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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar a acdo do clembuterol (Cle, 10ug/Kg peso, via
subcutanea) e da estimulacdo elétrica neuromuscular (EE, f=10Hz, T=0,4ms, i=5mA,
20 minutos, diariamente) no muasculo esquelético de membro posterior imobilizado.
Ratos machos Wistar foram divididos em 10 grupos (n=6), sendo inicialmente realizado
um experimento piloto entre quatro grupos (controle (C), imobilizado (1) 3 dias, | 7 dias
e | 15 dias) para escolher o grupo que apresentasse 0 maior comprometimento
metabolico e da massa muscular decorrente da imobilizacdo, sendo escolhido o
periodo de 7 dias. ApOs essa observagdo os tratamentos foram aplicados durante 7
dias nos grupos: C tratado com Cle (C+Cle), C tratado com EE (C+EE), | tratado com
Cle (1+Cle), | tratado com EE (I+EE), C tratado com a associacao Cle e EE (C+A) e |
tratado com a associacédo Cle e EE (I+A). As avaliacdes direcionadas ao grupo C+Cle
estdo representadas pela frequéncia cardiaca, acidos graxos livres, glicogénio
hepético, fragilidade osmdtica, perfil hematolégico e bioquimico, objetivando a
viabilidade do tratamento, além de outras como o teste de tolerancia a glicose, teste de
tolerancia a insulina, analise de proteinas totais, indice de hidratacao, ingesta alimentar
e peso corporal. Outros testes também foram aplicados no grupo |, representado pela
captacdo de 2-deoxiglicose, proteinas totais, indice de hidratacao, teste de tolerancia a
insulina e dosagem de &cido ascorbico. A andlise das reservas de glicogénio (RG)
muscular do séleo (S), gastrocnémio branco (GB) e vermelho (GV), tibial anterior (TA),
extensor longo dos dedos (ELD) e a avaliagdo do peso do S e ELD foram realizadas
em todos os grupos. A andlise estatistica constou-se da ANOVA e teste t (p<0,05). O
grupo | apresentou reducao significativa (p<0,05) nas RG (31,6% S, 56,6% GB, 39%
GV, 41,7% ELD, 45,2% TA) e no peso muscular (34% S, 27% ELD), por outro lado, Cle
promoveu aumento significativo (p<0,05) nas RG de todos os musculos do grupo C
(81,6% S, 58,7% GB, 65,8% GV, 77,8% ELD, 61,3% TA) e nos musculos S (92,3%),
GB (150%) e GV (48%) do grupo I, além de promover aumento significativo (p<0,05) no
peso muscular (C: 21,4% S, 35,2% ELD; I. 15,7% S, 27,5% ELD). A EE também
promoveu aumento significativo (p<0,05) nas RG dos musculos S (42,1%), GB (41,3%)
e TA (74,2%) do grupo C e no S (34,6%), GB (45%), GV (44%) e ELD (42,8%) do
grupo |, apesar de néo interferir no peso. Quanto aos grupos associados, as RG foram
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elevadas significativamente (p<0,05) tanto no grupo C (147,4% S, 193,5% GB, 124,4%
GV, 175% ELD, 203,2% TA) quanto no | (223,1% S, 250% GB, 200% GV, 171,4% ELD,
211,8% TA). Nesses grupos o aumento do peso foi significativo (p<0,05) no ELD
(26,2%) do C e em ambos os musculos (25,5% S, 51,3% ELD) do grupo I. Conclui-se
gue o perfil energético e a massa muscular foram melhores na presenca simultanea do

Cle e da EE durante o periodo de imobilizacdo do membro.
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ABSTRACT

The objective of the work was to evaluate the clenbuterol (Cle, 10g/Kg weight,
subcutaneously) and the neuromuscular electrical stimulation (ES, f=10Hz, T=0,4ms,
I=5mA, 20 minutes, daily) action in skeletal muscle of immobilized hindlimb. Male rats
Wistar were divided in 10 groups (n=6) and firstly a pilot experiment was accomplished
among four groups (control (C), immobilized (1), | 3 days and | 15 days) to choose the
group to present the largest muscular metabolism and mass compromising due to the
immobilization, and the period chosen was of 7 days. After this observation the
treatments were applied for 7 days in the groups: C treated with Cle (C+Cle), C treated
with ES (C+ES), | treated with Cle (I1+Cle), | treated with ES (I+ES), C treated with the
association Cle and ES (C+A), | treated with the association Cle and ES (1+A). The
evaluations addressed to the C+Cle group are represented like this: cardiac frequency,
free fatty acid, liver glycogen, osmotic fragility, hematological and biochemical profile,
aiming the viability of the treatment, besides other as the glucose tolerance test, insulin
tolerance test, total protein analysis, hydration index, food consume and body weight.
Other tests were also applied in the | group acted by the 2-deoxyglucose uptake, total
proteins, hydration index, insulin tolerance test and ascorbic acid dosage. The glycogen
reserves (GR) analysis (RG) of soleus (S), white gastrocnemius (WG), red
gastrocnemius (RG), tibialis anterior (TA), extensor digitorum longus (EDL) muscles and
the S and EDL weight evaluation were realized in all of the groups. The statistic analysis
was realized by ANOVA and t test (p<0,05). The I group presented significant decrease
(p<0,05) in GR (31,6% S, 56,6% WG, 39% RG, 41,7% EDL, 45,2% TA) and in muscular
weight (34% S, 27% EDL), on the other hand, the Cle promoted significant increase
(p<0,05) in GR of all the muscles of C group (81,6% S, 58,7% GB, 65,8% GV, 77,8%
EDL, 61,3% TA) and in S (92,3%), WG (150%) and RG (48%) muscles of | group,
besides to promote significant increase in muscular weight (C: 21,4% S, 35,2% EDL; I:
15,7% S, 27,5% EDL). The ES also promoted significant increase (p<0,05) in GR of S
(42,1%), WG (41,3%) and TA (74,2%) muscles of C group and in S (34,6%), WG (45%),
RG (44%) and EDL (42,8%) muscles of | group, in spite of not interfering in the weight.
With relation the associated groups, the GR were elevated significantly (p<0,05) as
much in C group (147,4% S, 193,5% WG, 124,4% RG, 175% EDL, 203,2% TA) as in
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the | (223,1% S, 250% WG, 200% RG, 171,4% EDL, 211,8% TA). In these groups, the
weight increase was significant (p<0,05) in EDL (26,2%) of C group and in both muscles
(25,5% S, 51,3% EDL) of | group. This work ends that the muscular energetic profile
and the mass were better in the simultaneous presence of Cle and ES during the limb
immobilization period.
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1. INTRODUCAO

A imobilidade é uma condicdo frequente na pratica clinica fisioterapéutica
gue pode ocorrer devido a diversas situagdes como rupturas ligamentares, fraturas
osseas, lesdes musculares e medulares, patologias degenerativas articulares e
musculares, inflamacdes, cirurgias, entre outras, nas quais o individuo pode ter
uma restricdo de um segmento corporal até a permanéncia de periodos longos no
leito.

O desuso muscular pode trazer varias consequéncias ndo somente a
musculatura esquelética, mas também a cartilagem, ossos, ligamentos e tenddes
devido a diminuicdo de estimulos a essas estruturas. Dentre as diferentes
alteragbes musculares a mais abordada na literatura € a atrofia muscular, a qual
merece uma especial atencdo no que tange a reabilitacao.

Particularizando, a imobilizacdo de membro, que tem como consequéncia a
atrofia muscular, necessita de procedimentos de reabilitacdo durante um longo
periodo, locus de acdo da fisioterapia. Porém, muitas vezes, o tempo de
imobilizacdo é muito extenso, o que pode levar a uma atrofia mais relevante.

Este fato levou a direcionar o trabalho a avaliacdo da musculatura
esquelética durante o periodo de imobilizacdo do membro, tendo como enfoque o
perfil metabdlico muscular. Como em trabalhos anteriores o grupo direcionava o0s
estudos na condicdo de desnervacdo, na qual havia o comprometimento
metabolico e tecidual muscular, e aplicava protocolos de tratamento com o
objetivo de minimizar a perda de peso muscular e 0 comprometimento energético,
isto poderia ser aplicado na condicdo de imobilizacdo de membro, que também se
caracteriza por um modelo de resisténcia a insulina.

Assim, o direcionamento foi caracterizar o desuso muscular no modelo
animal e a partir deste escolher e aplicar dois tratamentos. Um deles foi a
estimulacdo elétrica neuromuscular, recurso fisioterapéutico, a qual era utilizada
pelo grupo na musculatura desnervada, pelo fato desta promover a contragéo
muscular. E o outro foi um farmaco, pelo fato do grupo ja estudar a associa¢céao do

recurso fisioterapéutico com substancias, como farmacos e suplementacdes,
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como aminoéacidos, sendo que o escolhido para esse trabalho foi o clembuterol,
utilizado na medicina esportiva, pelo seu efeito anabdlico.

Na literatura ha diversos trabalhos relacionados a modelos de desuso
muscular, que podem ser caracterizados por desnervagao, tenotomia, suspensao
de membro e imobilizacdo de um dos membros de animais. Um modelo bastante
utilizado é a suspensédo de membro com o objetivo da microgravidade e outro é a
imobiliza¢éo por auxilio de ortese.

Esses modelos de desuso muscular se diferem quanto ao periodo e a
posicao articular. Com relacdo a articulagdo do tornozelo, bastante estudada, ela
pode se encontrar em flexdo plantar ou em dorsiflexdo para que os musculos
sejam analisados em posi¢cdes de encurtamento e alongamento, além de outros
trabalhos que mantém a articulagdo em posi¢cdo neutra. Porém, em estudos que
mantém a posicdo neutra, ha concomitante imobilizagcdo das articulagbes do
quadril e joelho. Esse fato foi sugestivo para se confeccionar uma oOrtese que
mantivesse a articulacdo do tornozelo em posicdo neutra, porém com as demais
articulacdes livres, para que assim tornasse mais proxima da realidade, além de
ser funcional ao animal.

Destaca-se ainda que o objetivo foi aplicar os tratamentos durante o
periodo de imobilizacdo do membro, no qual ndo é comum a atuacdo

fisioterapéutica.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. IMOBILIZACAO

A homeostasia celular esta diretamente relacionada com a capacidade de
adaptacdo a novas condi¢des, uma vez que, as modificacdes anatomo-funcionais
dependem de um constante redirecionando do fluxo de energia de acordo com a
disponibilidade de substratos metabolizdveis. Neste contexto, a plasticidade
metabolica das fibras musculares permite ajustes constantes e sequenciais
buscando adaptar-se a triade atividade/demanda/disponibilidade de substratos.

A homeostasia metabdlica das fibras musculares pode ser comprometida
por diferentes fatores, como, por exemplo, na imobilizacdo (KANNUS et
al.,1998a), que € uma condicdo frequente na pratica clinica da fisioterapia. Neste
sentido, sabe-se que a atrofia muscular induzida por desuso ocorre em associagao
com desordens ortopédicas como na osteoartrite crénica ou frente a imobilizacéao
no tratamento de fraturas, de rupturas ligamentares, lesdo medular, tratamento
com glicocorticoides ou ainda em situa¢cdes de manutencdo por longos periodos
no leito por razdes médicas ou cirargicas (REARDON, et al., 2001).

Apesar de ser benéfica a lesdo musculoesquelética, a imobilizacao
apresenta efeitos colaterais como atrofia da célula muscular, fibrose intramuscular,
perda de extensibilidade muscular e limitagcdo de movimento articular (WILLIAMS,
1988; KANNUS et al., 1998a). Diversos estudos demonstraram que concomitante
a atrofia muscular, ocorrem grandes modificacdes na homeostasia do musculo
esquelético, comprometendo a sintese de proteinas miofibrilares ou nao fibrilares,
afetando a dindmica contratil bem como a efetividade das vias metabdlicas.

A plasticidade das fibras musculares esqueléticas permite que estas sejam
capazes de se adaptar deflagrando mudancas na tipagem de fibras ou tamanho.
Multiplos estimulos podem promover estas mudancgas, merecendo destaque a
desnervacdo, imobilizacdo, inatividade prolongada, alteragcbes hormonais,
nutricdo, estimulacédo elétrica entre outros (SALVINI, 2000). Mesmo frente a uma

diversidade de observacdes contidas na literatura, Matthews & St. Pierre (1996)
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ressaltaram que tanto a atrofia muscular quanto a reducdo da forca ocasionada
pela imobilizac&do ou ato cirdrgico nem sempre volta ao normal mesmo frente a um
extensivo processo de reabilitacéo.

Segundo Diaz-Herrera et al. (2001) a atrofia induzida por imobilizacao inclui
alteracOes bioquimicas e morfofuncionais das fibras tipo | e Il. Essas alteracdes
podem indicar mudancas na area de secc¢ao transversa bem como na composicao
do tipo de fibra (KANNUS et al., 19984, b).

