtamento do musculo ou com a diminuicdo da sua atividade contratil.

Nesse sentido, Williams et al. (1988), promoveram imobilizagao por
aparelho gessado no musculo séleo de coelhos nas posigdes de encurtamento e
alongamento associados com estimulagdo elétrica durante 7 dias. Os autores
relataram redugédo do tecido conjuntivo nos animais submetidos a estimulagao
elétrica bem como, ao alongamento passivo. Por outro lado, a estimulagéo
elétrica aplicada nos musculos submetidos a posicdo de encurtamento acentuou
ainda mais a reducgéo de sarcémeros em série. Desse modo, esse estudo permitiu
concluir que a atividade contratii do musculo previne a proliferagdo do tecido

conjuntivo, mas nao a redugao de sarcémeros em série.



Para manter as diversas posi¢des articulares, varios materias podem ser
utilizados para a confec¢gao do modelo de desuso. No estudo de Wagatsuma et al.
(2002) foi utilizado a resina epoxy mantendo a flexdo plantar do tornozelo. Na
posicdo neutra de tornozelo, outros materiais foram utilizados, como a hexcelite
(PLOUG et al., 1995) ou fixagao por agulhas (HIROSE et al., 2000).

Nao somente a posig¢ao articular, o tipo de fibra e o0 modelo de desuso,
mas também o periodo de desuso interfere nos resultados. Em 1998, Thompson
et al. relataram redugcdo da massa na ordem de 19% para o soleo e de 13% para
0 gastrocnémio ap6s uma semana de suspensdo. Ja Mercier et al. (1999),
estudaram a suspensao apos 21 dias e obtiveram reducao de 40% na massa do
musculo soleo e 18% no musculo extensor longo dos dedos. Em 2004, Kourtidou-
Papadeli et al. relataram reducéo de 33,87% no séleo e 15,08% no extensor longo
dos dedos durante um periodo de 45 dias de imobilizagcdo. Assim, pode-se
observar que nos diversos estudos, em um mesmo modelo, ha diferentes
respostas teciduais, decorrentes das variacdes do tempo de desuso muscular.

Elder e McComas (1987) submeteram ratos jovens a suspensao por 14,
28 e 206 dias e observaram que o maior grau de atrofia ocorre nos 28 primeiros
dias. Para Thomason et al. (1987), a atrofia do musculo s6leo em suspensao é
mais pronunciada nos primeiros 30 dias com redugdo da sintese protéica na
ordem de 50% ja nas primeiras 24 horas. J& McNulty et al. (1992) avaliaram ratos
em suspensao por 28 dias e observaram que o maior grau de atrofia ocorrem nos
7 primeiros dias.

Alguns trabalhos sugerem que a maioria das mudangas ocorre nos
primeiros sete dias frente ao desuso muscular (BOOTH, 1977; WILLIAMS e

GOLDSPINK, 1984; THOMASON et al., 1987; JOZSA et al., 1988; OKITA et al.,
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2004). Outros autores apontam evidéncias que existem alteragées na massa e na
area das fibras musculares anteriormente ao periodo de 4 dias de desuso
(KONDO et al., 1993; SMITH et al., 2000; BODINE et al., 2001; AHTIKOSKI et al.,
2001; AHTIKOSKI et al., 2003).

Diante do exposto, é necessario salientar que os estudos de imobilizacao
apresentam carater multifatorial diferindo quanto ao modelo e material utilizado
para promover o desuso, tempo da imobilizacdo, posicdo articular, atividade
eletromiografica e tipagem das fibras musculares analisada, e isso,
consequentemente, determina os resultados (DURIGAN et al., 2005).

Apesar de muitas vezes ser necessario, diversos estudos tém
demonstrado que o desuso muscular induz proliferagdo do tecido conjuntivo
intramuscular tanto no perimisio quanto no endomisio, além de induzir aumento
do “turnover” do colageno no tecido conjuntivo (AMIEL et al., 1982; WILLIAMS e
GOLDSPINK, 1984; AHTIKOSKI et al, 2003; OKITA et al, 2004).
Simultaneamente, ocorre redugao na area das fibras musculares, bem como na
densidade dos capilares (KANNUS et al., 1998; GOMES et al., 2004).

Todos esses estudos que tiveram por objetivo entender o mecanismo de
desenvolvimento e adaptagdo do musculo esquelético a imobilizagdo, permitiram
algumas importantes observagdes que sao enfatizadas por Salvini (2000): o
musculo adapta-se as alteragdes em seu comprimento; a posigao, encurtada ou
alongada, em que o musculo é mantido é fator determinante nas alteragdes
estruturais; o grau de atrofia muscular depende da posi¢cao de imobilizagéo, e é
maior no grupo encurtado; a perda de forga acontece como uma caracteristica

funcional da atrofia.
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Além disso, o desuso muscular provocado por condi¢gdes de periodos
longos no leito, colocagao de drteses ou fixagdes em membros e microgravidades
induzem resisténcia a insulina e a um estado catabdlico nos musculos
esqueléticos afetados de humanos (FERRANDO et al., 1996), porém ainda nao
esta claro como o desuso muscular crbnico ou a imobilizacdo alteram a
sinalizagao de insulina (HIROSE et al., 2000).

Na literatura, ha contradicdo no entendimento dos efeitos da redug¢ao na
atividade muscular sobre proteinas n&o miofibrilares causando uma
especificidade na resposta, ou seja, em alguns modelos experimentais como a
desnervacdo observa-se reducdo tanto na populagdo de proteinas
transportadoras de glicose do tipo GLUT4, quanto na efetividade das proteinas
sinalizadoras citosodlicas. No entanto, em modelos de imobilizacdo de membros
em humanos e suspensao dos membros posteriores em ratos, os estudos se
contradizem com relagdo a expressdo do GLUT4 e captacdo de glicose,
dependendo de fatores como tempo e tipo de imobilizacdo. Dois diferentes
modelos experimentais de desuso muscular resultam em efeito discordante
quanto a expressdo do GLUT4, pois pouco se conhece sobre as relagdes
fisioloégicas que atuam na interface entre a expressao de proteinas nao fibrilares e
a sua modulagao durante a imobilizagdo (THOMASON e BOOTH, 1990).

Ploug et al. (1995) observaram a diminuigdo do transporte da glicose
durante um curto periodo de imobilizagcado (48 horas) nas fibras vermelhas de
ratos, porém nao houve diferenca nas fibras brancas. Ainda observaram que nao
houve diminuigdo significativa dos transportadores GLUT1 e GLUT4 nos
musculos estudados durante este periodo, além da ndo diminuicdo do numero de

receptores insulinicos e atividade kinase do receptor das fibras vermelhas. Assim,
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concluiram que no curto periodo a resisténcia ao transporte de glicose é tipo de
fibra especifica e seletiva a contragdes ou a insulina. Em contraste, no modelo de
desnervacao por trés dias, foi observado diminuigcdo dos transportadores GLUT4
pelo desenvolvimento da resisténcia ao transporte de glicose estimulado pela
insulina (HENRIKSEN et al., 1991).

Hirose et al. (2000) estudaram a via sinalizadora da insulina em ratos que
tiveram a pata esquerda imobilizada por fixagdo do joelho e tornozelo a 90°
durante 7 dias, e verificaram redugdao na transducdo do sinal intracelular
estimulado pela insulina, sugerindo déficit na ativagao do IR (receptor de insulina)
e nas moléculas ativadas a partir deste, incluindo a fosforilagdo do IRS-
1(substrato 1 do receptor de insulina) e a ativacdo da PI3-K (fosfatidilinositol 3-
quinase), indicando que o quadro de resisténcia a insulina também pode ser
desencadeado na imobilizagao.

O estudo de Cancelliero (2004) demonstrou aumento na captagao de 2-
deoxiglicose concomitantemente a reducbes nas reservas de glicogénio nos
musculos submetidos a imobilizagdo articular apés o periodo de 7 dias. Segundo
Mondon et al. (1992) ratos que foram submetidos a suspensao apresentaram
aumento da sensibilidade a captacdo de glicose induzida pela insulina e
diminuicao da sensibilidade a insulina associada com a diminui¢ao da ligagéo da
insulina e a atividade da tirosina quinase. Isso mostra que uma mesma via
inicialmente ativada pode ser alterada entre os eventos que ocorrem na cascata

desencadeada pela ligagao da insulina ao receptor.
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2.3 ESTIMULACAO ELETRICA NEUROMUSCULAR

No final do século XVIII Luigi Galvani documentou que os musculos de
sapo contraiam-se sob a influéncia do que veio a ser chamado de “eletricidade”.
Em 1833, Duchenne de Boulogne descobriu que era possivel estimular os
musculos eletricamente de maneira ndo invasiva e elaborou eletrodos cobertos de
tecido para a estimulacdao percutanea. Também foi observado que havia certos
locais, pontos motores, ao longo da superficie do corpo cuja estimulagado causava
contragdes particularmente fortes (KITCHEN e BAZIN, 2003).

