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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar, na fase aguda da imobilizagéo, a resposta
guimio-metabodlica da musculatura esquelética imobilizada. Para tanto, foram
utilizados ratos Wistar com 3 meses de idade, mantidos em condicGes
controladas de biotério e distribuidos em 4 grupos experimentais de n=6: grupo
controle (C); imobilizadol dia (1), 2 dias (12) e 3 dias (I13). Para a imobilizagéo foi
utilizado um modelo de ortese de resina acrilica que permitiu a manutencdo da
articulacdo do tornozelo em 90° e as articulacdes do joelho e quadril livres. Apds o
periodo experimental os animais foram sacrificados e coletadas amostras de
plasma, figado (F) e dos musculos sdleo (S), gastrocnémio branco (GB) e misto
(GM), os quais foram encaminhados para as seguintes analises: determinacéao do
glicogénio muscular e hepético; mensuracdo da relacdo DNA/proteinas totais
musculares; determinacdo do indice de hidratacdo e do peso muscular do
musculo (S); andlise das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)
muscular e plasmatico; andlise da proteina carbonilada plasmatica; avaliacdo da
secrecdo de insulina; teste de tolerancia a insulina; mensuragcdo da captacao de
2-deoxiglicose e determinacdo da concentracdo plasmatica de corticosterona.
Para a avaliacdo estatistica foi utilizado o teste (kolmogorow-Smirnov), andlise de
variancia e teste de Tukey, com nivel de significAncia de 5%. Quanto aos
resultados, observa-se que as alteracbes peculiares da fase aguda tém
comportamento progressivo. Assim, a concentracao do glicogénio muscular do (S)
sofreu redugdo progressiva do primeiro ao terceiro dia, enquanto que nos
musculos (GB) e (GM) houve no primeiro dia aumento nas reservas glicogénicas,
seguido de reducdo no segundo e terceiro dia; quanto a relacdo DNA/proteina
total houve aumento concomitante ao aumento do indice de hidratacdo e a
reducdo do peso do (S); as concentracdes plasmaticas de TBARS e proteina
carbonilada aumentaram a partir do segundo dia, ao passo que as concentracdes
musculares de TBARS nao sofreram alteracOes significativas; a secrecdo de
insulina aumentou no segundo dia; a sensibilidade tecidual a insulina foi maior no
segundo e terceiro dia, porém, ndo houve alteracbes na glicemia basal; a
captacdo de 2-deoxiglicose foi maior no primeiro dia; a corticosterona plasmatica
teve grande aumento ro primeiro dia, seguido de reducdo no segundo e terceiro
dia, porém permaneceu além dos niveis normais; as reservas glicogénicas
hepaticas ndo sofreram alteracdes significativas. Diante da analise dos resultados
conclui-se que a musculatura esquelética submetida a imobilizacdo sofre
processos deletérios que desencadeiam alteracdes quimio-fisioldgicas, reduzem a
homeostasia energética e funcional e assim predispdem precocemente ao
desenvolvimento da hipotrofia.

Palavras chave: Imobilizacdo, Fisioterapia, atrofia, glicogénio, reabilitacao,
TBARS
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O desuso muscular impbe varias conseqUéncias ndo somente a
musculatura esquelética, mas também a cartilagem, osso, ligamentos e tenddes
devido a reducao de estimulos a essas estruturas. Dentre as diferentes alteracdes
musculares, a mais abordada na literatura é a hipotrofia muscular, a qual merece
especial atencdo no que tange a reabilitacao.

Peculiarmente, a imobilizacdo de membros, tem como uma das
consequéncias a hipotrofia muscular, que necessita de procedimentos de
reabilitacdo durante um longo periodo, l6cus de acdo da fisioterapia. Contudo,
muitas vezes, o tempo de imobilizacdo é extenso, o que pode levar a hipotrofia
severa.

A hipotrofia muscular esquelética tem-se constituido, nos ultimos anos
como objeto de estudo de indmeros cientistas, uma vez que, se encontra
associada a varias afeccbes, como por exemplo, a insuficiéncia cardiaca, a
sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA), quadros de infeccédo generalizada
(sepse) ou por determinismo biologico. Neste sentido, destaca-se que 0s
mecanismos subjacentes as alteracdes morfoldgicas, bioquimicas e funcionais
induzidas por esta vertente anatomopatoldgica permanecem ainda por ser
esclarecidos. A hipotrofia € um processo onde se observam inimeras alteracées
metabdlicas, bioquimicas e estruturais que repercutem na funcionalidade dos
musculos afetados (Appell, 1990).

O processo de hipotrofia constitui uma resposta do tecido muscular em
situacOes de tensdo e/ou de carga mecanica reduzida, na tentativa de manter um

funcionamento eficiente e ajustado as novas exigéncias funcionais (Edgerton, et

al. 2002). Desta forma, este processo pode ser visto como uma expressdo da
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Com base nesses fatos, o conhecimento da fisiopatologia da hipotrofia
muscular pode ter importante repercussdo no desenvolvimento de melhores
acles terapéuticas e possibilitar o aprimoramento de protocolos de prevencao e
reabilitacdo (D’Antona et al. 2000).