N&o somente o tipo de fibra muscular interfere no grau de atrofia, mas
também a posicao articular, sendo que dependendo do tipo de imobilizacdo o
musculo pode se encontrar encurtado ou alongado, estimulando a diminuicdo ou
aumento do namero de sarcébmeros em série (WILLIAMS & GOLDSPINK, 1978;
APPELL, 1986). Os estudos se diferenciam em relacéo a posicéo articular, sendo
que alguns mantém a posi¢ao neutra do tornozelo (PLOUG et al., 1995), outros a
dorsiflexdo (SEKI et al., 2001) e outros a flexado plantar (SAKAKIMA et al., 2004).

Outro aspecto observado em pacientes inativos fisicamente ou imobilizados
€ a presenca da resisténcia a insulina, porém ainda ndo esté claro como o desuso
muscular cronico ou a imobilizagéo alteram a sinalizagdo de insulina, embora
sejam situacbes conhecidas em diminuir a captacado de glicose estimulada pela
insulina (HIROSE et al., 2000). H4 uma diminui¢cdo dos transportadores GLUT4
pelo desenvolvimento da resisténcia ao transporte de glicose estimulado pela
insulina (HENRIKSEN et al., 1991).

Varios modelos experimentais sdo propostos no intuito de identificar os
eventos desencadeados pelo desuso muscular e deflagracdo dos processos
precursores da atrofia, merecendo destaque, a desnervagdo neuromuscular, a
suspensao dos membros posteriores do animal ou ainda a imobilizag&o unilateral
de membros por orteses (DESPLANCHES et al., 1990; REARDON et al., 2001).

Héa concordéancia entre os estudos de que a perda muscular com auséncia
de descarga de peso e outros modelos de desuso € um produto de atrofia das
fiboras musculares esqueléticas e aumento da degradacao protéica (BOOTH &

CRISWELL, 1997). Porém, os mecanismos desencadeadores celulares e
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moleculares que levam a essa perda ainda ndo sdo bem entendidos (LAWLER et
al., 2003).

2.2. ESTIMULACAO ELETRICA NEUROMUSCULAR

Tem sido demonstrado que o aumento na atividade contratil induzida pelo
exercicio fisico favorece a captacdo de glicose pelas fibras musculares, cujo
mecanismo é explicado pela translocacao de transportadores GLUT4 insensiveis a
insulina de reservatorios citosolicos para a membrana, aumentando com isso a
captacdo de glicose (GOODYEAR et al., 1992). Convém salientar que a
associagdo da insulina com a atividade contratil promove um aumento adicional no
namero de transportadores de glicose, sendo que esse efeito é mais pronunciado
nos musculos ricos em fibras oxidativas do que nos musculos compostos apenas
de fibras glicoliticas (MEGENEY et al.,, 1992). H4 evidéncias de que ha dois
espacos intracelulares distintos de transportadores de glicose no musculo
esquelético, um responde pelo exercicio e outro pela insulina (FRANCH et al.,
1999). O exercicio induz uma melhora na sensibilidade do musculo para a
insulina, sendo que seus efeitos podem durar por varias horas apés o final do
exercicio (GOODYEAR & KAHN, 1998).

Como a contragdo e a insulina estimulam o transporte de glicose por
mecanismos distintos, a via de sinalizacdo para contracdo que estimula o
transporte de glicose e sintese de glicogénio tem provocado grande interesse
porque a contracdo muscular pode estimular o transporte de glicose e a
translocacdo de GLUT4 igualmente nos musculos resistentes a insulina
(RICHARDSON et al., 1991).

Porém, muitos pacientes ndo podem se beneficiar com o exercicio fisico,
por alguma debilidade fisica ou por permanéncia longa no leito ou periodo longo
de imobilizacdo do membro. Neste periodo um recurso fisioterapéutico que pode
substituir a atividade contratil voluntaria, trazendo beneficios ao paciente, é a
estimulacdo elétrica neuromuscular, pelo fato desta promover a contracéo

muscular prevenindo ou retardando os efeitos deletérios do desuso.
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Segundo Vanderthommen & Crielaard (2001) a estimulacdo elétrica
neuromuscular é frequentemente usada para fortalecer o musculo normal, mas na
area médica varios pesquisadores tém ressaltado o seu valor para tratar atrofia
decorrente da imobilizagdo. Sua eficacia durante a reabilitacdo do musculo
quadriceps, seguida de cirurgia do ligamento cruzado anterior, tem sido bastante
documentada.

Segundo Mercier et al. (1999) a estimulacdo elétrica tem potencial para
limitar a degeneracdo muscular em situacdes onde também é dificil ou impossivel
os humanos se exercitarem, ndo somente em patologias, mas também no
ambiente espacial, onde poderia ser uma vantagem usar a estimulacao elétrica,
devido o tamanho dos veiculos espaciais. Segundo Canon et al. (1995) o uso da
estimulacdo elétrica como "mantenedor de medidas" contra degeneracdo
muscular induzida por perda de peso, poderia ser efetiva, mas dependeria do
padrédo de estimulacao elétrica escolhido.

A estimulacdo elétrica neuromuscular crénica de baixa frequéncia pode
causar alteracdes na contratilidade e propriedades metabdlicas tanto em musculos
de contracdo rapida como em musculos de contracdo lenta. Dentre as mudancas
metabolicas que s&o observadas pode-se citar o aumento das enzimas

responsaveis pela fosforilacdo e oxidacdo da glicose (WALTERS et al., 1991).

2.3. CLEMBUTEROL

Dentre os sistemas de controle que participam na manutencdo das
condicbes homeostaticas destaca-se a intensa e precisa atividade do sistema
nervoso que utiliza sinalizadores quimicos (neurotransmissores) enquanto
desencadeadores de reacdes em cascata modulando a atividade dos sistemas.

Dentre os mediadores do sistema nervoso destaca-se a noradrenalina e
adrenalina liberada pelas fibras simpaticas pds-ganglionares e medula adrenal,
que iniciam suas ac¢bes por interacdo com receptores de membrana especificos
denominados adrenoceptores (DOCHERTY, 1998; KABLE et al., 2000).
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A mediacdo das acdes fisiologicas das catecolaminas é realizada pelos
adrenoceptores, 0s quais podem ser encontrados em 5 subtipos, sendo ag, o2, Pi,
B2 e Bs. Os receptores diferem entre si quanto a sequiéncia de aminoéacidos de sua
estrutura protéica, a afinidade a agonistas e antagonistas adrenérgicos e ao
sistema de segundo mensageiro a que estdo acoplados (BYLUND et al., 1994;
BRODDE & MICHEL, 1999; SIRVIO & MacDONALD, 1999).

Mesmo frente a natureza glicoprotéica comum e atuacdo por meio do
mesmo sistema de segundo mensageiro, o subtipo dos receptores 3 adrenérgicos,
apresentam especificidades estruturais e funcionais relacionadas ao tipo de tecido
onde sdo expressos bem como do estado funcional do organismo. A ativacdo dos
receptores B adrenérgicos pelas catecolaminas promove acoplamento a uma
proteina Gs (estimulatéria) e ativacao da adenilil ciclase, promovendo aumento na
concentracéo intracelular de AMPc (adenosina monofosfato ciclico) e subsequente
ativacdo das proteinas quinase A. Estudos in vivo mostraram que o0s
adrenoceptores 1 e B2 estdo envolvidos nos efeitos cronotrépicos e inotrépicos
positivos no coracdo humano e de animais de laboratério (BRODDE & MICHEL,
1999; LOWE et al., 1999; SIRVIO & MacDONALD, 1999; KABLE et al, 2000).

Os adrenoceptores B, estdo presentes também nas membranas celulares
dos musculos esqueléticos, comandando o crescimento celular em resposta a
circulacao das catecolaminas (CUNNINGHAM, 1963). A ativacéo pelos agonistas
modifica o metabolismo protéico, resultando em hipertrofia muscular (CHOO et al.,
1992).

Guarner & Alvarez-Byulla (1989) verificaram que o0s eritrOcitos captam
glicose dependendo da concentracéo de glicose no meio a que estdo expostos, in
vivo e in vitro, ocorrendo incorporacdo de glicose aos reservatérios de glicogénio
durante a elevacao da glicemia e reducao nas reservas quando diminui a glicemia.
Nessas células também ja foi constatado a presenca dos receptores 3, indicando
que a adrenalina pode mobilizar as reservas de glicogénio da mesma maneira que
o faz nos hepatdcitos, sendo que esse efeito se manifesta também durante a

hiperglicemia, isto faz que os eritrdcitos participem dos ajustes glicémicos rapidos,
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finos e locais dando um suprimento energético inicial enquanto se processa a
glicogendlise hepatica (SMUROVA, 1994).

Os agonistas ligantes a adrenoceptores do tipo B s&o extremamente
importantes enquanto recurso que pode contrapor a atrofia por desuso devido sua
seguranca e propriedades anabdlicas que exerce. Cabe ressaltar que as vias
sinalizadoras bem como os mecanismos pelos quais o agente 3 adrenérgico induz
anabolismo ainda ndo séo totalmente conhecidos (DEUTSCH et al., 2003).

O Clembuterol é um agonista adrenoceptor B, que € utlizado como
broncodilatador no tratamento de doencas pulmonares em humanos e também
nas espécies pecuarias, embora nestas, seu objetivo seja também promover efeito
anabolico muscular, além de sua acao lipolitica.

O clembuterol € um de uma série dos agonistas p-adrenérgicos que
promove o anabolismo muscular de forma eficaz em ambos muasculos normal e
lesado (COSTELLI et al., 1995). O aumento protéico induzido pela substancia tem
sido mostrado como resultado de um aumento inicial na sintese protéica e uma
subsequente diminuicdo na degradacédo (MALTIN et al., 1992b). O mecanismo que
envolve o estimulo do clembuterol no aumento da sintese protéica ainda é
desconhecido (SNEDDON et al., 2001).

No estudo de Fitton et al. (2001) foi demonstrado que o Clembuterol tem um
efeito protetor no musculo desnervado antes da sua reinervacao, reduzindo a
perda de proteinas e a atrofia das fibras musculares e, em parte, preservando a
performance contratil.

Em ratos, doses terapéuticas (10ug/Kg peso) de clembuterol bloqueiam
parcialmente a atrofia muscular associada com a desnervagao sem demonstrar
efeitos nos muasculos inervados (MALTIN et al., 1992a).

Como o coragdo possui uma pequena proporcado de adrenoceptores f,,
pode ocorrer hipertrofia cardiaca. Porém, Fitton et al. (2001) utilizando baixa dose
de Clembuterol (10ug/Kg peso, por via oral pela sonda orogastrica) nao
verificaram efeitos anabdlicos no corag¢do, contrastando com estudos que
utilizaram altas doses (mg/Kg peso), onde observaram efeitos hipertroficos neste
orgado (MALTIN et al., 1992a).
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N&do somente a dose interfere na resposta, mas também o periodo do
tratamento. Segundo Von Deutsh et al. (2000, 2002) o Clembuterol pode ser
administrado pela via subcutanea, sendo que o periodo de 5 a 7 dias é
considerado periodo agudo. Uma outra possibilidade de administracdo é a cada 2
dias, para que seja minimizado a down-regulation dos adrenoceptores.

O clembuterol vem sendo utilizado em situacfes da prética clinica médica,
destacando a area neuroldgica, ortopédica e geriatrica, com objetivo de prevenir
ou retardar atrofia muscular decorrente da diminuicdo do uso muscular. Dentre as
situacOes ja avaliadas, destacam os pacientes acamados por longo periodo e que
ndo toleram exercicios em curto prazo, a imobilizacdo de membros, as distrofias
musculares, a desnervacdo, o0s periodos pos-cirirgicos e as reabilitacdes
ortopédicas (MALTIN et al., 1993; HERRERA et al., 2001; FITTON et al., 2001).

Segundo Ferry et al. (1999) o mecanismo de agao do clembuterol envolve a
ativacdo da enzima adenilciclase resultando em uma elevada concentracéo
citoplasmatica de AMPc. O AMPc, atuando como sinalizador que deflagra uma
cascata de eventos celulares, leva a ativacdo das vias que coordenam o
anabolismo, aumentando a sintese protéica e o tamanho da célula, porém, ainda
ndo se conhece o mecanismo celular especifico para este fato (HERRERA et al.,
2001).