Por definicdo, as correntes estimuladoras de musculo e nervo sao
correntes elétricas capazes de causar a geragao de potenciais de agao, por meio
de eletrodos de superficies, sendo um procedimento terapéutico nao invasivo de
grande utilidade clinica, que tem sido usado frequentemente na reabilitacdo de
diversas patologias. Clinicamente, a estimulagdo elétrica € usada para o
fortalecimento e hipertrofia muscular em casos envolvendo imobilizacdo ou onde
haja contra-indicagao para o exercicio dindmico, ndo somente em patologias, mas
também no ambiente espacial (MERCIER et al., 1999). Neste sentido, esse
recurso vem sendo utilizado para recuperar a forga muscular, reduzir o tempo de
reabilitacdo e prevenir a atrofia muscular decorrente da imobilizacao
(ARVIDSSON et al., 1986; AVRAMIDIS et al., 2003).

Alguns estudos demonstram a utilizagdo da estimulagdo elétrica
neuromuscular em seres humanos. Cabric et al. (1987) avaliaram os seus efeitos
no musculo gastrocnémio de homens, com frequéncias de 50 Hz e 2000 Hz,

forma de onda triangular durante 21 dias e observaram hipertrofia e hiperplasia
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nos musculos submetidos a intervengao. Também foi relatado que frequéncias de
50 Hz e 2000 Hz foram capazes de promover aumento na forca isométrica
maxima na ordem de 58% no musculo triceps sural em humanos durante 21 dias
(CABRIC e APPELL, 1987).

Guirro et al. (2000), demonstraram aumento de forga isométrica maxima
do musculo quadriceps de mulheres, independente dos pardmetros da corrente
utilizados durante 3 semanas. O protocolo da estimulacido elétrica constou de
duas correntes com pulsos quadratico bifasico simétrico, com razao de 5:5
segundos On/Off, sendo uma de média frequéncia (2500 Hz modulada em 50Hz)
e a outra de baixa frequéncia (50Hz).

A estimulacdo elétrica neuromuscular tem sido proposta no intuito de
minimizar os eventos desencadeados pelo desuso muscular, buscando melhorar
as condi¢cdes homeostaticas das fibras musculares. Foi observado que o recurso
promoveu elevacao na atividade contratil das fibras musculares e desse modo a
dindmica de captagdo e metabolismo da glicose e a atividade das vias
metabdlicas celulares foram aumentadas, uma vez que os musculos de ratos
submetidos somente a estimulagao elétrica neuromuscular apresentaram maiores
reservas de glicogénio (SILVA et al., 1999; CANCELLIERO et al., 2003;
CANCELLIERO, 2004; FORTI et al., 2004; GUIRRO et al., 2004; DIAS et al.,
2005).

Nesse contexto, Etgen et al. (1993) avaliaram o conteudo de GLUT 4 no
musculo plantar de ratos apos estimulagao elétrica crbnica, e verificaram aumento
de 82% em seu conteudo. Periodos maiores de estimulacao elétrica, 30 a 40 e 60
a 90 dias, mostraram somente tendéncia ao aumento no conteudo do GLUT 4,

atingindo um platé em torno de 30 a 40 dias. Um resultado importante do estudo
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de Hamada et al. (2003) foi que a captacao de glicose corporal em ratos é
agudamente aumentada em resposta a 20 minutos de estimulagdo elétrica
neuromuscular e este aumento perdura por pelo menos 90 minutos apds a
finalizacdo do recurso.

Também foi observado que a estimulagao elétrica neuromuscular reduziu
a atrofia muscular minimizando a redug¢ao da area de secgao transversal, fibrose
intersticial e deficiéncia de suprimento sanguineo no musculo tibial anterior de
coelhos imobilizado por 3 semanas (QIN et al.,, 1997). Resultados semelhantes
foram descritos por Polacow et al. (2003), que relataram redugao da densidade de
area do tecido conjuntivo em musculos desnervados apos 15 dias de estimulagéo
elétrica, apontando para possivel reducao da fibrose.

Kanaya e Tajima (1992) estudaram a influéncia da estimulagao elétrica
no musculo tibial anterior denervado e apods reinervacido. Para tanto utilizaram
frequéncia de 2 Hz, pulsos retangulares, com largura de fase de 100 us, 30
minutos diariamente durante 12 semanas. Os autores concluiram que a
estimulacao elétrica retardou a reducdo da massa do musculo e do didmetro da
fibra muscular, reduziu a fibrose intersticial e melhorou a recuperacédo da lesao
por um periodo de até 1 ano apds a reinervacao.

Misawa et al. (2001) compararam os efeitos da estimulagcédo elétrica no
musculo tibial anterior e extensor longo dos dedos de ratos apdés lesdo de medula
espinhal. A estimulagao elétrica foi aplicada ap6s um dia de lesdo, com largura de
fase de 0,2 ms, com razdo de 4:4 segundos on/off, 60 minutos diariamente
durante uma semana. Observou que a atrofia muscular foi minimizada de forma

mais efetiva nas fibras musculares estimuladas com frequéncia de 100 Hz do que
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as estimuladas a 20 Hz e um aumento maior da forga nas fibras musculares
estimuladas com frequéncia de 100 Hz do que as estimuladas com 20 Hz.

A estimulacdo elétrica em ratos retardou a atrofia das fibras do tipo | e |l
do musculo extensor longo dos dedos 28 dias apds secgdao de um segmento do
nervo ciatico (PACHTER et al., 1982). Nemeth (1982) relatou que a contragéo do
musculo desnervado promovida pela estimulagao elétrica previne a perda de
enzimas oxidativas e a atrofia apds 28 dias da desnervacdo no musculo soleo de
porco-da-india.

Do ponto de vista da atividade enzimatica, ndo foram observadas
alteracdes na concentracdo das enzimas anaerdbicas apods estimulagao elétrica
cronica (8 semanas), no entanto, a atividade das enzimas citrato sintetase, 3-
hidroxiacido-CoA dehidrogenase e citrocromo-c oxidase foram significativamente
aumentados apdés 4 semanas de estimulagdo elétrica de baixa frequéncia, sem
aumento significativo apds 4 semanas adicionais (TRERIAULT et al., 1994).

Adaptacdes no suprimento vascular podem ser iniciadas devido as
alteragdes no volume e fluxo sanguineo promovidos pela imobilizagdo ou pela
estimulacao elétrica (JOZSA et al, 1990). Desse modo, foi observado que durante
a imobilizacdo por 4 semanas em ratos ocorre redugdo de 34% no volume
sanguineo ao nivel do capilar (CARMELI et al, 1993). Por outro lado, foi
demonstrado por meio de analise morfométrica e técnicas estereoldgicas, que os
musculos tibial anterior e extensor longo dos dedos de coelhos estimulados
eletricamente (f:10 Hz, 8 horas por dia por 4 dias) apresentaram elevagao na
densidade, no fluxo capilar, bem como aumento da resisténcia a fadiga muscular

(HUDLICKA et al., 1982).
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Nesse contexto, a estimulagdo elétrica com freqiéncia de 2500 Hz
modulada em 50 Hz durante 30 minutos nos musculos tibial anterior e extensor
longo dos dedos de ratos promoveu aumento da perfusdo vascular que persistia
por algum periodo (CLEMENTE et al., 1991). Currier et al. (1986) relataram que a
estimulacédo elétrica também pode alterar o fluxo sanguineo no musculo
gastrocnémio de humanos, utilizando-se frequéncias de 2500 Hz moduladas em
50 Hz. O aumento do numero de capilares por fibra muscular em animais também
tem sido observado (MYRHAGE e HUDLICKA, 1978; QIN et al., 1997).

A proposta desse trabalho foi caracterizar o perfil morfométrico do
musculo soleo submetido a imobilizacao articular do tornozelo em varios periodos
de tempo em posigdo neutra, por meio da ortese de resina acrilica, ja que em
trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa foram demonstrados alteragoes
no perfil metabdlico e mecanico nos musculos submetidos a este tipo de
imobilizacdo. Além disso, pouco se conhece sobre os efeitos da estimulagao
elétrica na imobilizacdo em posicao neutra induzida por 6rtese de resina acrilica
com relacao a avaliacbes morfométricas. Nesse sentido, em virtude da freqléncia
com que a estimulacido elétrica é utilizada na pratica clinica, denota-se uma
grande importancia no desenvolvimento de trabalhos que determinem a sua

influéncia na recuperacao dos efeitos deletérios decorrente do desuso.
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3. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos da imobilizagdo por ortese
de resina acrilica em posi¢cao neutra durante 3 periodos (3, 7 e 15 dias) no
musculo soéleo de ratos associado ou nao com estimulacdo elétrica
neuromuscular, nos seguintes parametros: massa muscular, area das fibras e

densidade de area do tecido conjuntivo intramuscular.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 45 ratos albinos, da linhagem Wistar, com idade
variando entre 3 a 4 meses (250-300g) fornecidos pelo biotério da UNIMEP,
Piracicaba, SP. Os animais foram alimentados com ragao (Purina para roedores)

e agua ad libitum, sendo submetidos a ciclo fotoperiddico claro escuro controlado

de 12 horas, sob temperatura controlada (23°C + 2).