A proposta em tela foi construida a partir da constatacdo, na literatura, que
h& uma aplicagdo do farmaco clembuterol na clinica médica, enquanto ferramenta
de auxilio no tratamento de doencas neuromusculares. Por outro lado, pouco se
conhece sobre sua aplicacdo enquanto coadjuvante na acdo de profissionais
ligados a reabilitacdo, emergindo a proposta de avaliacdo/aplicabilidade na
fisioterapia.
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3. OBJETIVO

Sendo a imobilizacdo uma condigdo clinica frequente na pratica

fisioterapéutica e sabendo que ela desencadeia 0 processo de atrofia muscular,

prejudicando a atividade contratil e a homeostasia metabdlica, a proposta deste

trabalho foi:

1) Avaliar trés periodos (3, 7 e 15 dias) de imobilizacdo do membro posterior, e

2)

3)

4)

escolher o periodo de maior comprometimento metabdlico e tecidual, para a
sequente aplicacao dos tratamentos.
Determinar o perfil bioquimico plasmatico de ratos tratados com
clembuterol;
Avaliar o comportamento quimio-metabdlico de mdsculos normais e
submetidos a condicdo de imobilizacdo tratados com clembuterol ou
estimulacao elétrica neuromuscular;

Avaliar o] efeito da associacao estimulacao elétrica
neuromuscular/clembuterol sobre o comportamento quimio-metabdlico de

musculos normais e submetidos a condicao de imobilizag&o.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS

Ratos, albinos, Wistar com idade variando de 3 a 4 meses fornecidos pelo
Biotério da UNIMEP, foram alimentados com racéo (Purina para roedores) e agua
ad libitum sendo submetidos a ciclo fotoperiédico de 12 h claro e 12 h escuro, sob
temperatura controlada (23°C+2).

4.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos em 10 grupos, conforme mostra a tabela 1.

Tabela 1. Grupos experimentais (n=6):

Grupos

. Controle

. Imobilizado 3 dias

. Imobilizado 7 dias

. imobilizado 15 dias

. Controle + Clembuterol 7 dias

. Imobilizado + Clembuterol 7 dias

. Controle + Estimulacéo Elétrica Neuromuscular 7 dias

. Imobilizado + Estimulacéo Elétrica Neuromuscular 7 dias

© 0 N O O A WO N P

. Controle + Clembuterol + Estimulacdo Elétrica Neuromuscular 7 dias

10. Imobilizado + Clembuterol + Estimulacao Elétrica Neuromuscular 7 dias

4.3. PROCEDIMENTOS
4.3.1. TRATAMENTO COM CLEMBUTEROL
O clembuterol foi administrado pela via subcutanea na concentracdo de

10ug/Kg de peso corporal (FITTON et al. 2001) diariamente durante 7 dias, no

periodo matutino.
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4.3.2. TECNICA DA CONFECCAO DA ORTESE

1° fase: Moldagem

Os ratos foram anestesiados com pentobarbital sédico (40 mg/Kg de peso)
e a perna esquerda tricotomizada. A seguir, a perna foi flexionada unindo-se com
barbante a ponta do pé a tibia. Para a moldagem foi utilizado alginato de potassio,
0 qual quando manipulado com &gua apresenta uma geleificacdo eficiente para
recobrir e retirar a impressdo do membro posicionado. A seguir, foi aguardado a
geleificacdo final obedecendo ao ponto de gel a partir do desenvolvimento de

propriedades elasticas.

2° fase: Modelagem

ApoOs a geleificagdo, uma inciséo foi feita lateralmente e a perna retirada. As
partes que foram expulsivamente deformadas pela retirada da pata foram
envolvidas com fita crepe unindo-as preparando para a modelagem. Gesso pedra
foi espatulado e vertido no interior do molde sob agitacdo constante para reduzir
as bolhas. A presa final foi determinada pela reducédo da fragilidade ao toque na

superficie superior do modelo.

3° fase: Desgaste do Modelo
O modelo de gesso foi separado do alginato tendo as partes excedentes

raspadas e lixadas.

4° fase: Expulsividade
Como auxilio de lamparina e espatula, cera n® 7 foi colocada nos pontos de

retencao criando zonas de expulsividade.

5¢ fase: Aplicacao daresina acrilica
O modelo de gesso foi mergulhado em isolante “SELLAC” para criar uma

pelicula isolante e apds a secagem, o polimero (p6) de metacrilato de etila foi



35

misturado ao monémero (liquido) em recipiente de vidro sob isolamento. A mistura
passou pelas seguintes fases: arenosa, pegajosa, plastica e borrachoide.

Na fase pegajosa, a resina foi transferida do recipiente para a superficie do
modelo de gesso, acomodada sob o modelo, esculpida e ajustada com a mao e

com Lecron pequeno.

6° fase: Acrilizacéo
Como a resina acrilica aplicada sob o modelo é do tipo quimicamente

ativada, a presa final foi determinada pela reacéo exotérmica.

7° fase: Expulsédo
Apés a acrilizagdo, a protese foi polida com pedra e borracha e cortada
lateralmente com disco de carboril. Angulos internos de retencéo foram atenuados

com broca n® 5 e pedra de polimento.

4.3.3. IMOBILIZACAO

Os ratos foram anestesiados e a pata posterior esquerda imobilizada com a
ortese de resina acrilica, a qual manteve em posi¢édo neutra (90°) a articulagdo do
tornozelo, deixando as articulagdes do joelho e quadril livres (figuras 1 e 2).

O modelo de resina foi adaptado no membro posterior dos ratos, associado
a uma cinta de PVC por dois rotadores laterais, 0s quais permitiram a sua
movimentacdo (figura 2 e 3). O conjunto, com aproximadamente 22 gramas de
peso, nao interferiu na deambulacdo do animal, havendo descarga de peso no
membro imobilizado, sendo uma movimentacdo do membro em bloco, com

movimentacao antero-posterior e lateral quadril (figura 4).
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Figura 1. Vista lateral (A) e anterior (B) da Ortese 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 articulag&o do tornozelo.
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Figura 3. Vista superior do animal com a 6rtese adaptada no membro posterior esquerdo.

Figura 4. Ortese adaptada no membro posterior do animal, sem interferir na deambulagéo,
permitindo a descarga de peso no membro imobilizado.

4.3.4. ESTIMULACAO ELETRICA NEUROMUSCULAR

Os animais foram anestesiados e 0 membro posterior esquerdo
tricotomizado para garantir uma maior efetividade da estimulagdo e do
posicionamento dos eletrodos. Os musculos séleo e gastrocnémio dos grupos que
receberam estimulacdo elétrica neuromuscular foram submetidos a sessao diaria

de 20 minutos, por um periodo de 7 dias, iniciado 24 horas apos a imobilizacéo,
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sendo que um eletrodo foi colocado na regido inguinal e o outro no musculo
triceps sural (figura 5), ressaltando que no membro imobilizado este segundo
eletrodo foi acoplado dentro da ortese (figura 6). A frequéncia estabelecida foi de
10Hz, devido a énfase ser dada ao musculo séleo, constituido principalmente por
fibras do tipo | (contracdo lenta) e a largura de fase de 0.4 ms. A intensidade da
corrente foi padronizada em 5.0 mA, a partir da visualizacdo da contracdo
muscular, sendo que a cada 5 minutos foi aplicado um acréscimo de 1.0 mA a
corrente para nao haver acomodagao.

O equipamento utilizado para a estimulacdo elétrica neuromuscular foi o
Dualpex 961 (figura 7), além de dois eletrodos de silicone-carbono com 1 cm?

cada e gel de acoplamento.

Figura 5. Posicionamento dos eletrodos para a aplicagdo da estimulacdo elétrica
neuromuscular no membro posterior do grupo controle, sendo um eletrodo
na regido inguinal (eletrodo 1) e outro na porcdo posterior da perna
(eletrodo 2).



Figura 6. Posicionamento dos eletrodos para a aplicagdo da estimulacdo elétrica
neuromuscular no membro posterior imobilizado, sendo um eletrodo na
regido inguinal (eletrodo 1) e outro na por¢éo posterior da perna, acoplado

dentro da ortese (eletrodo 2).

Figura 7. Equipamento Dualpex 961 (Quark®) utilizado para a realizag&o

da estimulacgédo elétrica neuromuscular.
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4.4. AMOSTRAGEM DO TECIDO MUSCULAR E HEPATICO

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e 0os musculos
séleo, porcdo branca do gastrocnémio, porcdo vermelha do gastrocnémio, tibial
anterior e extensor longo dos dedos foram isolados, retirados e encaminhados
para as avaliagdes do contetudo de glicogénio e proteinas totais, sendo que 0s
musculos soleo e extensor longo dos dedos também passaram pela avaliagdo do
peso.

O figado também foi coletado para avaliacdo do conteudo de glicogénio.

4.5. DETERMINACAO DO GLICOGENIO MUSCULAR

Para a determinacéo do glicogénio muscular seguiu-se a proposta de Siu et
al., (1970), que consta da digestdo das amostras musculares em KOH 30% a
guente e o glicogénio precipitado a partir da passagem por etanol a quente. Entre
uma fase e outra da precipitacdo, a amostra foi centrifugada a 3000 rpm (rotacéo
por minuto) durante 15 minutos. O glicogénio precipitado foi submetido a hidrdlise
acida na presenca de fenol. Os valores foram expressos em mg/100 mg de peso

Umido.

4.6. TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE (GTT):

Para o GTT os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (40
mg/Kg de peso) e apis 40 minutos foi feita uma incisdo préxima a veia femural por
onde foi coletada amostra de sangue. Apds a primeira coleta foi injetado glicose
(1g/Kg de peso) e novas amostras coletadas nos tempos 5,10,15, 20, 30 e 60
minutos e a glicemia avaliada pelo método enzimatico do kit laboratorial da marca

Labtest diagndstica®.
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4.7. TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA (ITT):

Para o ITT os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (40
mg/Kg de peso) e apds 40 minutos foi feita uma incisdo préximo a veia femural por
onde foi coletada amostra de sangue. Apds a primeira coleta foi injetado insulina
regular Biobras® 1U/Kg de peso (1U/ml) e novas amostras coletadas nos tempos
0, 2,5, 5, 10 e 20 minutos e a glicemia avaliada pelo método enzimatico do kit

laboratorial da marca Labtest diagndstica®.

4.8. FREQUENCIA CARDIACA

Foi mensurada pelo método de isolamento do atrio direito do coracdo dos
ratos, realizado no Laboratério de Stress da UNICAMP — FOP (Faculdade de
Odontologia de Piracicaba).

Para realizagdo deste experimento, os animais foram anestesiados por
inalacdo de halotano a 2% e sacrificados, sob efeito do anestésico, por seccéo
dos vasos cervicais (ZANESCO et al., 1997). Em seguida, o torax foi aberto e o
coracao removido. O atrio direito foi excisado e preparado para registro isométrico
das contracdes espontaneas, sob tensdo diastélica de 0.5 gf (grama forca), em
camara para orgaos isolados, contendo 20 mL de solucdo de Krebs-Henseleit,
com a seguinte composicdao [mM]: NaCl 115,0; KCI 4,7; CaCl,.2H,0 2,5; KH,PO4
1,2; MgS0,4.7H,0 2,5; NaHCO3; 25,0; glicose 11,0; EDTA 0,04; acido ascdrbico
0,11. O liquido de incubacao foi borbulhado continuamente com 95% de O, e 5%
de CO, e a temperatura mantida a 36,5 + 0,1°C, utilizando-se uma bomba de
perfusdo. Para registro das concentracdes espontaneas foi utilizado um transdutor
isométrico de tensdo acoplado a um poligrafo (Ugo-Basile).

A estabilizagdo da frequéncia de batimentos do atrio direito isolado foi
determinada por variacdes de frequiéncia menores que 5 batimentos por minuto,
durante 15 minutos, com contagens sucessivas a cada 5 minutos. Durante o

periodo de incubacéo, o liquido foi substituido a cada intervalo de 15 minutos.
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4.9. ACIDOS GRAXOS LIVRES

Os animais foram anestesiados e o sangue foi coletado pela veia renal,
centrifugado e o plasma separado para a avaliacdo pelo método de Regouw
(1971), pelo qual se adiciona um liquido extrator as amostras, seguido de
centrifugacdo, uma mistura reagente (nitrato de cobre, trietanolamina, hidréxido de
sédio e agua destilada) seguida de centrifugacdo e um reativo cromogénico
(dietilditiocarbamato de sddio e butanol secundario), sendo a absorbancia lida em
espectrofotdbmetro em filtro de 435 nm e o acido palmitico considerado como

padrao.

4.10. PROTEINAS TOTAIS

Amostras dos musculos foram separadas para a avaliacdo de determinacao

das protefnas totais pelo kit laboratorial da marca bio Diagnéstica®.

4.11. FRAGILIDADE OSMOTICA

Foi preparada uma solucdo mae de NaCl (cloreto de sddio) equivalente a
100 g/L. Esta solucao foi colocada em balBes volumétricos separados, conforme a
concentracdo que foi analisada, sendo: 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5 mL da
solucdo mée associada a agua destilada suficiente para completar 100 mL. Apds,
foi colocado 5 mL de cada solu¢cdo em cada tubo e adicionado 0,5 mL de sangue
total coletado pela veia renal. Depois de homogeneizado, as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos a 1200-1500 rpm. O grau de hemdlise foi medido no
sobrenadante em espectrofotbmetro em 540 nm, sendo o tubo NaCl 0,65%
considerado como branco. O calculo para a porcentagem de hemodlise foi
calculada pela densidade Optica do tubo desconhecido multiplicado por 100 e
dividido pela densidade 6ptica do tubo com NaCl a 0,35%.
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4.12. PERFIL HEMATOLOGICO

4.12.1. Hemoglobina

A dosagem de hemoglobina plasmatica foi realizada por kit laboratorial da

marca Labtest diagnéstica®. O valor foi expresso em g/dL.

4.12.2. Hematocrito

Para determinac&o da porcentagem de eritrocitos foi utilizado o método do
microhematdécrito que consiste na coleta do sangue em capilares de vidro
heparinizados, o0s quais sdo centrifugados e a porcentagem de células
determinada em tabela de aplicagéo laboratorial (LIMA et al., 1977).

4.12.3. Eritrometria

O numero de eritrocitos foi determinado pela contagem de células sob
microscopio e consiste no isolamento das hemaceas em pipeta de vidro contendo
liquido de Hayem, agitacdo manual e contagem em camara de Newbauer (LIMA et
al., 1977).

4.13. CAPTACAO DE 2-DEOXIGLICOSE

Esta andlise foi realizada no Departamento de Educacgdo Fisica, no
Laboratdrio de Biodindmica na UNESP de Rio Claro — SP.

Imediatamente apds o sacrificio dos animais por decapitacdo, as patas
posteriores foram retiradas. O musculo séleo foi isolado e dividido em fatias (25 a
35 @), que foram colocadas no meio pré-incubacdo durante 30 minutos com
gaseamento constante e depois transferidas para o meio de incubacgao durante 60
minutos, sendo adicionado CO; (15 minutos). Apés, o musculo foi suspenso no
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frasco e adicionado TCA (&cido tricloroacético) 20%, deixando por 3 horas para
ocorrer a absorcéo de CO..

A solugéo contida no aparato do tubo foi colocada em frasco de cintilagéo
(200 pL) com adicdo de liquido de cintilagdo (10 mL) para contagem da radiacao
beta, obtendo-se assim os resultados da oxidag¢ao da glicose. Do homogenato do
tubo de cintilagdo foi retirado 50 uL, adicionando-o com 10 pL de liquido de
cintilacdo para contagem da radiacdo beta, resultando na captacdo de glicose.
Para avaliar a incorporacdo da glicose em glicogénio, o homogenato foi passado
por varias etapas resultando numa solucdo, a qual foi transferida para tubo de
cintilagdo com 10 mL do liquido de cintilacdo, também para contagem da radiagédo
beta.

4.14. CONCENTRACAO PLASMATICA DE GLICOSE, LACTATO,
CREATININA E UREIA.

O sangue foi retirado pela veia renal, centrifugado e o plasma separado
para as avaliacbes de glicose e lactato por glicosimetro e lactimetro,
respectivamente, e de creatinina e uréia pelos kits laboratoriais da Sigma

Diagnosticos ®.

4.15. AVALIACAO DIARIA DE INGESTA (AGUA E RACAO) E PESO
CORPORAL

Essa avaliacdo foi realizada no grupo tratado com clembuterol, pela
pesagem da racdo e dos animais, diariamente por sete dias. A ingesta de agua
também foi observada por meio de garrafas com medidas em mililitros (mL).

4.16. INDICE DE HIDRATACAO DO MUSCULO SOLEO

Apos a retirada do musculo séleo, este foi pesado (peso umido) e logo apds

colocado na estufa a 60°C. Em intervalos de 1 hora, o misculo foi pesado até
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obter um peso constante (peso seco). Do peso inicial ao final, se obteve o indice

de hidratacdo muscular em porcentagem.

4.17. DOSAGEM DE ACIDO ASCORBICO

A avaliacdo foi realizada pelo método de Mindklin & Butler (1938), que
consiste na retirada da glandula supra-renal, a qual é macerada no &cido
perclérico seguida da adicdo de acido metafosférico. O conteado é filtrado,
retirando-se uma amostra na qual se adiciona novamente acido metafosforico e
uma solucdo que sera utilizada para as leituras, preparada com 2,6-diclorofenol
indofen (corante) e acetato de sédio com acido acético (tampé&o). As amostras e
0os padrdes (obtidos com &cido ascorbico) sdo levados para a leitura da
absorbancia em espectrofotbmetro em filtro de 520nm.

4.18. ANALISE ESTATISTICA

Primeiramente, os dados passaram pelo teste de normalidade Shapiro Wilk
(software JMP) e, se apresentaram normais, passaram pela analise de variancia
para médias independentes. Quando a andlise de variancia mostrou-se
significante, o teste “t” de student foi aplicado para a comparacédo das médias. Em
todos os calculos foi fixado o nivel critico de 5% (p<0,05).

As excecdes foram os testes GTT e ITT. Para o teste GTT a variavel
analisada foi a area sob a curva glicémica. Foi feita a curva de cada animal e
assim calculada a respectiva area, seguido pelo calculo da média da area de cada
grupo, passando pela comparacdo das médias dos grupos pelo teste t (p<0,05).

Para o teste ITT a variavel analisada foi a porcentagem de decaimento
(Kitt). Foi calculada a porcentagem de cada animal e apos calculada a média
dessa variavel, a qual foi comparada com a média do outro grupo pelo teste t
(p<0,05).

O teste de fragilidade osmética foi realizado comparando o comportamento
da curva do grupo controle com a do grupo tratado com clembuterol.

O programa utilizado para todos os testes foi o Origin® 6.0,
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5. RESULTADOS
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5. RESULTADOS

Na primeira fase deste trabalho foi realizado um experimento piloto
constituido de trés grupos, com animais que tiveram a pata esquerda imobilizada
com a oOrtese de resina acrilica, mantendo a posicdo neutra do tornozelo e
diferenciados pelo periodo da imobilizacédo, sendo de 3, 7 e 15 dias.

Apés o periodo experimental e a analise dos resultados, constatou-se que o
maior comprometimento metabdlico se encontrava nos grupos de 7 e 15 dias.
Porém, a maior reducdo da massa muscular do soleo e do extensor longo dos
dedos foi observada no grupo que teve a pata imobilizada durante 7 dias
(CANCELLIERO, comunicacéo pessoal).

A partir dessa constatacao, o objetivo do trabalho foi fazer uma avaliacao
mais ampla da imobilizagdo durante 7 dias, além de buscar metodologia para
minimizar as alteracbes deflagradas por meio de dois recursos, sendo um
bastante utilizado pela fisioterapia em desordens musculo-esqueléticas, a
estimulacdo elétrica neuromuscular, e o outro usado pela medicina em casos
clinicos com presenca de atrofia muscular, o farmaco clembuterol.

Com relacdo ao perfil energético da musculatura esquelética submetida
durante 7 dias a imobilizagdo do membro posterior, houve significativa diminuicéo
na concentracdo de glicogénio muscular (mg/100mg), representado por reducéo
de 31,6% (médiatepm, C: 0,38+0,03 e I: 0,26+0,02, p<0,05) no musculo séleo,
56,6% (C: 0,46%+0,02 e I: 0,20+0,02, p<0,05) no gastrocnémio branco, 39% (C:
0,41+0,01 e I: 0,25+0,03, p<0,05) no gastrocnémio vermelho, 41,7% (C: 0,36+0,03
e |: 0,21+0,02, p<0,05) no extensor longo dos dedos e 45,2% (C: 0,31+0,03 e I:
0,17+0,02, p<0,05) no tibial anterior, sugerindo uma integracao funcional entre a
homeostasia no processo contratil das fibras e o controle no metabolismo
muscular dos carboidratos (figura 8).

Um ponto merecedor de destaque é a alteragdo no peso muscular (mg)
induzido pela imobilizacdo nesse periodo. Para esta avaliacdo, foram escolhidos
0s musculos séleo e extensor longo dos dedos, sendo observado reducdo de 34%
(médiatepm, C: 123,5+2,1 e I: 81,3+1,89, p<0,05) e 27% (C: 120,6+8,5 e I:
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88,1+7,8, p<0,05), respectivamente, sugerindo que se trata de dois eventos
integrados e representados pela protedlise desencadeada pelo desuso, associada

a mobilizacado de reservas energéticas osmoticamente ativas (figura 9).

Glicogénio muscular (mg/100mg)

SC SI GBC GBI GVC GVI ELDC ELDI TAC TAI
Mdusculos

Figura 8. Valor da média + epm da concentracdo de glicogénio (mg/100mg) dos musculos
séleo (S), gastrocnémio branco (GB), gastrocnémio vermelho (GV), extensor

longo dos dedos (ELD) e tibial anterior (TA) dos grupos controle (C) e imobilizado

(). n=6, p<0,05, * comparado ao respectivo C.
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Figura 9. Valor da média + epm do peso (mg) dos musculos séleo (S) e extensor longo
dos dedos (ELD) dos grupos controle (C) e imobilizado (l). n=6, p<0,05, *

comparado ao respectivo C.

Diversos cientistas buscam aprimorar seus conhecimentos no intuito de
entender as alteraces funcionais, fisioldgicas, estruturais e bioguimicas que sao
desencadeadas frente a imobilizacdo, visto que a base etiolégica da atrofia da
musculatura esquelética imobilizada ainda néo é conhecida.

A partir das alteracdes desencadeadas no musculo sob essa condicao, o
trabalho teve como foco caracterizar o perfil quimio-metabdlico da musculatura
sob a condicdo de desuso muscular na fase aguda. Primeiramente foi avaliada a
captacdo de 2-deoxiglicose (umol/g.h) pelo musculo so6leo imobilizado, e verificou-
se que este apresentou aumento significativo de 17% (médiatepm, C: 5,74+0,33 e
I: 6,72+0,27, p<0,05), quando comparado ao grupo controle, porém ao pata
contralateral ndo apresentou diferenga quando comparada ao controle (figura 10).
A seguir, foram analisadas duas vias ligadas ao metabolismo da glicose, ou seja, a
sintese de glicogénio e a oxidacdo. A avaliacdo da sintese de glicogénio nao

mostrou diferenca (p>0,05) entre os grupos (figura 11). Por outro lado, no que
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tange a oxidacao (umol/g.h) foi observado aumento de 52% (C: 4,12+0,71 e I:
6,29+0,74, p<0,05) no séleo imobilizado e de 56% (C: 4,12+0,71 e CL: 6,43+0,59,

p<0,05) no soéleo contralateral (figura 12).

Captacédo de 2-deoxiglicose (umol/g.h)

o] I CL
Grupos experimentais

Figura 10. Valor da média = epm da captacédo de 2-deoxiglicose (umol/g.h) do muasculo séleo dos
grupos controle (C), imobilizado (l) e da pata contra-lateral do grupo imobilizado (CL).

n=4 (10 amostras), p<0,05, * comparado ao C e # comparado ao |.
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Figura 11. Valor da média + epm da sintese de glicogénio (umol/g.h) do muasculo séleo dos grupos
controle (C), imobilizado (I) e da pata contra-lateral do grupo imobilizado (CL). n=4 (10

amostras), p<0,05, * comparado ao C e # comparado ao |.
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Figura 12. Valor da média + epm da oxidacdo de glicose (umol/g.h) do muasculo séleo dos grupos
controle (C), imobilizado (I) e da pata contra-lateral do grupo imobilizado (CL). n=4 (10

amostras), p<0,05, * comparado ao C e # comparado ao |.

A segunda avaliagéo realizada foi a analise de proteinas totais (g/dL) dos
musculos do membro posterior imobilizado, abrangendo o séleo, gastrocnémio
branco e vermelho, tibial anterior e extensor longo dos dedos. Pode-se verificar,
na tabela 2, que a imobilizacdo ndo alterou significativamente (p>0,05) essa

variavel em nenhum dos musculos analisados.

Tabela 2. Valor da média + epm da concentracdo de proteinas totais (g/dL) dos musculos soleo
(S), gastrocnémio branco (GB), gastrocnémio vermelho (GV), extensor longo dos
dedos (ELD) e tibial anterior (TA) dos grupos controle e imobilizado. n=6, * comparado

ao respectivo controle (p<0,05).

S GB GV ELD TA
Controle  2,43+0,20 2,09+0,11 2,00+0,08 1,81+0,13 2,11+0,11
Imobilizado 2,29+0,15 1,93+0,07 1,92+0,15 1,99+0,17 1,9940,25
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Diante da observacdo do aumento da captacdo de glicose pelo musculo
s6leo imobilizado e no contra lateral, optou-se por fazer um teste de tolerancia a
insulina no grupo submetido a imobilizagdo. Neste, foi observado que a
porcentagem de decaimento da glicemia foi de 3,11% no grupo controle e de

4,0+% no grupo imobilizado, ndo se diferenciando estatisticamente (figura 13).

100 ::/'\ —=&— Controle

90+

80

70

% Glicemia (Kitt)

60

50 1

40 : . r : . : . :
0 5 10 15 20

Tempo (minuto)

Figura 13. Teste de tolerancia a insulina (ITT) aplicado nos grupos
controle (n=5) e imobilizado (n=6), analisando a glicemia
(mg/dL) nos tempos (em minutos) O; 2,5; 5; 10 e 20,

apos a aplicacéo da insulina.