4.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

4.2.1 Analise histolégica

Trinta e cinco animais foram divididos em 7 grupos, conforme a tabela 1.

Tabela 1. Composi¢cédo dos grupos experimentais, n = 5.

Grupos

Controle (C)

Imobilizados 3 dias (13)

Imobilizados 7 dias (17)

Imobilizados 15 dias (115)

Imobilizados 3 dias + estimulagao elétrica (IEE3)
Imobilizados 7 dias + estimulacao elétrica (IEE7)
Imobilizados 15 dias + estimulagao elétrica (IEE15)

NooakwdN =~
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4.2.2 Analise da movimentacgao exploratoria

Para essa analise, 10 animais foram divididos em 2 grupos (n=5):

controle e imobilizado em durante 7 dias (tabela 2):

Tabela 2. Composi¢cédo dos grupos experimentais, n = 5.

Grupos
1. Controle (C)
2. Imobilizados 7 dias (l)

4.3. PROCEDIMENTOS

4.3.1 Técnica da confeccao da oOrtese

Para a confecgcao da ortese foi utilizada moldagem com alginato de
potassio, vazamento do molde com gesso pedra, manipulagdo da resina e

preparo da értese (CANCELLIERO, 2004).

4.3.2 Imobilizacéao

Os ratos foram anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/Kg peso) e
a pata posterior esquerda foi imobilizada com ortese de resina acrilica na posicao
neutra de tornozelo (90°), deixando as articulagbes do joelho e quadril livres

(Figuras 1 e 2).
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O modelo foi adaptado no membro posterior, associado a uma cinta de
PVC (didmetro 40mm) por dois rotadores laterais (15mm de extensdo), os quais
permitram a sua livre movimentacdo (Figuras 2 e 3). O conjunto, com
aproximadamente 22,72g+2,25 de peso, permitiu livre deambulagdo do animal,
havendo descarga de peso no membro imobilizado, sendo uma movimentagéao do
membro em bloco, com movimentos antero-posterior e lateral de quadril (Figura

4).

Figura 1. Vista lateral (A) e anterior (B) da 6rtese composta pelo modelo de resina

acrilica (1), rotadores laterais (2) e cinta abdominal (3).

Figura 2. Ortese adaptada no membro posterior do animal, mantendo o angulo de

90° da articulagao do tornozelo.
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Figura 3. Vista superior do animal com a értese adaptada no membro posterior

esquerdo.

Figura 4. Ortese adaptada no membro posterior do animal, sem interferir na

deambulagédo, permitindo a descarga de peso no membro imobilizado.

4.4 ESTIMULACAO ELETRICA NEUROMUSCULAR

Para a execugao do protocolo de estimulagado elétrica, os animais foram
anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/Kg peso) e o membro posterior
esquerdo foi tricotomizado para garantir uma maior efetividade da estimulacéo e

do posicionamento dos eletrodos. A estimulagdo elétrica neuromuscular foi



realizada em sessao diaria de 20 minutos, por um periodo de 3, 7 e 15 dias. Um
eletrodo foi colocado na regido inguinal e o outro no musculo triceps sural
acoplado dentro da értese (Figura 5).

O equipamento utilizado para a estimulacao elétrica neuromuscular foi o
Dualpex 961 (Figura 6), além de 4 eletrodos de silicone-carbono com 1 cm? cada,

bem como gel de acoplamento.

Figura 5. Posicionamento dos eletrodos para a aplicagdo da estimulagao elétrica
neuromuscular no membro posterior imobilizado, sendo um eletrodo na
regido inguinal (eletrodo 1) e outro na por¢ao posterior da perna,
acoplado dentro da 6rtese (eletrodo 2).
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Figura 6. Equipamento Dualpex 961 (Quark®) utilizado para a realizacdo da

estimulacao elétrica neuromuscular.

Como parametros fisicos da corrente, foi estabelecida uma frequéncia de
10 Hz em fungdo da énfase dada ao musculo séleo, constituindo principalmente
por fibras do tipo |, com largura de fase de 0,4 ms e pulso quadratico bifasico. A
intensidade da corrente foi padronizada em 5.0 mA, a partir da visualizagao da
contragdo muscular. A cada 5 minutos foi aplicado um acréscimo de 1.0 mA a

corrente para nao haver acomodacgao.
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4.5 ANALISE MORFOMETRICA

4 5.1 Processamento das amostras do tecido muscular

Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e o musculo
séleo foi exposto, retirado, pesado e em seguida, a parte central do seu segmento
ventral foi colocado em solugdo tamponada de formol a 10% para fixagado. Foram
processados também, o séleo do membro contralateral.

Apos 48 horas de fixagao, as pecas passaram por desidratacdo em alcool
etilico, diafanizacdo em xilol sendo incluidas em paraplast. Cortes transversais
nao seriados de 7 um de espessura foram obtidos da porcédo ventral do musculo

séleo, que foram corados por Hematoxilina-Eosina (H:E).

4. 5.2 Andlise da area das fibras musculares

Foram selecionados 5 cortes e para cada um deles foram captadas 5
areas, por meio de um sistema de captagado e analise de imagens constituido de
um software Image Proé-plus 4.0 (Media Cybernects), camera digital (JVC)
acoplada a um microscopio (Zeiss) com integragdo a um microcomputador. Todas
as imagens foram captadas com resolugao de 640 por 480 pixels com objetiva de
10 vezes, sendo que o software permitiu visualizar as imagens em uma area da

tela (area de flame) de aproximadamente 190464,12 ym?.
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Foram analisadas as areas de secgao transversa de 375 fibras do
musculo séleo por animal, assim determinadas: 15 fibras por area, sendo 5 areas
por corte, e 5 cortes por animal. Para a escolha das fibras a serem analisadas,
utilizou-se de um reticulo com quadrados de 12100 pm? contendo 20 intersecgdes
de reta, e foram consideradas as fibras que coincidiam com 15 interseccoes, de

forma aleatéria.

4.5.3 Analise do tecido conjuntivo intramuscular

Para essa analise foi utilizado o sistema de planimetria por contagem
de pontos (MATHIEU et al., 1981; DE LACERDA, 1994), sendo a quantificagdo
realizada por meio de um reticulo com quadrados de 2500 um? contendo 56
interseccdes de reta. Foram contados os pontos coincidentes no endomisio e
perimisio, em 5 areas por corte, sendo 5 cortes por animal, perfazendo um total
de 1400 pontos por animal.

Desse modo, a area relativa do tecido conjuntivo (densidade de area) foi
calculada dividindo-se a soma do numero de pontos coincidentes nas
interseccbes de reta sobre o tecido conjuntivo (endomisio e perimisio) pelo

numero total de pontos.
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4.6 ANALISE DA MOVIMENTACAO EXPLORATORIA

Os animais deste grupo foram diariamente expostos ao “open field”
sempre no inicio da noite, periodo de maior atividade da espécie, permanecendo
no ambiente durante 3 minutos (PELLOW et al., 1985). O “open field” consiste em
um quadrado com dimensdo de 46x46x25cm, divididos em 9 quadrados com
dimensdo de 225cm? cada. A observacdo foi direcionada a movimentagao
exploratéria e adaptagcdo do animal ao ambiente. Como parametro avaliativo foi
utilizado a contagem de deslocamento a partir do posicionamento de trés
membros do rato em um quadrado, sendo que o numero total de quadrados
percorridos foi utilizado como indice de deambulagdo espontdnea conforme

descrito por Royce (1977).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada inicialmente pelo teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnov e pelo teste de homocedasticidade (critério de Bartlett). Para
a variavel massa muscular, que apresentou distribuicio normal e
homocedasticidade, foi utilizado a Anova e teste F sendo que, quando a diferenca
apresentada era significante, aplicou-se o teste de Tukey HSD para as
comparagdoes multiplas. Para os campos observados no open field, que
contemplaram os pré-requisitos para a metodologia paramétrica, foi utilizado o

teste “t” de student. Ja para as variaveis area das fibras musculares e densidade
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do tecido conjuntivo foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis a fim
de verificar a diferenga entre os grupos. Quando esta diferenga era apontada,
deu-se continuidade a analise por meio do teste de comparacdes multiplas de

Tukey HSD. Em todos os célculos foi fixado um nivel critico de 5% (p<0,05).

O software utilizado em todos os testes estatistico foi o Statistica® 6.1.



5. RESULTADOS

5.1 MASSA MUSCULAR

Com relagdo a massa muscular (mg) do grupo imobilizado durante 3 dias
(I3) ndo houve diferenga significativa quando comparado ao grupo controle
(médiatdpm, C: 124,6+5,07 e 13: 127,2£13,59). Por outro lado, quando se
compara os grupos imobilizado 7 dias (I7) e imobilizado 15 dias (I15) com o grupo
controle, houve significativa reducao (p<0,05) da massa muscular (C: 124,6+5,07,
17: 815,09 e 115: 114,616,42).