Outra andlise realizada foi o indice de hidratacdo do musculo séleo sob a
condicdo de imobilizacdo do membro. Foi observado que ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) na porcentagem de hidratacdo muscular do grupo
imobilizado (médiatepm, 74,89+0,28%) em relacdo ao grupo controle
(74,5910,27%).

Um fator preocupante foi a possibilidade da imobilizacdo estar gerando
estresse ao animal e com isso interferir nos resultados. Para isso, foi realizado a
dosagem de acido ascérbico da glandula supra-renal do grupo que teve o membro

imobilizado por 3 dias. O valor médio + epm do acido ascorbico foi de 4,98+0,6
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ug/mg de adrenal, ndo se diferenciando estatisticamente (p>0,05) quando
comparado ao grupo controle (3,65+0,4).

As fases experimentais seguintes foram programadas para que de forma
integrada e complementar possam abordar primeiramente as nuances da acao do
clembuterol na musculatura esquelética sem esquecer da possivel interacdo com
outros tecidos alvos da modulacao adrenérgica.

Dentre os diferentes recursos ergogénicos plausiveis de utilizacdo, se optou
por estudar o clembuterol, agonista B, adrenérgico, pois, segundo a literatura,
apresenta propriedades anabdlicas. Porém, como este poderia estar trazendo
efeitos colaterais, a opcéo inicial foi avaliar suas acfes sistémicas para validar de
forma mais segura o tratamento.

Assim, foram avaliadas as a¢Oes do clembuterol sobre os sistemas que
participam dos ajustes metabdlicos, principalmente sobre tecidos-alvos do
agonista 3, adrenérgico, como o figado, tecido adiposo e eritrdcitos.

Inicialmente, foi avaliado o conteddo hepatico de glicogénio (mg/100mg) e
como pode ser observado na figura 14 ndo houve diferenca estatistica entre os

grupos controle e tratado (médiatepm, C: 5,06£0,1, Cle: 4,31+0,3, p<0,05).

Glicogénio Hepatico (mg/100mg)

Controle Clembuterol

Grupos experimentais

Figura 14. Valor da média + epm da concentracdo hepatica de glicogénio
(mg/100mg) dos grupos controle e tratado com clembuterol. n=6,

p<0,05, * comparado ao controle.
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Dentro da proposta, tornou-se sugestivo o fato do agonista adrenérgico exercer
acdo sobre a homeostasia dos adipocitos. Neste sentido, foi avaliada a
concentracdo plasmética de acidos graxos livres (mmol/L) e como se pode
verificar na figura 15, a concentragdo plasmatica foi significativamente elevada em
229,8% demonstrando lipolise na presenca do clembuterol (médiatepm, C:
0,47+0,01, Cle: 1,55+0,37, p<0,05).

2,0
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Controle Clembuterol
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Figura 15. Valor da média = epm da concentracéo plasmética de acidos graxos
livres (mmol/L) dos grupos controle e tratado com clembuterol. n=6,

p<0,05 * comparado ao controle.

Frente ao observado, surgiu a necessidade de avaliar o comportamento da
freqUéncia cardiaca (batimentos/minuto) de atrios isolados de ratos tratados com
clembuterol. Na figura 16 pode-se observar que o grupo tratado ndo diferiu do
controle (médiatepm, C: 273,7+6,2, Cle: 282,5+6,4, p>0,05).
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Figura 16. Valor da média + epm da frequéncia cardiaca (batimentos/minuto) dos grupos

controle e tratado com clembuterol. n=8, p<0,05, * comparado ao controle.

Trabalhos realizados na década de 90 destacaram a presenca de
receptores P, adrenérgicos na membrana de eritrocitos com acdo glicogenolitica
apontando para a participacdo destas células no ajuste glicémico, principalmente
em situacbes quando a necessidade de uma maior disponibilidade de glicose
torna-se elevada. Para dirimir esta duvida, o experimento foi direcionado no intuito
de avaliar a fragilidade osmética das hemacias, visto que a capacidade de resistir
a uma pequena variacdo na osmolaridade do meio esta diretamente relacionada
ao contetudo de moléculas osmoticamente ativas presentes no citosol.

A figura 17 mostra que o comportamento osmotico dos eritrocitos controle

nao se difere daqueles coletados de ratos tratados com clembuterol.
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Figura 17. Teste de fragilidade osmotica nos grupos controle e tratado com clembuterol. n=6.

Apos constatar o efeito do clembuterol sobre a resposta das hemaceas a
variacdo hiposmotica, optou-se por determinar o perfil hematolégico dos ratos
tratados e como se pode observar na tabela 3 o tratamento ndo promoveu
alteracdo no hematdcrito, eritrometria e na concentracdo de hemoglobina em
comparacdo com valores considerados normais (p>0,05) pelo Canadian Council

on Animal Care (1980).

Tabela 3. Perfil hematoldgico do grupo controle e tratado com clembuterol (n=6), constando-se de
eritrometria (10°), hematdcrito (%), hemoglobina (g/dL). Os valores do grupo controle sdo
baseados no CANADIAN COUNCIL ON ANIMAL CARE (Guide to the care and use of

experimental animals, Vol I, 1980). p<0,05, * comparado ao respectivo controle.

Eritrometria Hematdcrito Hemoglobina
Controle 6-10 40-50 11,0-17.0
Clembuterol  8,13+0,14 39+1 11,740,2
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Em seguida foi avaliado o padréo bioquimico plasmatico dos ratos
submetidos ao tratamento com clembuterol, enfocando as concentracdes
plasmaticas de glicose (mg/dL), lactato (mmol/L), uréia (mg/dL) e creatinina
(mg/dL). A tabela 4 mostra que ndo houve diferenca comparada ao grupo controle
(p>0,05).

Tabela 4. Concentracéo plasmatica de glicose (mg/dL), lactato (mmol/L), uréia (mg/dL) e creatinina
(mg/dL) dos grupos controle (C) e tratado com clembuterol. n=6, p<0,05, * comparado ao
respectivo C.

Glicose Lactato Uréia Creatinina
Controle 104,615,1 1,97+0,08 44,5+1,04 0,56+0,03
Clembuterol 88,8+4,8 2,60+0,19* 41,6+1,56 0,48+0,06

O padrédo glicémico é determinado pelo equilibrio entre a concentracéo
plasmatica de secretagogos ou inibidores da secrecdo de insulina. Assim, as
células B pancreéticas apresentam uma grande variacdo na sua atividade imposta
pelo perfil de substratos circulantes. Uma vez que o sistema nervoso autbnomo
exerce acdo moduladora sobre a atividade secretéria, optou-se por realizar um
teste de tolerancia a glicose para avaliar a resposta das células  frente a uma
sobrecarga de glicose.

No teste de tolerancia a glicose (GTT) a variavel analisada foi a area sob a
curva, a qual foi formada pela variacdo na concentracdo glicémica (mg/dL), nos
tempos, em minutos, 0 (momento da aplicacdo da glicose), 5, 10, 15, 20, 30 e 60
(ap0s a aplicacdo da glicose). O grupo tratado com clembuterol mostrou uma area
estatisticamente maior (11.042+522, p<0,05) do que o grupo controle (8.102+348),

conforme mostra a figura 18.
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Figura 18. Teste de tolerancia a glicose (GTT) aplicado nos grupos

controle (n=5) e tratado com clembuterol (n=5), analisando a

glicemia (mg/dL) nos tempos (em minutos) 0, 5, 10, 15, 20, 30

e 60, apds a sobrecarga da glicose.

Uma vez que a resposta da célula p a sobrecarga de glicose mostrou-se

alterada, optou-se por realizar um teste de tolerancia a insulina (ITT) para avaliar a

sensibilidade tecidual.

O ITT esta representado pela porcentagem de decaimento da glicemia (Kitt)
na presenca da insulina, sendo analisados os tempos, em minutos, O (seguido da
aplicacdo da insulina); 2,5; 5; 10 e 20 (apés a aplicacao da insulina). A figura 19
mostra que o grupo tratado teve um maior valor (médiatepm, 6,67+0,23%, p<0,05)
na porcentagem de decaimento da glicemia, quando comparado ao controle

(3,11+0,88%). Isso mostra que o clembuterol alterou a sensibilidade a insulina,

pois a velocidade de reducéo da glicemia se apresentou maior.
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Figura 19. Teste de tolerancia a insulina (ITT) aplicado nos grupos
controle (n=5) e tratado com clembuterol (n=5),
analisando a glicemia (mg/dL) nos tempos (em minutos)

0; 2,5; 5; 10 e 20, ap6s a aplicacéo da insulina.

Outro aspecto avaliado foi a ingesta de agua e racdo dos animais tratados
com 0 agonista B, adrenérgico, devido a possibilidade do tratamento levar a
diminuicdo da ingesta alimentar. Porém, ndo houve diferenga estatistica nas
ingestas liquida (médiatepm diaria em mL; C: 34+1,22, Cle: 36+1,1, p>0,05) e
sélida (médiatepm diaria em gramas; C: 28+0,40, Cle: 24,3+0,59, p>0,05) em
relacdo ao grupo controle.

E importante observar, que o tratamento também n&o promoveu alteracéo
no peso corporal dos animais no decorrer do tratamento durante 7 dias, tendo uma
médiatepm de 364,13+13,3 gramas.

Estando os parametros dentro da normalidade, e demonstrando que a dose
utiizada n&o inviabilizou o tratamento, o clembuterol foi administrado
primeiramente na musculatura normal. Neste sentido, foi avaliada sua acéo sobre
o contetudo de glicogénio muscular (mg/100mg) e foi observado que o mesmo
promoveu um aumento significativo de 81,6% (médiatepm, C: 0,38+0,03, Cle:

0,69+0,06, p<0,05) no musculo soleo, 58,7% (C: 0,46+0,02, Cle: 0,73+0,1, p<0,05)
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no gastrocnémio branco, 65,8% (C: 0,41+0,01, Cle: 0,68+0,1, p<0,05) no
gastrocnémio vermelho, 77,8% (C: 0,36+0,03, Cle: 0,64+0,03, p<0,05) no extensor
longo dos dedos e 61,3% (C: 0,31+0,03, Cle:0,50+0,03, p<0,05) no tibial anterior,
mostrando que na musculatura, as vias glicogénicas sao potencializadas na
presenca do agonista B, adrenérgico (figuras 20 a 24). Neste interim, foi avaliado o
peso muscular (mg) na presenca do clembuterol e observado elevacdo
significativa de 21,4% (C: 123,5+2,1, Cle: 150+5,05, p<0,05) no séleo e de 35,2%
(C: 120,648,5, Cle: 163,1+4,05, p<0,05) no extensor longo dos dedos (figuras 25 e
26).

Depois de observado a acdo glicogénica do clembuterol, passou-se a
avaliar se sua acdo também manifesta-se na musculatura sob a condicdo de
imobilizagdo em posicao neutra da articulacdo do tornozelo. Nesta condi¢do, o
clembuterol também foi eficaz em aumentar as reservas (mg/100mg), atingindo
92,3% (médiatepm, I: 0,26+0,02, ICle: 0,50+0,06, p<0,05) no séleo, 150% (l:
0,20+0,02, ICle: 0,50+0,06, p<0,05) no gastrocnémio branco, 48% (I.: 0,25+0,03,
ICle: 0,37+0,06, p<0,05) no gastrocnémio vermelho, 9,5% (I: 0,21+0,02, ICle:
0,2340,03, p>0,05) no extensor longo dos dedos e 17,6% (I: 0,17+0,02, ICle:
0,204+0,02, p>0,05) no tibial anterior (figuras 20 a 24). Cabe ressaltar que, neste
grupo imobilizado, o clembuterol também influenciou significativamente no peso
(mg) atingindo valores maiores se comparados aos nao tratados (15,7% (I:
81,3+1,89, ICle: 94,1+1,7, p<0,05) no sbleo e 27,5% (I: 88,1+7,8, ICle: 112,3+4,3,
p<0,05) no extensor longo dos dedos) (figuras 25 e 26).

ApoOs a observacdo da melhora na massa e perfil energético muscular, foi
realizada a andlise de proteinas totais na musculatura tratada com o clembuterol,
porém, conforme a tabela 5, ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) em nenhum

dos musculos analisados em relagdo ao grupo controle.
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Tabela 5. Valor da média + epm da concentracdo de proteinas totais dos musculos séleo (S),
gastrocnémio branco (GB), gastrocnémio vermelho (GV), extensor longo dos dedos
(ELD) e tibial anterior (TA) dos grupos controle e tratado com clembuterol. n=6, *

comparado ao respectivo controle (p<0,05).

S GB GV ELD TA
Controle 2,43+0,20 2,09+0,11 2,00+0,08 1,81+0,13 2,11+0,11
Clembuterol 1,92+0,05 1,9940,08 2,00+0,05 1,97+0,05 2,08+0,02

Outro aspecto analisado foi o indice de hidratacdo do musculo séleo tratado
com clembuterol, para observar se o tratamento estava promovendo a retencéo
liguida e consequentemente o aumento do peso muscular, porém o indice de
hidratacdo do grupo tratado néo foi diferente do grupo controle (médiatepm, Cle:
72,48%0,49% e C: 74,59+0,27%).

Ao analisar os dados até aqui apresentados, ficou sugestivo o fato de se
inserir na analise um protocolo de estimulacdo elétrica neuromuscular, enquanto
recurso fisioterapéutico, que poderia auxiliar na dindmica quimio-metabdlica das
fibras.

Ao avaliar o comportamento das reservas musculares de glicogénio em
musculos submetidos a tratamento com estimulacdo elétrica heuromuscular, foi
verificado que houve um significativo aumento nas reservas (mg/100mg), atingindo
42,1% (médiatepm, C: 0,38+0,03, EE: 0,54+0,004, p<0,05) no musculo séleo,
41,3% (C: 0,46+0,02, EE: 0,65+0,04, p<0,05) no gastrocnémio branco, 17,1% (C:
0,41+0,01, EE: 0,48+0,03, p>0,05) no gastrocnémio vermelho, 11,1% (C:
0,36+0,03, EE: 0,4+0,01, p>0,05) no extensor longo dos dedos e 74,2% (C:
0,31+0,03, EE: 0,54+0,04, p<0,05) no tibial anterior (figuras 20 a 24), apontando
para uma elevacédo na mobilizacdo das reservas de glicose.

De acordo com a proposta, analisou-se o efeito do tratamento com
estimulacao elétrica neuromuscular sobre o contetudo de glicogénio dos musculos
imobilizados e também foi verificada elevacdo nas reservas, atingindo 34,6%
(médiatepm, I: 0,26+0,02, IEE: 0,35+0,02, p<0,05) no soleo, 45% (I: 0,20+0,2,
IEE: 0,29+0,009, p<0,05) no gastrocnémio branco, 44% (I: 0,25%+0,03, IEE:
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0,36+0,01, p<0,05) no gastrocnémio vermelho, 42,8% (I: 0,21+0,02, IEE: 0,3+0,01,
p<0,05) no extensor longo dos dedos e de 29,4% (lI: 0,17+0,02, IEE: 0,22+0,004,
p>0,05) no tibial anterior (figuras 20 a 24). Com relacdo ao peso muscular,
verificou-se que a estimulagdo elétrica neuromuscular, durante 7 dias, nao foi
eficiente em modificar significativamente (p>0,05) o peso de musculos normais ou
imobilizados (figuras 25 e 26).

A partir da constatacdo de efeitos metabdlicos induzidos pelo agonista p-
adrenérgico e pautados nas mudangas metabodlicas que a estimulagdo elétrica
neuromuscular induziu, optou-se por associar as terapias. Neste sentido, verificou-
se que em musculos normais, a associacao das terapias (A) induziu a formacgéao
de um maior conteudo glicogénico, se comparado aos tratamentos isolados,
atingindo reservas 147,4% (médiatepm, C: 0,384+0,03, C+A: 0,94+0,01, p<0,05)
maiores no soleo, 193,5% (C: 0,46+0,02, C+A: 1,35+0,1, p<0,05) no gastrocnémio
branco, 124,4% (C: 0,41+0,01, C+A: 0,92+0,05, p<0,05) no gastrocnémio
vermelho, 175% (C: 0,36+0,03, C+A: 0,99+0,08, p<0,05) no extensor longo dos
dedos e 203,2% (C: 0,31+0,03, C+A: 0,94+0,06, p<0,05) no tibial anterior. Isto
aponta para um efeito aditivo ou potencializador gerado pela associacdo das
terapias (figuras 20 a 24, grupo C+A). Quanto a massa muscular, foi verificado que
na associagdo dos tratamentos, houve aumento significativo no extensor longo
dos dedos em 26,2% (C: 120,6+8,5, C+A: 152,16+8,46, p<0,05), diferentemente
no séleo (6,5% (C: 123,5+2,1, C+A: 131,548,18, p>0,05)), onde esse aumento néo
foi significativo (figuras 25 e 26, grupo C+A).

Em seguida, o tratamento associado foi realizado na musculatura
imobilizada e foram constatados aumentos mais relevantes no conteudo de
glicogénio muscular, sendo de 223,1% (médiatepm, I: 0,26+0,02, I+A: 0,84+0,02,
p<0,05) no soleo, 250% (I: 0,20+0,02, I+A: 0,70+0,04, p<0,05) no gastrocnémio
branco, 200% (I: 0,25+0,03, I+A: 0,75+0,07, p<0,05) no gastrocnémio vermelho,
171,4% (1. 0,21+0,02, I+A: 0,57+0,04, p<0,05) no extensor longo dos dedos e
211,8% (I: 0,17+0,02, I+A: 0,53+0,07, p<0,05) no tibial anterior (figuras 20 a 24,

grupo I+A). A massa muscular também mostrou diferengca com os tratamentos,
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havendo aumento de 25,5% (I: 81,3+1,89, I+A: 102+3,9, p<0,05) no séleo e de
51,3% (I: 88,1+7,8, I+A: 133,3+2,9, p<0,05) no extensor longo dos dedos (figuras
25 e 26, grupo I+A).
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Figura 20. Valor da média + epm da concentracéo de glicogénio (mg/100mg) do musculo séleo dos
grupos controle (C), imobilizado (I), controle tratado com clembuterol (C+Cle),
imobilizado tratado com clembuterol (I+Cle), controle tratado com estimulagéo elétrica
neuromuscular (C+EE), imobilizado tratado com estimulagédo elétrica neuromuscular
(I+EE), controle tratado com clembuterol e estimulacao elétrica neuromuscular (C+A),
imobilizado tratado com clembuterol e estimulacdo elétrica neuromuscular (1+A). n=6,

p<0,05, * comparado ao C e # comparado ao I.
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Figura 21. Valor da média + epm da concentracdo de glicogénio (mg/100mg) do mausculo
gastrocnémio branco dos grupos controle (C), imobilizado (I), controle tratado com
clembuterol (C+Cle), imobilizado tratado com clembuterol (I+Cle), controle tratado com
estimulacao elétrica neuromuscular (C+EE), imobilizado tratado com estimulagdo elétrica
neuromuscular (I+EE), controle tratado com clembuterol e estimulacdo elétrica
neuromuscular (C+A), imobilizado tratado com clembuterol e estimulacdo elétrica

neuromuscular (I+A). n=6, p<0,05, * comparado ao C e # comparado ao |.
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Figura 22. Valor da média + epm da concentracdo de glicogénio (mg/100mg) do musculo
gastrocnémio vermelho dos grupos controle (C), imobilizado (1), controle tratado com
clembuterol (C+Cle), imobilizado tratado com clembuterol (I+Cle), controle tratado com
estimulacao elétrica neuromuscular (C+EE), imobilizado tratado com estimulagédo elétrica
neuromuscular (I+EE), controle tratado com clembuterol e estimulacdo elétrica
neuromuscular (C+A), imobilizado tratado com clembuterol e estimulagdo elétrica

neuromuscular (I+A). n=6, p<0,05, * comparado ao C e # comparado ao |.
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Figura 23. Valor da média + epm da concentragdo de glicogénio (mg/100mg) do musculo extensor
longo dos dedos dos grupos controle (C), imobilizado (I), controle tratado com
clembuterol (C+Cle), imobilizado tratado com clembuterol (I+Cle), controle tratado com
estimulacao elétrica neuromuscular (C+EE), imobilizado tratado com estimulagdo elétrica
neuromuscular (I+EE), controle tratado com clembuterol e estimulacdo elétrica
neuromuscular (C+A), imobilizado tratado com clembuterol e estimulagdo elétrica

neuromuscular (I+A). n=6, p<0,05, * comparado ao C e # comparado ao |.
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Figura 24. Valor da média + epm da concentracdo de glicogénio (mg/100mg) do musculo tibial
anterior dos grupos controle (C), imobilizado (I), controle tratado com clembuterol
(C+Cle), imobilizado tratado com clembuterol (I+Cle), controle tratado com estimulacéo
elétrica neuromuscular (C+EE), imobilizado tratado com estimulagcdo elétrica
neuromuscular (I+EE), controle tratado com clembuterol e estimulacdo elétrica
neuromuscular (C+A), imobilizado tratado com clembuterol e estimulacdo elétrica

neuromuscular (I+A). n=6, p<0,05, * comparado ao C e # comparado ao |I.
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Figura 25. Valor da média + epm do peso muscular (mg) do séleo dos grupos controle (C),
imobilizado (1), controle tratado com clembuterol (C+Cle), imobilizado tratado com
clembuterol (I+Cle), controle tratado com estimulacdo elétrica neuromuscular (C+EE),
imobilizado tratado com estimulacao elétrica neuromuscular (I+EE), controle tratado com
clembuterol e estimulacdo elétrica neuromuscular (C+A), imobilizado tratado com
clembuterol e estimulacdo elétrica neuromuscular (1+A). n=6, p<0,05, * comparado ao C

e # comparado ao I.
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Figura 26. Valor da média + epm do peso muscular (mg) do extensor longo dos dedos dos grupos
controle (C), imobilizado (I), controle tratado com clembuterol (C+Cle), imobilizado
tratado com clembuterol (I+Cle), controle tratado com estimulacdo elétrica
neuromuscular (C+EE), imobilizado tratado com estimulagédo elétrica neuromuscular
(I+EE), controle tratado com clembuterol e estimulac@o elétrica neuromuscular (C+A),
imobilizado tratado com clembuterol e estimulacdo elétrica neuromuscular (1+A). n=6,
p<0,05, * comparado ao C e # comparado ao I.



70

6. DISCUSSAO



71

6. DISCUSSAO

Sabe-se que o musculo esquelético representa de 40 a 45% do peso
corporal total (GARRET, 1988), sendo um importante sitio participante do controle
glicémico, uma vez que apresenta mecanismos refinados de aporte de glicose,
que é o substrato preferencialmente metabolizado.

A capacidade de captar a hexose esté ligada a presenca de transportadores
denominados GLUTs. Dentre estes, destacam-se dois tipos, ou seja, o GLUT1
envolvido na captacao basal da glicose e o GLUT4 ligado a mecanismos distintos,
o dependente da insulina e o do aumento na atividade contrétil, este sem
interferéncia da insulina (KERN et al., 1990). Apds ser captada, cerca de 70 a 85%
da glicose € direcionada a reservatérios de glicogénio, ou pode ainda ser oxidada
e liberada na forma de lactato, alanina ou piruvato (HENRIKSEN et al., 1990).
Quanto ao conteudo muscular de glicogénio, sabe-se que € um componente
importante no fornecimento de energia durante a realizagdo do exercicio
(BACURAU, 2001) e que suas reservas musculares podem interferir na
performance, ou seja, quando elevadas podem melhorar a resisténcia, porém,
quando depletadas podem se associar a fadiga muscular (SHULMAN &
ROTHMAN, 2000).

O desuso muscular provocado por condicbes de periodos longos no leito,
colocacdo de Orteses ou fixagbes em membros e microgravidades induzem
resisténcia a insulina e a um estado catabdlico nos musculos esqueléticos

afetados de humanos (FERRANDO et al., 1996; STEIN et al., 1994).
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Os sistemas bioldgicos apresentam diferentes mecanismos de controle
destacando-se dentre eles, o controle enddcrino representado pela insulina, cujo
mecanismo de sinalizacdo € constituido de uma dinamica de amplificacdo de
sinais, sendo que apods a ligacdo da insulina ao receptor, uma cascata de eventos
intracelulares € desencadeada. Segundo Bevan (2001) a acéo da insulina, que se
apresenta de maneira multifatorial, se faz por vias distintas e tem a participacdo da
subunidade PI3-K (fosfatidilinositol 3-quinase) que € responsavel pelo
desencadeamento de varios mecanismos, merecendo destaque a sintese
protéica, a sintese de glicogénio e a translocacdo dos transportadores GLUT4
para a membrana celular.

Hirose et al. (2000) estudaram a via sinalizadora da insulina em ratos que
tiveram a pata esquerda imobilizada por fixacdo do joelho e tornozelo a 90°
durante 7 dias, e verificaram redugdo na transdugdo do sinal intracelular
estimulado pela insulina, sugerindo déficit na ativacdo do IR (receptor de insulina)
e nas moléculas ativadas a partir deste, incluindo a fosforilacdo do IRS-1(substrato
1 do receptor de insulina) e a ativacdo da PI3-K, indicando que o quadro de
resisténcia a insulina também pode ser desencadeado na imobilizacdo. Essa
alteracdo na dinamica de sinalizac&o da insulina pode explicar os resultados deste
estudo, onde foi observado redugcdo nas reservas de glicogénio em todos os
musculos analisados sob condicdo aguda de imobilizacdo, por ser um dos
mecanismos ativados pela subunidade PI3-K. Assim, este fato corrobora com a
proposta dos autores citados referendando a efetividade do modelo de értese

utilizado.
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Pautado na literatura, € importante salientar que ainda ha contradicdo no
entendimento dos efeitos da reducéo na atividade muscular sobre proteinas nao
miofibrilares causando uma especificidade na resposta, ou seja, em alguns
modelos experimentais como a desnervacao observa-se reducdo tanto na
populacdo de proteinas transportadoras de glicose do tipo GLUT4, quanto na
efetividade das proteinas sinalizadoras citosoélicas. No entanto, em modelos de
imobilizacdo de membros em humanos e suspensao dos membros posteriores em
ratos, os estudos se contradizem com relacéo a expressao do GLUT4 e captacao
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
relacbes fisioldgicas que atuam na interface expressdo de proteinas néo
fibrilares/modulacédo durante a imobilizacdo (THOMASON & BOOTH, 1990).