Além disso, foi observado diferenga significativa (p<0,05) do grupo
imobilizado durante 3 dias quando comparado ao grupo imobilizado 7 dias (13:
127,2+13,59, 17: 81+5,09) e ao grupo imobilizado durante 15 dias (I3:
127,2+13,59, 115: 114,616,42). O grupo imobilizado durante 7 dias também
apresentou diferenga significativa (p<0,05) quando comparado ao grupo
imobilizado durante 15 dias (I7: 815,09, 115: 114,616,42), como pode ser

observado na Figura 7.
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Figura 7 - Médiatdpm da massa do musculo séleo (mg) dos grupos controle (C),
imobilizado por 3 dias (13), imobilizado por 7 dias (I7) e imobilizado por
15 dias (115). n:5, p<0,05,* comparado ao grupo controle, # comparado

aos outros grupos imobilizados.

A Figura 8 demonstra que nos grupos submetidos ao tratamento por
estimulacédo elétrica neuromuscular, o tratado por 3 dias (13: 127,2£13,59 e |IEE3:
120,4+8,63), bem como o tratado por 7 dias (I7: 81£5,09 e IEE7: 80,8+8,67) nédo
apresentaram modificagées significativas em relagdo a massa muscular se
comparados com os respectivos grupos imobilizados. Porém, no grupo estimulado
por 15 dias ocorreu aumento significativo (p<0,05) da massa muscular em relagao
ao grupo imobilizado por 15 dias (115: 114,616,42 e IEE15: 138,6+6,42).

Foi observado também, diferencga significativa (p<0,05) do grupo tratado
por 3 dias, quando comparado ao grupo tratado por 7 dias (IEE3: 120,4+8,63,
IEE7: 80,8+8,67), bem como ao grupo tratado por 15 dias (IEE3: 120,4+8,63,

IEE15: 138,616,42), sendo que o grupo tratado por 7 dias também difere
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significativamente (p<0,05) em relacdo ao grupo tratado por 15 dias (IEE7:

80,8+8,67, IEE15: 138,6+6,42), como pode ser observado na Figura 8.
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Figura 8 - Médiatdpm da massa do musculo séleo (mg) dos grupos imobilizado
por 3 dias (13), imobilizado e tratado com estimulagao elétrica por 3 dias
(IEE3), imobilizado por 7 dias (I7), imobilizado e tratado com
estimulacdo elétrica por 7 dias (IEE7), imobilizado por 15 dias (I115) e
imobilizado e tratado com estimulacao elétrica por 15 dias (IEE15). n:5,
p<0,05, * comparado ao grupo controle, # comparado aos outros grupos
imobilizados tratados com estimulagdo elétrica, ¥ comparado aos

respectivo grupo imobilizado.

Ja em relagdo a massa muscular da pata contralateral dos grupos 3 dias
e 7 dias, a figura 9 mostra que ndo apresentaram alteragdes significativas em
relacdo ao grupo controle (C: 124,6+5,07, CC3: 128,8+4,96 e CC7: 124,613,20).

Entretanto, a massa muscular da pata contralateral 15 dias sofreu aumento
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significativo (p<0,05) em relagdo ao grupo controle (C: 124,61£5,07 e CC15:
184,8+15,78). Com relagdo ao grupo contralateral 3 dias, ndo foi observado
diferenca significativa (p>0,05) da massa muscular quando comparado ao grupo
contralateral 7 dias (CC3: 128,8+4,96 e CC7: 124,6+3,20). Por outro lado, o grupo
contralateral 15 dias apresentou aumento significativo (p<0,05) em relagdo aos

grupos contralateral 3 dias, bem como o contralateral 7 dias (CC15: 184,8+£15,78,

CC3:128,8+4,96 e CC7: 124,6+3,20)
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Figura 9 - Médiatdpm da massa do musculo séleo (mg) dos grupos controle (C),
pata contralateral 3 dias (CC3), pata contralateral 7 dias (CC7), pata
contralateral 15 dias (CC15). n:5, p<0,05, *comparado ao grupo

controle, # comparado aos outros grupos contralaterais.
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5.2 AREA DAS FIBRAS MUSCULARES

A imobilizacdo também promoveu alteracbes em relacdo a analise
morfométrica, caracterizadas pela reducdo significativa (p<0,05) da area das
fibras do musculo séleo (um?) em todos os grupos estudados comparados ao
grupo controle (C: 2574,88+560,22, 13:1778,51+504,19, 17: 1438,1+352,20 e |15:
1624,03+413,52). Além disso, foi observado diferenga significativa (p<0,05) do
grupo imobilizado durante 3 dias quando comparado ao grupo imobilizado 7 dias
(13:1778,51£504,19, 17: 1438,1+352,20) e ao grupo imobilizado durante 15 dias
(13:1778,51£504,19, 115: 1624,03+413,52). O grupo imobilizado durante 7 dias
também apresentou diferenga significativa (p<0,05) em relagdo ao grupo
imobilizado durante 15 dias (I7: 1438,1+£352,20, 115: 1624,03+413,52), como
podem ser observadas na figura 10. As imagens obtidas destes grupos podem ser

observadas nas figuras 16-17-19 e 21.
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Figura 10 - Médiatdpm da area do musculo séleo (um?) dos grupos controle (C),
imobilizado por 3 dias (13), imobilizado por 7 dias (I7) e imobilizado por
15 dias (115). n:5, p<0,05,* comparado ao grupo controle, # comparado

as outros grupos imobilizados.

A Figura 11 mostra que a utilizagdo da estimulagdo elétrica
neuromuscular promoveu aumento significativo (p<0,05) em todos os grupos na
area das fibras se comparados com os respectivos grupos imobilizados (I3:
1778,51£504,19 e IEE3: 1925,07£369,36, 17: 1438,1+325,20 e IEET:
1522,79+313,96, 115: 1624,03+413,52 e |IEE15: 2027,061643,10),como também
podem ser observadas nas Figuras 18, 20 e 22. No entanto, os 3 grupos
estimulados (IEE3, IEE7 e IEE15), foram significativamente (p<0,05) diferentes do
grupo controle.

Foi observado também, diferencga significativa (p<0,05) do grupo tratado
por 3 dias em relagdo ao tratado por 7 dias (IEE3: 1925,07+369,36, |EE7:

1522,79+313,96), bem como ao tratado por 15 dias (IEE3: 1925,07+369,36,
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IEE15: 2027,061643,10). O grupo tratado por 7 dias também difere
significativamente (p<0,05) em relacdo ao grupo tratado por 15 dias (IEE7:

1522,79+313,96, IEE15: 2027,06+£643,10).
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Figura 11 - Média + dpm da area do musculo séleo (um?) dos grupos imobilizado
por 3 dias (I3), imobilizado e tratado com estimulag&o elétrica por 3 dias
(IEE 3), imobilizado por 7 dias (I7), imobilizado e tratado com
estimulacgéo elétrica por 7 dias (IEE 7), imobilizado por 15 dias (115) e
imobilizado e tratado com estimulagao elétrica por 15 dias (IEE 15). n:5.
p<0,05,* comparado ao grupo controle, # comparado aos outros grupos
imobilizados tratados com estimulagdo elétrica, ¥ comparado aos

respectivo grupo imobilizado.

Na pata contralateral, os grupos 3 e 7 dias, demonstraram redugao

significativa (p<0,05) na area das fibras se comparados com o grupo controle (C:
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2574,88+560,22, CC3:2280,49+606,33, CC7: 2257,61+428,00). Por outro lado, no
grupo 15 dias, foi observado aumento significativo (p<0,05) da area das fibras
quando comparado ao grupo controle (C: 2574,88+560,22, CC15:
2658,66+610,30), bem como quando comparado aos grupos 3 e 7 dias (CC15:
2658,66+610,30, CC3:2280,49+606,33, CC7: 2257,61+428,00), conforme
demonstra a Figura 12. As imagens destes grupos podem ser observadas nas

Figuras 23, 24 e 25.
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Figura 12 - Média + dpm da area do musculo séleo (um?) dos grupos controle (C),
pata contralateral 3 dias (CC3), pata contralateral 7 dias (CC7), pata
contralateral 15 dias (CC15). n:5, p<0,05,* comparado ao grupo

controle, # comparado aos outros grupos contralaterais.
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5.3 DENSIDADE DO TECIDO CONJUNTIVO INTRAMUSCULAR

A densidade de area do tecido conjuntivo (%) aumentou de forma
significativa (p<0,05) em todos os grupos submetidos a imobilizagdo se
comparados ao grupo controle (C: 8,82+3,55, 13: 34, 92110, 17: 27,9215,36 e 115:
23,07+8,79 - Figura 13).