Ploug et al. (1995) observaram a diminuicdo do transporte da glicose
durante um curto periodo de imobilizacdo (48 horas) nas fibras vermelhas, porém
ndo houve diferenga nas fibras brancas. Ainda observaram que nao houve
diminuicdo significativa dos transportadores GLUT1 e GLUT4 nos mdusculos
estudados durante este periodo, além da ndo diminuicdo do nimero de receptores
insulinicos e atividade kinase do receptor das fibras vermelhas. Assim, concluiram
que no curto periodo a resisténcia ao transporte de glicose é tipo de fibra
especifica e seletiva a contragbes ou a insulina. Em contraste, no modelo de
desnervagdo por trés dias, Henriksen et al. (1991) e Block et al. (1991)
observaram diminuicdo dos transportadores GLUT4 pelo desenvolvimento da

resisténcia ao transporte de glicose estimulado pela insulina .
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Essa discordancia entre estudos com relacéo as alteracbes quantitativas de
receptor insulinico, transportadores de glicose e na sinalizacdo talvez possa
explicar que neste estudo, com a imobilizacdo a curto prazo, as alteragcdes no
suprimento energético muscular nédo refletem em alteracdes na quantidade de
proteinas totais musculares, fazendo inferéncia a sistemas que possam ser
desencadeados tardiamente e que venham a interferir na sintese protéica. E
importante salientar, que os estudos de imobilizacdo apresentam carater
multifatorial diferindo quanto ao tempo da imobilizacdo, posicao articular, atividade
eletromiografica e tipagem de fibra muscular analisada, e isso, consequentemente,
discrimina os resultados.

Ainda com relacdo as reservas de glicogénio, foi observado uma maior
reducdo nas fibras brancas (contracdo rapida), representada pelo gastrocnémio
porcao branca, do que nas fibras vermelhas (contracdo lenta), representadas pelo
séleo e gastrocnémio vermelho. Um fato a ser destacado € que a o6rtese (vide
figura 2) permitia a descarga de peso do membro, diferindo de modelos de
suspensao de membro (PICQUET & FALEMPIN, 2003) ou de arrastamento do
membro (DIAS et al., 2004), os quais, impedem a descarga de peso. Outro
aspecto a ser ressaltado é que o modelo estudado é mais proximo do real, visto
que a imobilizacdo foi feita no tornozelo sem imobilizar as demais articulacoes,
como a do quadril e do joelho, além de ser mais funcional ao animal.

Além das reservas energéticas serem afetadas, o0 peso muscular também
foi comprometido pela imobilizacdo do membro, atingindo tanto o musculo séleo
quanto o extensor longo dos dedos, dentre estes, o sOleo apresentou 0 maior

comprometimento. Uma andlise mais aprimorada dos dados gerou um paradoxo
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inserido na triade: perda de peso, reducdo nas reservas de glicogénio e
constancia no conteudo de proteinas totais, sugerindo que possivelmente se
tratava de alteracbes no indice de hidratacdo. Neste sentido, os resultados
mostraram que os musculos ndo apresentaram diferenca neste indice apos os 7
dias de imobilizacao.

Assim, este fato acompanha o estudo de Ohira et al. (2002) os quais
propuseram que a perda de peso muscular causada pelo desuso muscular, por
suspensdao de membro, ndo estd relacionada a alteragcdo na quantidade de
proteinas totais.

Entre os anos 70 e 80, os estudos eram contraditérios quanto ao tipo de
fibras mais susceptiveis a atrofia. Alguns autores descreveram as fibras brancas
(tipo Il) (McDOUGALL et al., 1980) e outros se referiram as fibras vermelhas (tipo
[) (BOOTH & KELSO, 1973). No entanto, ha trabalhos que ndo evidenciaram
qualquer diferenca no comportamento dos diferentes tipos de fibras a atrofia
(WILLIAMS & GOLDSPINK, 1978). Em 1986, Appell afirmou que o decréscimo
mais pronunciado do diametro das fibras registra-se durante a primeira semana de
imobilizagdo e que em estudos realizados com animais e com tempos de
imobilizacéo variaveis, foi demonstrado que as fibras tipo | sdo as que apresentam
sinais mais evidentes de atrofia, sugerindo que tal fato ocorra devido as enzimas
oxidativas responderem pela diminuicdo da sua atividade.

Estudos mais recentes, 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

relacionado pela composicdo do tipo de fibra e pela funcdo destes durante a
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condicdo normal de descarga de peso. Tanaka et al. (2004) também associaram o
tipo de fibras ao grau de atrofia muscular, sendo que, como 0 séleo possui um
maior numero de fibras tipo | e o extensor longo dos dedos mais fibras do tipo Il, o
primeiro musculo sofre mais pela diminuicdo de estimulo durante a imobilizacao,
devido a menor solicitacao das fibras posturais.

Ploug et al. (1995) relacionaram a maior susceptibilidade do séleo a atrofia
por inatividade devido ser um musculo postural e assim possuir uma atividade
basal maior do que os ndo posturais. No estudo de Tanaka et al. (2004) a
imobilizacdo durante duas semanas promoveu reducédo significativa (77,9%) das
fibras lentas (tipo 1) e aumento significativo das fibras musculares rapidas (IIC)
quando comparado ao grupo controle. Mercier et al. (1999) também encontraram
maiores perdas de massa no musculo soéleo de ratos jovens e idosos comparado
ao extensor longo dos dedos submetidos a suspensao da pata posterior por 21
dias.

Assim, apoiados na literatura os resultados corroboram com os estudos
mais atuais, uma vez que, o sOleo mostrou-se mais susceptivel a atrofia por
desuso muscular.

A posicdo de imobilizacdo parece ser um fator determinante no
desenvolvimento da atrofia. Se o musculo for imobilizado em encurtamento, da-se
uma diminuicéo significativa do comprimento muscular por diminuicdo do niamero
de sarcomeros em série (APPELL, 1986). Pelo contrario, se o musculo for mantido
numa posicao de alongamento, aumenta de tamanho pela da elevagdo do nimero
de unidades sarcoméricas (WILLIAMS & GOLDSPINK, 1978). O numero de

sarcoOmeros estara provavelmente ajustado de forma a que seja permitido um
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comprimento Otimo destas estruturas e, assim, a um overlap ideal dos filamentos
para desenvolver tensdo durante as contracdes (HERRING et al., 1984). Picquet &
Falempin (2003) sugeriram que a posicdo de encurtamento pode gerar atrofia
muscular pela ndo ativacdo de sensores de estiramento no muasculo nesta
posicao.

A proposta deste trabalho foi estudar a posicdo neutra devido a grande
parte dos estudos induzirem posicdes articulares, mantendo musculos encurtados
e alongados, seja por gesso, resina, fixacdes por pinos ou pelo modelo de
suspensao do membro. Na literatura foram encontrados trabalhos que mantiveram
o0 tornozelo imobilizado em posigcdo neutra, a 90°, juntamente com a imobilizacdo
das articulages do joelho e quadril a 90° (PLOUG et al., 1995; QIN et al., 1997;
HIROSE et al., 2000). Porém, o modelo de Ortese utilizado neste trabalho se
difere, pelo fato de manter as articulagdes do joelho e quadril livres.

N&o somente a posi¢cdo, mas também o periodo da imobilizacao interfere.
Elder & McComas (1987) deixaram ratos jovens em suspensao por 14, 28 e 206
dias e observaram que o maior grau de atrofia ocorre nos 28 primeiros dias. Ja
McNulty et al. (1992) deixaram os ratos em suspensao por 28 dias e observaram
gue o0 maior grau de atrofia ocorre nos 7 primeiros dias.

Inicialmente, um experimento piloto foi realizado para identificar qual dos
trés periodos - 3, 7 e 15 dias - haveria maior comprometimento muscular. Apesar
dos periodos de 7 e 15 dias apresentarem maior comprometimento metabdlico do
que o de 3 dias, o periodo de 7 dias foi escolhido pela maior reducdo na massa
muscular, sendo sugestivo o fato que possivelmente no 15° dia o0 musculo venha a

apresentar processos de adaptacao/regeneracao.
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Um aspecto a ser ressaltado neste trabalho foi o aumento na captacéo de
glicose nos musculos submetidos a imobilizagéo articular. Segundo Mondon et al.
(1992) ratos que foram submetidos a suspensdo apresentaram aumento da
sensibilidade a captacdo de glicose induzida pela insulina e diminuicdo da
sensibilidade a insulina associada com a diminuicdo da ligacdo 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
ligacdo da insulina ao receptor. Segundo Nicholson & Watson (1984) a significante
diminuicdo na resposta insulinica no musculo séleo ocorre entre a terceira e oitava
hora apos a imobilizacdo do membro.

Diante da observacdo do aumento da captacdo da hexose, duas vias
ligadas ao metabolismo da glicose foram analisadas, e foi observado que nédo
houve diferenca na sintese de glicogénio, porém a oxidacao foi expressivamente
aumentada no musculo s6leo submetido a imobilizacdo. Neste sentido, Kondo et
al. (1992) no intuito de tracar um perfil bioquimico adquirido em decorréncia da
imobilizagdo, avaliaram elementos tracadores de estresse oxidativo em ratos
submetidos a imobilizacdo na posicdo de extensao e foi observado que a atrofia
aumenta significativamente nas primeiras 8 horas e apresenta redugcdo com o
seguimento do processo.

Em 1994, Kondo et al. afirmaram que a atrofia induzida pela imobilizacdo é
também acompanhada por um estresse oxidativo e sugere que radicais hidroxi
sdo formados na atrofia pelo aumento dos anions superoxido e peroxido de
hidrogénio no citoplasma trazendo o aumento do ferro no microssomo. Ainda

observaram uma resposta mais complexa na imobilizacdo por gesso durante 8
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dias. Ainda, pouco se sabe sobre os mecanismos celulares do estresse oxidativo e
se ele é a causa ou o efeito da atrofia induzida pelo desuso (LAWLER et al.,
2003).

Para saber se a sensibilidade tecidual a insulina estava alterada pela
imobilizacéo, realizou-se o teste de tolerancia a insulina e os resultados, mesmo
sugerindo elevacdo na captacdo como mostra a figura 8, estatisticamente néo foi
constatada diferenca na constante de decaimento da glicose.

Pelo fato da situacdo de imobilizacdo poder estar gerando estresse ao
animal e interferindo nos resultados, optou-se por dosar a quantidade de &cido
ascorbico presente nas glandulas supra-renais. Os dados mostram que nao houve
alteracao se comparado ao controle (AZEVEDO, 1994), apontando para a eficicia
da ortese no estudo da atrofia muscular, sem se caracterizar como situacado
indutora de estresse.

A partir da constatacdo do comprometimento metabdlico e no peso
muscular induzidos pela imobilizagdo, o objetivo seguinte foi propor tratamentos
que pudessem interferir no processo de atrofia e melhorar o perfil energético
durante a imobilizacdo, jA que o musculo tem que apresentar condicdes normais
de massa e reservas energéticas para ter uma efetiva contracao.

Assim, optou-se por um recurso utilizado na medicina, o farmaco
clembuterol e por um recurso fisioterapéutico, a estimulacdo elétrica
neuromuscular.