O grupo imobilizado durante 3 dias apresenta diferenga significativa
(p<0,05) do imobilizado 7 dias (I3: 34, 92+10, I7: 27,921+5,36) e ao imobilizado
durante 15 dias (I3: 34, 92110, 115: 23,0748,79), sendo que o grupo imobilizado
durante 7 dias também apresentou diferenga significativa (p<0,05) quando
comparado ao grupo imobilizado durante 15 dias (I7: 27,9215,36, I15:

23,07+8,79). As Figuras 17, 19 e 21 mostram as imagens destes grupos.

% Conjuntivo

C 13 17 115
Grupos Experimentais

Figura 13 - Média = dpm da densidade de area (%) do tecido conjuntivo do musculo sdéleo
dos grupos controle (C), imobilizado por 3 dias (I3), imobilizado por 7 dias (17)
e imobilizado por 15 dias (I115). n:5, p<0,05,* comparado ao grupo controle, #

comparado aos outros grupos imobilizados.
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A estimulacdo elétrica neuromuscular reduziu de forma significativa
(p<0,05) a densidade do tecido conjuntivo em todos os grupos quando
comparados com os respectivos grupos imobilizados (13: 34,92+10,17 e IEE3:
18,4815, 17: 27,92+5,36 e |IEE7: 20,21+8,77, 115: 23,07+8,79 e IEE15: 18,35+5,96
(Figura 14), porém continuam diferentes significativamente (p<0,05) do grupo
controle (C:8,82+3,55) e nao diferem entre si. As imagens destes grupos podem

ser observadas nas Figuras 18, 20 e 22.

% Conjuntivo

C 13 IEE3 17 IEE7 115 IEE15

Grupos Experimentais

Figura 14 - Média + dpm da densidade de area (%) do tecido conjuntivo do
musculo séleo dos grupos imobilizado por 3 dias (I3), imobilizado e
tratado com estimulacao elétrica por 3 dias (IEE 3), imobilizado por 7
dias (I7), imobilizado e tratado com estimulacéo elétrica por 7 dias (IEE
7), imobilizado por 15 dias (I115) e imobilizado e tratado com
estimulacdo elétrica por 15 dias (IEE 15). n:5, p<0,05,* comparado ao

grupo controle, T comparado aos respectivo grupo imobilizado.



Ja em relagdo ao comportamento da pata contralateral dos grupos 3 dias
e 7 dias, a Figura 15 mostra que ocorreu aumento significativo do tecido
conjuntivo em relagado ao grupo controle (C: 8,82+3,55, CC3: 17,90+6,52 e CC7:
18,62+4,97). Por outro lado, a densidade de area do tecido conjuntivo da pata
contralateral imobilizada por 15 dias ndo mostrou aumento significativo (p>0,05)
em relagao ao grupo controle (C: 8,82+3,55 e CC15: 9,65+3,08).

No grupo contralateral 15 dias, foi observado reducgdo significativa
(p<0,05) da densidade do tecido conjuntivo em relagdo aos grupos contralateral 3
dias, bem como o contralateral 7 dias (CC15: 9,65+3,08, CC3: 17,90+6,52 e CC7:
18,62+4,97), sendo que esses dois ultimos grupos nao diferem entre si, como

pode também ser acompanhado pelas Figuras 23, 24 e 25.
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Figura 15 - Média + dpm da densidade de area (%) do tecido conjuntivo do
musculo séleo dos grupos controle (C), pata contralateral 3 dias (CC3),
pata contralateral 7 dias (CC7), pata contralateral 15 dias (CC15) n: §,*
p<0,05 comparado ao grupo controle, # comparado aos outros grupos

contralaterais.
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Figura 16 - Fibras do musculo s6leo do grupo controle.

Figura 17 - Musculo soleo imobilizado em posi¢do neutra do tornozelo 3 dias.
Observar a redugdo da area das fibras musculares (asterisco) e

aumento do tecido conjuntivo (seta) em relagdo ao grupo controle.
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Figura 18 - Musculo s6leo imobilizado e tratado com EE por 3 dias. Observar o
aumento da area das fibras musculares (asterisco) e redugéo do tecido

conjuntivo (seta) em relagdo ao grupo imobilizado durante 3 dias.

Figura 19 - Musculo soéleo imobilizado em posi¢gao neutra do tornozelo 7 dias.
Observar a redugdo da area das fibras musculares (asterisco) e

aumento do tecido conjuntivo (seta) em relagdo ao grupo controle.
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Figura 20 - Musculo s6leo imobilizado e tratado com EE por 7 dias. Observar o
aumento da area das fibras musculares (asterisco) e redugcao do tecido

conjuntivo (seta) em relagao ao grupo imobilizado durante 7 dias.

Figura 21 - Musculo sdéleo imobilizado em posigdo neutra do tornozelo 15 dias.
Observar a reducdo da area das fibras musculares (asterisco) e
aumento do tecido conjuntivo (seta) em relagao ao grupo controle.
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Figura 22 - Musculo séleo imobilizado e tratado com EE por 15 dias. Observar o
aumento da area das fibras musculares (asterisco) e reducao do tecido

conjuntivo (seta) em relagao ao grupo imobilizado durante 15 dias.

Figura 23 - Musculo séleo da pata contralateral durante imobilizacdo por 3 dias.
Observar a redugcdo da area das fibras musculares (asterisco) e
aumento do tecido conjuntivo (seta) em relagao ao grupo controle.
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Figura 24 Musculo séleo da pata contralateral durante imobilizagao por 7 dias.
Observar a redugdo da area das fibras musculares (asterisco) e

aumento do tecido conjuntivo (seta) em relagdo ao grupo controle.

Figura 25 - Musculo séleo da pata contralateral durante imobilizagao por 15 dias.
Observar o aumento da area das fibras musculares (asterisco) em

relacdo ao grupo controle.
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5.4 ANALISE DA MOVIMENTACAO EXPLORATORIA

A Figura 26 mostra que o deslocamento exploratério observado em “open
field” do grupo controle, foi reduzido de forma gradativa até o 7° dia adaptando-se
a condig¢ao, sendo que nesse periodo, os valores dos campos observados nao se
diferem significativamente (p>0,05) em relagdo ao grupo imobilizado. Por outro
lado, o grupo imobilizado ndo manifestou 0 mesmo comportamento demonstrando

que a limitagao funcional restringiu o desenvolvimento do carater exploratorio.

Comportamento

Campos Observados
N
o

Dias

Figura 26 - Média £+ dpm de campos observados em open field dos grupos
controle (C), submetidos a imobilizagao (l), n=5,* p<0,05 comparado ao

grupo imobilizado.
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6. DISCUSSAO

A imobilizacdo articular, condigdao frequente na pratica clinica da
fisioterapia pode promover efeitos deletérios no sistema musculo-esquelético
como redugao da elasticidade muscular, redugao da amplitude de movimento e
até mesmo a contratura muscular devido a proliferacdo do tecido conjuntivo
(JOZSA et al., 1990). Além dessas alteracdes, sabe-se também que o desuso
pode levar a hipotrofia muscular, redugdo das reservas de glicogénio, creatina
quinase, dos sarcomeros em série, da forca e resisténcia a fadiga (REARDON et
al., 2001).

Varios sao os fatores que podem influenciar os resultados expostos nos
estudos envolvendo a imobilizagdo, com destaque para o tipo de fibra muscular.
Nesse sentido, muitos estudos entre as décadas de 70 e 80 avaliaram respostas
do musculo esquelético imobilizado, porém eram contraditorios quanto ao tipo de
fibra mais susceptivel a atrofia (BOOTH e KELSO, 1973; BOOTH, 1977;
MACDOUGALL et al.,, 1977; HERBISON et al, 1978; JAFFE et al., 1978;
WILLIAMS e GOLDSPINK, 1978; MCDOUGALL et al., 1980; BOOTH, 1987;
LEIVSETH et al., 1987; SAVOLAINEN et al., 1988).

Atualmente, a literatura relata que os musculos considerados
antigravitacionarios, os uni-articulares e os que possuem maior propor¢cao de
fibras lentas sdo os mais vulneraveis a atrofia induzida pelo desuso (APPELL,
1990; HESLINGA et al., 1995; PLOUG et al., 1995; MERCIER et al., 1999;
HERRERA et al., 2001; LIEBER, 2002; TANAKA et al., 2004). Sendo assim, o

musculo séleo, predominantemente composto por fibras do tipo |, foi o escolhido
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para a analise morfométrica devido a sua maior susceptibilidade a atrofia, inerente
ao desuso.

Além do tipo de fibra muscular, outro fator que pode interferir na resposta
diante do desuso muscular é a posi¢ao articular. De maneira geral, a posi¢géao de
encurtamento acarreta redugdo da massa muscular, da area das fibras,
diminuicdo no numero de sarcébmeros em série e maior proliferagdo do tecido
conjuntivo. J& a imobilizacdo em posigdo alongada leva ao aumento da massa
muscular, aumento da sintese protéica, adicdo de sarcomeros em série € menor
proliferacdo do tecido conjuntivo (WILLIAMS e GOLDSPINK, 1978; TARDIEU et
al., 1982; FOURNIER et al., 1983; WILLIAMS e GOLDSPINK, 1984; APPELL,
1986; JOZSA et al., 1988; WILLIAMS et al., 1988; SAVOLAINEM et al., 1988;
JARVINEM et al., 1992; YANG et al., 1997).

Nesse contexto, a proposta deste trabalho foi estudar a posicdo neutra
devido a maioria dos estudos induzirem imobilizagdo em posi¢des articulares
encurtadas e alongadas, sejam por gesso, resinas, malha de ago, ou até mesmo
por suspensao do membro. Varios trabalhos utilizaram a posigdo neutra de
tornozelo (90°) evidenciando efeitos deletérios no sistema musculo-esquelético
(HERBISON et al., 1978; FOURNIER et al., 1983; PLOUG et al., 1995; QIN et al.,
1997; HIROSE et al., 2000). Nestes trabalhos, a imobilizacdo do tornozelo em
posicdo neutra foi associada com a imobilizagdo das articulagdes do joelho e
quadril a 90°. Porém, vale a pena destacar que o modelo de értese de resina
acrilica utilizado neste trabalho se diferencia, pelo fato de manter as articulagdes
do joelho e quadril livres (CANCELLIERO, 2004).

Ndo somente a posigcéao articular e o tipo de fibra muscular analisada

interferem nos resultados, mas também o periodo de desuso. Alguns trabalhos
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sugerem que a maioria das mudangas ocorrem nos primeiros sete dias frente ao
desuso muscular (BOOTH, 1977; WILLIAMS e GOLDSPINK, 1984; THOMASON
et al., 1987; JOZSA et al., 1988; OKITA et al., 2004). Outros autores apontam
evidéncias que existem alteragdes na massa e na area das fibras musculares
anteriormente ao periodo de 4 dias de desuso (KONDO et al., 1993; SMITH et al.,
2000; BODINE et al., 2001; AHTIKOSKI et al., 2001; AHTIKOSKI et al., 2003).
Desse modo, optou-se pela escolha dos periodos de 3, 7 e 15 dias de
imobilizagcdo, ja que segundo a literatura, € na primeira semana de desuso que
ocorre a maioria das modificagdes, porém em outros periodos, também foram
observados efeitos deletérios no sistema musculo-esquelético.

A imobilizacdo durante 3 dias em posicdo neutra ndo promoveu
alteragdes na massa do musculo séleo, por outro lado ocorreu redugéo
significativa de 31% da area das fibras musculares quando comparados ao grupo
controle. Neste contexto, a variavel area das fibras € mais precisa do que a
massa do musculo, porque considerando que o musculo séleo possui cerca de
3000 fibras, foram computadas a area de 375 fibras, portanto cerca de 12,5% das
fibras deste musculo. Além disso, neste periodo houve aumento da densidade de
area do tecido conjuntivo, o que pode ter alterado o valor da massa, ja que para
Nicks et al. (1989) a massa muscular pode ser alterada pelo aumento do tecido
conjuntivo, bem como presenca de edema.

Com relagao a area da fibra, neste estudo foi encontrado o valor médio
de 2574,88um? para o musculo séleo do grupo controle, estando de acordo com
os valores de referéncia apresentados pela literatura, que podem variar de 2084 a

3500um? (DELP e DUAN, 1996; COUTINHO et al., 2002; GOMES et al., 2004).
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Alguns trabalhos foram direcionados para a avaliagdo dos efeitos da
imobilizagdo aguda no comprometimento do sistema musculo-esquelético. Smith
et al. (2000) avaliaram o musculo séleo de coelhos no segundo e sexto dia apos
imobilizagcdo em posigdo encurtada e observaram redugdo da massa muscular
(15%), bem como da area de secgao transversa (16%) em apenas dois dias de
imobilizagédo. Ja no sexto dia foi observado redugdo de 26% da massa muscular e
de 17% na area de secgao transversa Outros autores também relataram redugéo
(19%) da massa muscular do soleo de ratos apds 4 dias de imobilizagdo (KONDO
et al., 1993).

Resultados semelhantes foram descritos por Ahtikoski et al. (2003), que
estudaram a imobilizagao articular durante 3 dias em ratos e relataram redugao de
20% da massa do musculo soleo em posicao encurtada e 17% em posigéo
alongada.

Essa reducao da area das fibras, bem como da massa do musculo séleo
ocorre pelas modificagdes no balango da sintese e degradagado protéica, ja
evidenciada nas fases precoces do desuso muscular. Nesse sentido, Booth e
Sneider (1979), demonstram que ocorreu redugdo na sintese protéica de 37% ja
nas primeiras 6 horas de imobilizagdo. Ainda foi observado nas primeiras 24
horas de suspensao, reducéo de 50% na sintese de proteinas do musculo séleo
de ratos (TAILLANDIER et al., 2003).

Com relagao ao periodo de 7 dias, foi observado reducgéo significativa de
35% na massa muscular, bem como de 44% na area das fibras musculares. Ja no
periodo de 15 dias de imobilizagdo, também ocorreu redugado significativa na

ordem de 8% na massa muscular e de 37% na area das fibras, apontando para o
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quadro de hipotrofia muscular, corroborando os resultados apresentados na
literatura.

Segundo Qin et al. (1997) a imobilizagdo por diferentes periodos resulta
em atrofia variando de 15% a 70%, dependendo do animal utilizado e da fibra
avaliada. Nesse contexto, Kannus et al. (1998) relataram reducao de 69% da area
das fibras do musculo séleo imobilizado por meio de aparelho gessado durante 3
semanas. Para Gomes et al. (2004), a reducao foi de 43% da area das fibras do
musculo séleo também imobilizado em posi¢do encurtada durante 3 semanas.
Picquet e Falempin (2003) observaram reducédo de forgca e da area das fibras,
bem como transicdo de fibras lentas para rapidas no musculo séleo em ratos
submetidos ao modelo de suspensao durante 14 dias.

Bodine et al. (2001) compararam a massa do gastrocnémio de ratos em
trés modelos de desuso, a imobilizagdo, suspensdo e denervagdo durante 14
dias. Foi observado que ja nos primeiros 3 dias de desuso ocorreu redugao de
aproximadamente 10% da massa muscular nos trés modelos estudados. Ja na
primeira semana, a reducao foi de aproximadamente 30% da massa no modelo
de imobilizagdo e na denervagdo, e no modelo de suspenséo a reducéo foi de
25%. Apos 14 dias de desuso, ocorreu reducdo de aproximadamente 50% da
massa muscular nos animais submetidos a denervacao, 45% nos imobilizados e
30% nos submetidos a suspensdo. Apesar do musculo estudado ter sido o
gastrocnémico, este estudo permite sugerir que nos primeiros 3 dias de desuso ja
existem alteragdes na massa muscular e que essas sao mais importantes no
décimo quarto dia de desuso. Porém, no presente trabalho foi observado uma
maior reducdo na massa muscular, bem como na area das fibras no musculo

séleo no periodo de 7 dias.
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Com relacdo a densidade de area do tecido conjuntivo intramuscular, a
literatura apresenta valores de 1 a 10% dependendo do musculo avaliado
(FOIDART et al., 1981; LAWSON e PURSLOW, 2001; JARVINEN et al., 2002;
TRAPPE et al., 2002). Neste estudo foi observado um valor de 8.82% de
densidade de area do tecido conjuntivo no musculo séleo do grupo controle, o que
demonstra estar dentro dos valores de referéncia citados, e considerando que o
material foi incluido em parafina.

A imobilizagdo durante 3 dias promoveu aumento significativo de 296%,
de 216% no sétimo dia, bem como de 161% no décimo quinto dia se comparados
ao grupo controle, mostrando que a imobilizagdo promoveu aumento da area
ocupada pelo tecido conjuntivo. Esses resultados estdo de acordo com a
literatura, ja que para Jozsa et al (1988) e Jbézsa et al. (1990), independente do
modelo de desuso muscular estudado (imobilizagdo, tenotomia ou denervagao), a
quantidade de tecido conjuntivo no endomisio e perimisio aumenta
significativamente, variando de 50% a 700%.

Nesse contexto, Williams e Goldspink (1984) observaram que em apenas
2 dias de imobilizacdo em posigcdo encurtada, o musculo soéleo apresentou
aumento na quantidade de tecido conjuntivo no perimisio. Ainda foi constatado
por microscopia eletrénica de varredura, que as fibras de colageno do perimisio
apresentavam um angulo de fixagdo mais agudo do que o observado nos
musculos normais, com consequente diminuicdo da elasticidade muscular e
aumento da tenséo passiva.

Além disso, alguns autores mostram alteragdes morfolégicas provocadas
pela imobilizagdo, demonstrando que o aumento da densidade de area do tecido

conjuntivo ocorre no endomisio e perimisio (JOZSA et al., 1988). Okita et al.
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(2004) observaram que em 2 semanas de desuso ocorreu aumento do tecido
conjuntivo, desarranjo das fibras de coldgeno no endomisio, redugdo do
comprimento dos sarcomeros, bem como da amplitude articular no musculo séleo
de ratos imobilizado em posi¢ao encurtada de tornozelo.