Apesar do prévio conhecimento do anabdlico clembuterol ser usado tanto
por atletas e bodybuildings quanto por pessoas que apresentam a condi¢ao clinica

de atrofia muscular, o objetivo primordial foi avaliar seu efeito sistémico, ou seja,
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em tecidos-alvos. Inicialmente, a dose e a via foram cuidadosamente selecionadas
e escolhida a via subcutanea na dose de 10ug/Kg, visto que em altas doses tem
sido observados efeitos colaterais (LAVRADOR et al., 2002; FITTON et al., 2001).
Os trés primeiros parametros avaliados foram o conteddo hepatico de
glicogénio, o comportamento da freqiéncia cardiaca e a concentracdo plasmatica
de acidos graxos livres. Observou-se que os dois primeiros parametros nao se
alteraram frente ao tratamento, por outro lado, a concentragdo plasméatica de
acidos graxos livres se mostrou significativamente elevada, indicando lipdlise.
Apesar de alguns estudos relatarem efeitos téxicos e hipertrofia muscular
cardiaca com o uso prolongado por doses elevadas do agonista 3, (PACK et al.,
1994; BAKKER et al., 1998; DUNCAN et al., 2000), ndo € consenso, pois outros
estudos ndo demonstram alteragbes induzidas pelo seu uso quando em
microdoses (FITTON et al., 2001). Guldner et al. (2000) usaram dose de 150ug (3
vezes/semana durante 5-8 meses) de clembuterol e observaram preservacao de
certas propriedades fisioldgicas, como a funcéo cardiaca sistélica e diastolica.
Com relacdo a lipolise provocada pelo clembuterol, varios estudos
afrmaram que os agonistas [ adrenoceptores além de aumentar a massa
muscular também diminuem a gordura corporal em roedores, porém o mecanismo
ainda n&o é entendido (PAN et al., 2001; CASTLE et al., 2001; PAGE et al., 2004).
No bojo do trabalho, foi verificado que o0s receptores B-adrenérgicos
também estdo presentes nos eritrocitos e merecem uma melhor atencao, tendo
em vista a possibilidade do tratamento desencadear alteracdes hematologicas

significativas. Neste contexto, o foco foi direcionado a resposta das hemaceas ao
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choque hiposmoético e foi observado que as células coletadas de ratos tratados
com clembuterol ndo se diferem daquelas coletadas de ratos controle, quando
submetidos a variacdo osmoética, verificando ainda que o0s parametros
hematolégicos que pudessem indicar anemia estavam dentro da normalidade. Os
resultados sugerem que o0s eritrocitos podem estar participando de outros
sistemas ligados ao suprimento energético, como por exemplo, do ajuste glicémico
local, sem alterar sua acao fisiologica (GUARNER & ALVAREZ BUYLLA, 1990).

No mesmo contexto, despertou a preocupacao de avaliar se o tratamento
com clembuterol promove alteracfes bioquimicas. Assim, optou-se por determinar
o perfil bioguimico e verificou-se que a glicemia, lactatemia, uréia e creatinina
plasméticas néo diferiram do grupo controle.

Estudos recentes observaram que o tratamento crénico com clembuterol
reduz as concentragfes plasmaticas de insulina, além de melhorar a tolerancia a
glicose (HUNT et al., 2002; PAN et al., 2001; CASTLE et al., 2001). Neste sentido,
optou-se por realizar o teste de tolerancia a glicose, método direcionado a avaliar
a dindmica secretdria da insulina. Cabe salientar que, a regulacao da captacao da
glicose pelo musculo esquelético é modificada na presenca dos hormdnios
insulina e epinefrina (HUNT et al.,, 2002), sendo que a insulina, ativa as vias
responsaveis por aumentar a captacdo de glicose por ativacdo do transporte de
glicose e a formacdo de reservas de glicogénio, enquanto que a epinefrina,
ativando as vias de receptores 3 adrenérgicos, atenua esse processo (ASLESEN

& JENSEN, 1998). Porém, tem sido observado que a exposi¢cdo cronica dos
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agonistas B adrenérgicos melhora a acdo da insulina e o clearance em ratos e
humanos (LUPIEN et al., 1990).

Segundo Hunt et al. (2002) a possibilidade do aumento da sensibilidade da
insulina no muasculo esquelético apds tratamento crénico com clembuterol pode
ser devido a reduzida influéncia da epinefrina sobre a acéo da insulina como um
resultado de downregulation dos receptores (3 adrenérgicos, ou seja, a efetividade
da epinefrina inibir a captacao de glicose estimulada pela insulina foi severamente
diminuida em musculos de ratos tratados com clembuterol. Ainda, sugere-se que
esta atenuacdo na acao da epinefrina foi acompanhada pelo aumento na ativagéao
da proteina de sinalizacdo PI3-K. Assim, tanto a diminuicdo na captacdo da
glicose estimulada pela insulina quanto a reducao nas reservas de glicogénio e a
inibicdo da atividade da PI3-K estimulada pela epinefrina foram antagonizadas
pelo clembuterol.

Os resultados deste estudo se relacionam com estes trabalhos pelo fato do
tratamento com clembuterol, que apesar de ser agudo, mostrou maior
sensibilidade a insulina pelo teste de tolerancia a insulina, o qual mostrou maior
velocidade de decaimento da glicose na presenca da insulina.

Quanto ao teste de tolerancia a glicose houve uma maior area sob a curva,
que possivelmente se deva ao fato do muasculo estar mais sensivel a insulina
(ITT), e para ndo gerar hipoglicemia, o pancreas estaria compensando com
reducdo no processo secretério da insulina. Assim, o comportamento frente ao

teste GTT se apresenta diferenciado por ajustes de retroalimentacao.
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Este resultado concorda com o estudo de Pan et al. (2001), onde
observaram uma maior area sob a curva no teste de tolerancia a glicose em ratos
obesos tratados com clembuterol. Esses pesquisadores sugeriram uma relacao
inversa entre as concentracdes plasmaticas de insulina e glicose, sendo que o
aumento nesse parametro foi devido ao aumento na acéo da insulina ao invés do
aumento na secrecao deste hormoénio.

Outro aspecto avaliado foi a ingesta liquida e soélida, pois segundo Mancini
& Halpern (2002) a estimulacdo dos receptores B, adrenérgicos localizados na
area perifornical leva a diminuicdo da ingesta alimentar. Porém, microdoses
diarias de clembuterol ndo foram capazes de interferir nesse processo. Os pesos
corporais desses animais também nao se alteraram pelo tratamento.

Com relacdo as reservas energéticas, o clembuterol promoveu aumento
tanto no grupo controle quanto no imobilizado, fato que pode ser explicado pela
substancia promover o aumento da captacao tecidual de glicose, possivelmente
por efeito permissivo a acdo da insulina como sugerem Pan et al. (2001) e Torgan
et al. (1995).

No estudo de Pan et al. (2001) o aumento na captacdo de glicose
estimulado pelo clembuterol foi paralelo ao aumento nas reservas de glicogénio,
sendo representado por 75-90% da glicose captada. Castle et al. (2001) atribuiu a
melhora da resisténcia a insulina induzida pelo clembuterol a hipertrofia muscular
e a melhora da resposta dos musculos de contracdo rapida a insulina.

Segundo Zanqueta (2004) a ativacéo do receptor 3 no pancreas estimula a

secrecdo da insulina, o que pode explicar as maiores reservas energéticas
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induzidas pelo tratamento.

Quanto ao peso muscular do séleo e do extensor longo dos dedos, dos
grupos controle e imobilizado, houve aumento na presenca do clembuterol,
condicdo que pode ser apontada como de responsabilidade de suas acdes
anabolicas. Este fato se relaciona com o estudo de Canu et al. (2001), onde foi
observada a acdo anabdlica do clembuterol tanto em muasculos normais quanto
nos atrofiados.

Conforme mostram os resultados, o clembuterol promoveu o aumento mais
pronunciado no peso muscular do extensor longo dos dedos do que no soleo.
Segundo Canu et al. (2001) o clembuterol tem acdo mais forte nos musculos de
contracao rapida do que nos de contracao lenta, sendo que no seu estudo ele foi
capaz de promover hipertrofia no gastrocnémio tanto do grupo controle quanto no
grupo que teve a pata em suspensdo durante 2 semanas, diferente do séleo. J&
para Navegantes et al. (2001), apesar do musculo extensor longo dos dedos ser
mais responsivo ao efeito hipertréfico estimulado pelo clembuterol do que os
musculos vermelhos, como o séleo, o efeito da reducdo da protedlise muscular
nao se difere pela tipagem de fibra.

Embora o mecanismo celular seja desconhecido, a administracdo de
clembuterol tem sido associada com aumento na sintese protéica, no tamanho da
célula e na forca muscular (MALTIN et al., 1993).

Apesar do tratamento agudo com o [, agonista promover a melhora
energética e na massa muscular, ele ndo mostrou diferenca na concentracdo de

proteinas totais de todos os musculos analisados e no indice de hidratacdo do
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musculo soleo.

Mikines et al. (1991) demonstraram que a inatividade fisica causada por
periodo acamado tdo pouco quanto 7 dias esta associado com reducdo na
sensibilidade a insulina no musculo esquelético. A inatividade fisica prolongada
também mostrou reducdo na capacidade de transporte de oxigénio de musculo
esquelético, diminuicdo no conteddo de GLUT4 e resisténcia a insulina como
mostra o estudo de Hamada et al. (2003).

Um evento que conhecidamente melhora a dindmica de captacdo e
metabolismo da glicose, é a elevacao na atividade contratil das fibras musculares
que aumentam a captacdo de substratos energéticos e a atividade das vias
metabdlicas celulares (RYDER et al., 1999; SILVA et al.,, 1999; WILKES &
BONEN, 2000 CANCELLIERO et al, 2003; GUIRRO et al., 2004), fato
comprovado pelos resultados, uma vez que os grupos submetidos somente a
estimulacgdo elétrica neuromuscular apresentaram maiores reservas de glicogénio.

O exercicio fisico tem profundos efeitos no metabolismo energético da
contracdo do musculo esquelético. E bem estabelecido que o exercicio pode ativar
diretamente a captacdo de glicose no musculo esquelético por induzir
translocacao dos transportadores de glicose (GLUT4) para a superficie celular via
um mecanismo independente da insulina (transporte de glicose estimulada pela
contragdo) (GOODYEAR et al, 1991; LUND et al., 1995). O fendbmeno é
considerado responsavel pelo efeito agudo do exercicio no transporte de glicose,
com a maioria da glicose sendo captada para contracdo muscular esquelética.

O periodo ap6s o exercicio é também caracterizado pelo aumento

substancial na sensibilidade a insulina que leva a translocacdo de GLUT4
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dependente de insulina e transporte de glicose como um fendmeno local restrito
aos musculos exercitados (GAO et al., 1994; HANSEN et al., 1998).

Um achado importante do estudo de Hamada et al. (2003) foi que a
captacao de glicose corporal € agudamente aumentada em resposta a 20 minutos
de estimulacéo elétrica neuromuscular e este aumento perdura por pelo menos 90
minutos apos a finalizacdo da estimulacéo elétrica.

Neste sentido, Polacow et al. (2003) demonstraram o0s beneficios da
estimulacao elétrica neuromuscular em musculos normais e desnervados, sendo
observado uma expressiva melhora no perfil metabdlico associado a reducao na
fibrose, fatos mantenedores de uma integridade parcial das fibras.

Apesar da melhora energética promovida pela estimulacdo elétrica
neuromuscular, ndo houve diferenca na massa muscular do séleo e extensor
longo dos dedos, tanto no grupo controle quanto no imobilizado.

Com relacdo a associacao dos tratamentos, o perfil energético apresentou-
se melhor do que os tratamentos isolados, tanto no grupo controle quanto no
grupo imobilizado, no qual essa melhora foi ainda mais relevante. Quanto & massa
muscular, o séleo teve melhora na massa somente na condi¢cdo imobilizada,
diferente do extensor longo dos dedos, que apresentou melhora nos dois grupos
associados.

Isso mostra que o clembuterol pode ser um coadjuvante no tratamento
fisioterapéutico devido sua acdo em minimizar a perda de massa e o0
comprometimento metabdlico muscular, principalmente em pacientes que estédo
incapacitados de realizar o exercicio fisico ou que ndo toleram a estimulacdo

elétrica neuromuscular.
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7. CONCLUSAO
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7. CONCLUSAO

- A imobilizagdo do membro em posicdo neutra do tornozelo durante 7 dias
promoveu redugfes nas reservas energéticas musculares, além de apresentar
perda de peso significativa dos musculos soleo e extensor longo dos dedos;

- A imobilizacdo do membro ndo se mostrou uma condi¢cao estressora ao animal,
promoveu aumento na captacdo de 2-deoxiglicose, ndo mostrou alteragdo no
indice de decaimento da glicose apds teste de tolerancia a insulina, ndo modificou
o indice de hidratacdo do musculo s6leo e néo alterou a quantidade de proteinas
totais musculares.

- Apesar do tratamento com clembuterol elevar a disponibilidade de acidos graxos
livres plasmaticos, ndo promoveu alteracdo na frequéncia cardiaca, glicogénio
hepatico, fragilidade osmatica, perfil hematolégico, perfil bioquimico, peso corporal
e ingesta alimentar.

- O tratamento com clembuterol promoveu melhora na sensibilidade tecidual a
insulina determinado pelo teste de tolerancia a insulina, devido a maior velocidade
de decaimento da glicose.

- Os tratamentos isolados, do clembuterol e da estimulacdo elétrica
neuromuscular, promoveram elevagdo nas reservas energéticas musculares dos
grupos controle e imobilizado, sendo que, quando associados, as reservas
energéticas se apresentaram ainda maiores.

- Os musculos sdleo e extensor longo dos dedos dos grupos controle e imobilizado
apresentaram aumento no peso pelo tratamento do clembuterol e quando esse foi
associado a estimulacdo elétrica neuromuscular.

- O trabalho mostra que tanto a estimulacdo elétrica neuromuscular isolada ou
associada a protecdo farmacoldgica induzida pelo tratamento com clembuterol
foram ferramentas importantes para a constancia na homeostasia energética do
musculo imobilizado, merecendo maior atencdo quanto a sua aplicabilidade como

coadjuvante em procedimentos utilizados na Fisioterapia.
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