O tipo de fibra muscular parece influenciar as respostas do tecido
conjuntivo frente ao desuso. Jozsa et al. (1990), avaliaram o musculo séleo e
gastrocnémio de ratos apds 3 semanas e concluiram que ocorreu aumento do
tecido conjuntivo tanto na tenotomia quanto na imobilizacdo de forma mais
expressiva no musculo s6leo do que no gastrocnémio e na posigcao de
encurtamento do que no alongamento.

Akeson et al. (1987) relataram que o processo de imobilizagcéo resulta em
reducdo de componentes da matriz extracelular como de 40% no acido
hialurénico e de 30% na condroitina-4-sulfato e condroitina-6-sulfato, bem como
reducdo da massa de colageno na ordem de 10 % e aumento da renovagao
(“turnover”) do colageno, com degradacgao e sintese aceleradas. Outros autores
relatam que durante a imobilizacdo também ocorre aumento do “turnover” do
colageno (WILLIAMS e GOLDSPINK, 1984). Para Salonen et al. (1985), ha
aumento de fibronectina e do colageno tipo | e Ill no endomisio e perimisio em
musculo imobilizado.

De maneira geral, Andrews et al. (2005) resumem os efeitos da
imobilizagdo sobre o tecido conjuntivo como: redug¢do no conteudo de agua e de
GAG (glicosaminoglicanas), diminuigdo da matriz extracelular, associada com
diminuicdo na lubrificacdo entre as ligagdes cruzadas das fibras colagenas;
reducdo da massa do colageno, aumento do ritmo de renovagao (degradagao e

de sintese do colageno).
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Nesse sentido, Amiel et al. (1982) observaram alteragbes no metabolismo
de colageno nos tecidos conjuntivos densos imobilizados, decorrentes da falta de
forcas fisiolégicas atuando sobre eles, o que impede a formagao de ligacdes
cruzadas, dando origem a fibras imaturas, as quais séo responsaveis pela fibrose.
Além disso, com a imobilizagdo articular, a falta de movimento perpetua uma
orientacdo aleatdria das fibrilas colagenas recém-sintetizadas, facilitando o
surgimento de ligagdes cruzadas irregulares em regides estratégicas do padréo
trangado do colageno (AKESON et al., 1987).

Este estudo sugere a necessidade de futuro trabalho, abordando a
natureza desta matriz extracelular, com técnicas histoquimicas ou mesmo de
biologia molecular.

Os resultados aqui apresentados mostram que a éarea das fibras
musculares foi reduzida de forma significativa nos grupos imobilizados durante 3,
7 e 15 dias quando comparados ao grupo controle. Porém, foi observado aumento
da area das fibras do grupo imobilizado durante 15 dias, em relagdo ao grupo 7
dias. Esses resultados podem ser justificados, pelo fato do modelo da 6rtese de
resina acrilica utilizado, permitir que o animal realizasse descarga de peso no
membro posterior, o que pode ter influenciado na recuperagao da area das fibras,
bem como da massa muscular em relagdo ao grupo imobilizado durante 7 dias,
minimizando o quadro de hipotrofia muscular no décimo quinto dia de
imobilizagdo. Este fato sugere que este modelo ndo deva ser utilizado no periodo
de 15 dias de imobilizagao, visto que o animal pode-se adaptar a ele.

A mesma explicagao pode-se aplicar ao tecido conjuntivo, ja que o maior
valor de densidade foi observado no terceiro dia de imobilizagdo e o mesmo foi

reduzido de forma progressiva até o décimo quinto dia. Nesse sentido, como as
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proteinas da matriz extracelular estdo relacionadas com a atividade contratil do
musculo (WILLIAMS et al., 1988), quando o musculo séleo foi solicitado a
atividade devido a descarga de peso do membro posterior, possivelmente tenha
ocorrido  um melhor remodelamento dessas proteinas, com consequente
diminuicdo da area ocupada pelo tecido conjuntivo durante os 15 dias de
avaliacao.

O resultado dos musculos dos membros contralaterais mostrou reducao
significativa da area das fibras nos grupos CC3 e CC7, bem como aumento da
densidade do tecido conjuntivo nesses grupos. Diante da observacdo desses
resultados, optou-se por avaliar o comportamento dos animais por meio do “open
field”, j& que nao foi observado relato na literatura que contemplasse a reducéo da
area das fibras musculares e o aumento da densidade do tecido conjuntivo
desses grupos.

Desse modo, o deslocamento exploratorio observado em “open field” do
grupo controle, foi reduzido de forma gradativa até o 7° dia adaptando-se ao
ambiente, sendo que nesse periodo, os valores dos campos observados foram
similares ao grupo imobilizado. Por outro lado, o grupo imobilizado né&o
manifestou 0 mesmo comportamento, demonstrando que a limitagdo funcional
restringiu o desenvolvimento do carater exploratério.

Assim, no teste de comportamento representado pela atividade
locomotora espontanea em campo aberto, foi observado que a limitagao funcional
desencadeada pela imobilizagdo promovida pela ortese de resina acrilica
interferiu na atividade exploratoria caracteristica da espécie até o sexto dia de

imobilizagdo. Desse modo, sugere-se que 0 musculo séleo adaptou-se a condigao
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de hipocinesia, repercutindo na reducdo da area das fibras e aumento da
densidade de area do tecido conjuntivo nos grupos CC3 e CC7.

Ja no grupo CC15, os valores da densidade do tecido conjuntivo n&o
apresentaram diferenca significativa em relagdo ao grupo controle, pois a partir do
sétimo dia de imobilizagéo, a condi¢gdo de hipocinesia gerada pela 6rtese nao foi
observada, possibilitando que o musculo séleo se adaptasse frente a nova
condigdo, repercutindo na redugdo da proliferacdo do tecido conjuntivo até o
décimo quinto dia. Além disso, ocorreu aumento significativo dos valores da
massa muscular, bem como da area das fibras no grupo CC15 em relagdo ao
grupo controle, possivelmente devido a uma sobrecarga gerada na pata
contralateral devido aos 15 dias de imobilizacao.

Com relacdo a utilizacdo da estimulagdo elétrica neuromuscular, o
recurso promoveu aumento da area das fibras submetidas a imobilizagdo nos 3
periodos estudados. No entanto, ndo reverteu o quadro de atrofia, visto que os
valores foram menores do que o grupo controle. Resultado semelhante pode ser
observado com a densidade de area do tecido conjuntivo. Esses resultados
corroboram a afirmacao de Avramidis et al. (2003) que descreveram a importancia
da estimulacéo elétrica com objetivos de recuperar a forgca muscular, reduzir o
tempo de reabilitagdo e reduzir a atrofiar muscular decorrente da imobilizagcao.

A escolha dos parametros fisicos para a estimulagéo elétrica utilizados
nesse estudo se justifica pelo fato de trabalhos previamente realizados pelo grupo
de pesquisa em modelos de desuso muscular demonstrarem que foram eficazes
em reduzir os efeitos deletérios no sistema musculo-esqulético (SILVA et al.,
1999; POLACOW et al,, 2003; CANCELIERRO, 2004; FORTI et al., 2004;

GUIRRO et al., 2004; DIAS et al., 2005).
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Outros trabalhos demonstraram resultados semelhantes ao apresentado
em relagao a utilizacdo da estimulacao elétrica neuromuscular como intervencao
em modelos de desuso muscular. Qin et al. (1997) utilizaram estimulacéo elétrica
com frequéncia de 50Hz aplicada diariamente por 30 minutos, 5 vezes na semana
durante 3 semanas no musculo tibial anterior de coelhos mantidos em posigcéo
neutra de imobilizacdo, e relataram reducdo da atrofia muscular minimizando a
reducdo da area de seccao transversal, fibrose intersticial e deficiéncia de
suprimento sanguineo.

Estudo sobre os efeitos da estimulacao elétrica, (f:10Hz, T:3ms, pulsos
quadraticos bifasicos, On/Off de 2:2 segundos, 20 minutos) diariamente em
musculo séleo denervado por 15 dias mostrou redugédo da densidade de area do
tecido conjuntivo, e aumento na quantidade de granulos de glicogénio
(POLACOW et al., 2003).

Williams et al. (1988) utilizaram estimulacao elétrica neuromuscular com
frequéncia de 5 Hz continuamente durante 7 dias associada com a imobilizagao
articular em posi¢ao encurtada. No musculo séleo que foi somente imobilizado,
ocorreu redugdo no numero de sarcOmeros em série e aumento na quantidade de
tecido conjuntivo por unidade de area do musculo. Por outro lado, quando a
imobilizacdo foi combinada com a estimulacao elétrica, também ocorreu reducao
no numero de sarcOmeros em série, mas a quantidade de tecido conjuntivo
permaneceu inalterada, mostrando que o recurso foi eficaz em prevenir a
proliferagéo do tecido conjuntivo.

A estimulacéo elétrica neuromuscular (f:10Hz, 8h/dia) também mostrou-
se eficaz em reduzir a atrofia no musculo séleo de ratos em suspensao durante

21 dias. Os musculos submetidos ao desuso reduziram a sua massa em 56%, ja
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os submetidos ao recurso, a reducgao foi de 29%. Paralelamente, também ocorreu
reducdo da area de seccgao transversal e da fracdo de proteinas miofibrilares
(CANTON et al., 1995).

Mercier et al. (1999) demonstraram que a estimulacao elétrica é eficaz na
recuperacao da atrofia muscular induzida por suspensao em ratos durante 21 dias
nos musculos soéleo e extensor longo dos dedos. Para tanto, utilizaram
frequéncias de 50 Hz, com largura de fase de 0,2 ms, 40 minutos diariamente, 6
dias por semana durante 14 dias ap6s a imobilizacdo. Observaram recuperagao
total da massa muscular em todos os musculos avaliados apés a intervengéao.

O interesse de se verificar os efeitos da estimulagdo elétrica
neuromuscular tem levado a realizacdo de varios estudos, utilizando-se de
diferentes técnicas e parametros de aplicacdo da eletroestimulagcdo. Nesse
contexto, alguns resultados apresentados pela literatura no que se refere a
estimulacdo elétrica “in vivo” sao bastaste contraditérios. Diferentes técnicas
podem produzir resultados completamente diferentes, portanto, quando se discute
técnicas terapéuticas, deve-se observar os seguintes parametros: a forma do
pulso utilizado; a duragdo do pulso; o tipo de contragao utilizada para estimular o
musculo; a forga de contragéo induzida; o numero de contragdes produzidas por
periodo de tratamento; a duragdo de cada contracdo; o tempo de repouso entre
as contragdes; o numero de sessbes por dia e o numero de sessbes de
tratamento por semana.

Nesse sentido, Lieber (2002), aponta trés principais diferengas nos
protocolos de estimulagéo elétrica neuromuscular aplicados nos estudos em seres
humanos e animais, que certamente podem influenciar na disparidade dos

resultados apresentados na literatura. Primeiramente os estudos em animais
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geralmente sao realizados com eletrodos implantados e nos seres humanos sao
realizados com eletrodos transcutaneos. Outro fator importante sdo as doses
utilizadas, ja que em animais sdo até mil vezes maiores do que as utilizadas em
humanos, bem como o tipo de contragdo, pois nos estudos em humanos,
geralmente s&o utilizadas as contragbes isométricas e em animais, isotonicas.

Além disso, muitas pesquisas tém demonstrado falhas na descri¢do dos
parametros metodoldgicos utilizados na estimulacdo elétrica. Para Robison e
Snyder (2001), existem falhas nas descricbes dos métodos, de forma precisa;
muitos estudos nao registram completamente detalhes experimentais importantes,
tais como parametros de treinamento e caracteristicas fisicas da corrente. Porém,
nos ultimos anos tem ocorrido um maior controle de variaveis e uma maior
uniformidade dos métodos de pesquisa (GUIRRO e GUIRRO, 2002). Dessa
forma, torna-se extremamente importante a padronizagdo dos estudos que
envolvem a estimulagdo elétrica neuromuscular para possibilitar a
reprodutividade, bem como comparagdes entre os diversos trabalhos.

Consideracbes devem ser feitas em relagdo a escassez de trabalhos que
utiizam a estimulagdo elétrica neuromuscular em periodos agudos de
imobilizacdo. Nesse sentido, ha necessidade de um maior numero de estudos,
com analises diversificadas que contemplem esse periodo de imobilizagao.

Outro ponto merecedor de destaque foi a eficacia do recurso em
minimizar os efeitos deletérios do desuso muscular principalmente no periodo
agudo da imobilizacdo, sugerindo que a intervengdo seja iniciada o mais
precocemente possivel, principalmente em pacientes imobilizados por aparelho
gessado. Este recurso, aplicado precocemente pode minimizar os efeitos

deletérios a longo prazo, bem como reduzir o tempo de reabilitacao.



7. CONSIDERACOES FINAIS

A imobilizacdo do membro posterior em posigdo neutra do tornozelo

promovida pela 6rtese de resina acrilica:

Nao promoveu reducdo da massa do musculo séleo durante 3 dias. Por
outro lado, foi observado redugcdo da massa nos periodos de 7 e 15 dias de

imobilizagao.

Promoveu reducdo da area das fibras do musculo sdéleo, além de
aumento da densidade de area do tecido conjuntivo intramuscular durante 3, 7 e

15 dias.

Nao promoveu, durante 3 e 7 dias, alteragdes da massa muscular no
sbleo da pata contralateral. Porém, foi observado aumento da massa, bem como
da area das fibras do musculo séleo na pata contralateral no periodo de 15 dias

de imobilizagao.

Promoveu aumento da densidade de area do tecido conjuntivo
intramuscular, bem como redugado da area das fibras do musculo séleo na pata

contralateral nos periodos de 3 e 7 dias de imobilizagao.

A imobilizagdo induzida pela Oortese de resina acrilica promoveu

alteragdes morfométricas nos 3 periodos de avaliacdo. Porém, devido a descarga
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de peso no membro posterior gerada pelo modelo, os periodos de 3 e 7 dias de
imobilizacdo apresentaram alteragdes mais significativas, sugerindo que em

futuros, esses periodos sejam abordados.

O tratamento com a estimulacido elétrica neuromuscular minimizou a
reducdo da area das fibras musculares, bem como o aumento da densidade do
tecido conjuntivo em todos os grupos submetidos a imobilizagdo, sendo um
recurso importante na tentativa de manter a integridade das fibras musculares
durante o processo de desuso, com destaque para o periodo de 3 dias de

imobilizacao.

Como a imobilizagdo articular € uma condigdo frequente para o
Fisioterapeuta, os resultados apresentados nesse trabalho podem ter importancia
para a pratica clinica, tendo em vista que, embora este estudo tenha sido
realizado em condi¢gdes experimentais com animais, sugere a utilizagdo da
estimulacdo elétrica neuromuscular como intervengdo em pacientes imobilizados

no sentido minimizar alguns efeitos deletérios inerentes a essa condigao.
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9. APENDICE

Tabela 3. Valores de probabilidades (p) nivel critico para o teste de Tukey HSD

(Statistica® 6.1) para a variavel massa muscular.

Grupos P valor
CxI3 0.9595
CxI7 0.0001
CxI15 0.0036
13x17 0.0001
13x115 0.0030
17x115 0.0002
CxIEE3 0.9945
CxIEE7 0.0001
CxIEE15 0.0028
I3XIEE3 0.9387
I7XIEE7 0.9999

[15xIEE15 0.0008
IEE3XIEE7 0.0001
IEE3XIEE15 0.0020
IEE7XIEE15 0.0001

CxCC3 0.8735
CxCC7 1

CxCC15 0.0001
CC3xCC7 0.8735

CC3xCC15 0.0001
CC7xCC15 0.0001
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Tabela 4. Valores de probabilidades (p) nivel critico para o teste de Tukey HSD

(Statistica® 6.1) para a area das fibras do musculo séleo.

Grupos P valor
CxI3 0.000007
CxI7 0.000007
CxI15 0.000007
13x17 0.000007
13x115 0.000007
17x115 0.000007
CxIEE3 0.000025
CxIEE7 0.000025
CxIEE15 0.000025
I3XIEE3 0.000025
I7XIEE7 0.000025
[15XIEE15 0.000025
IEE3XIEE7 0.000025
IEE3XIEE15 0.000025
IEE7XIEE15 0.000025
CxCC3 0.000007
CxCC7 0.000007
CxCC15 0.000007
CC3xCC7 0.826274
CC3xCC15 0.000007
CC7xCC15 0.000007
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Tabela 5. Valores de probabilidades (p) nivel critico para o teste de Tukey HSD

(Statistica® 6.1.) para a variavel densidade de area do tecido conjuntivo.

Grupos P valor
CxI3 0.000007
CxI7 0.000007
CxI15 0.000007
13xI7 0.000007
13x115 0.000007
[7x115 0.000009
CxIEE3 0.000025
CxIEE7 0.000025
CxIEE15 0.000025
I3XIEE3 0.000025
I7XIEE7 0.000025
[15xIEE15 0.000025
IEE3XIEE7 0.535772
IEE3XIEE15 0.435107
IEE7XIEE15 0.435107
CxCC3 0.000007
CxCC7 0.000007
CxCC15 0.508639
CC3xCC7 0.615361
CC3xCC15 0.000007
CC7xCC15 0.000007
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Tabela 6. Valores de probabilidades (p) nivel critico para o teste “t” de student

(Statistica® 6.1) para a variavel movimentagao exploratoria.

Grupos P valor
Cxl 1°dia  0.0067
Cxl 2°dia 0.0334
Cxl 3°dia 0.0215
Cxl4°dia 0.0125
Cxl 5°dia  0.0300
Cxl6°dia 0.0250
Cxl 7°dia  0.8651