Diante das considera¢gfes anteriormente mencionadas, a hipotese desse
estudo € que no processo de hipotrofia muscular induzida pela imobilizacdo, pode
haver participacdo de espécies reativas de oxigénio associada a eventos

precocemente ativados na fase aguda do desuso.
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de receptores, atividade de sistemas especificos de captacdo e pelo metabolismo
de substratos (Richarson et al. 1991).

Com relacdo ao metabolismo dos carboidratos, a homeostasia energética
das fibras musculares se mantém pela insulina, cuja acéo facilita a captacéo e o
metabolismo da glicose, além de regular a cadeia dos processos metabdlicos. Em
especial no tecido muscular, a sensibilidade a insulina depende da integridade e
responsividade dos receptores nicotinicos da placa motora (Garcia e Kanaan,
1997).

Sabe-se também que a musculatura esquelética € o tecido mais importante
envolvido na homeostasia glicémica, pela capacidade de captar grandes
guantidades de glicose apos infusdo ou ingestdo. Em condi¢cdes basais, as fibras
musculares esqueléticas apresentam pequenas concentragdes citosdlicas de
glicose, porém, frente a hiperinsulinemia, hiperglicemia ou atividade fisica, ocorre
uma maior captacdo da glicose, que pode ser oxidada e liberada na forma de
lactato, alanina ou piruvato ou direcionada para formacéo de gicogénio (Exton,
1987).

O transporte de glicose pelas membranas das fibras musculares é
realizado por um grupo de transportadores conhecidos como GLUT (Klip e
Paquet, 1990). O GLUT-1 é responsavel pela captacdo basal de glicose, ao passo
gque o GLUT-4, mais importante, participa efetivamente do controle glicémico
captando grandes quantidades de glicose, e pode ser translocado de
reservatorios vesiculares citosdlicos em direcdo a membrana plasmética (Burant
etal. 1991).

Uma diversidade de fatores pode comprometer a homeostasia metabdlica

das fibras musculares, entre o0s quais destacam-se a imobilizacdo, periodo
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mecéanica muscular, onde o muasculo tenta ajustar seu aparato metabdlico as
novas exigéncias funcionais.

Tem-se caracterizado a hipotrofia como um processo especifico para cada
tipo de musculo, tanto em humanos, como em animais (Castro, 1999). Assim as
fibras do tipo | ttm menor adaptacdo em relacdo as fibras do tipo Il (Talmadge,
2002).

Segundo Tanaka et al. (2004), o musculo séleo detém maior nimero de
fibras do tipo | ao passo que no extensor longo ha um predominio de fibras do tipo
II, sendo assim, em casos de imobilizagcdo o musculo séleo é mais comprometido.

Musculos cuja agdo € anti-gravitacionaria como o soleo, possuem maior
processo hipotréfico em situacdes de auséncia de atividade mecanica (Caiozzo,
1996). Nesse sentido um estudo realizado por Kasper (2002), revela que as fibras
lentas sdo as que mais sofrem com a hipotrofia, apresentando fibrilas
desintegradas, lesédo mitocondrial, além de linhas Z estendidas. Outras alteracdes
como condensagdo e fragmentacdo da cromatina nuclear (Smith, 2000);
irregularidades no reticulo sarcoplasmatico (Lu, 1997); reducdo de sarcbmeros
em paralelo (Kasper, 2002) e reducdo progressiva da capilarizagdo, também
contribuem para a degeneracédo muscular que ocorre na hipotrofia.

Herrera et al. (2001), a partir de um estudo realizado com ratos, concluiram
gue o musculo soéleo sofre mais que o extensor longo dos dedos e atribuiram esse
fato a composicao do tipo de fibra.

Simultaneamente a hipotrofia muscular, ocorrem significativas modificacbes
na homeostasia do musculo esquelético, de forma que ha comprometimento da

sintese de proteinas miofibrilares ou n&o, e consequentemente reducdo na
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via PI3-K/Akt, sem qualquer evidéncia de comprometimento da expressdo de
GLUT-4, sugerindo que a ativacdo da via p38 MAPK pode ter uma participacéo
nesse processo.

Appel (1990), descreveu que as principais e maiores alteracdes
metabdlicas, histolégicas e bioquimicas ocorrem nos primeiros dias de
imobilizacao.

Um estudo recente realizado por Fluckey et al. (2006), mostrou significativa
hipotrofia em musculos de ratos submetidos a 4 dias de suspensao pela cauda.

Edgerton et al. (2002), em um estudo realizado com ratos, observaram que
a hipotrofia € um processo que se implanta com certo grau de rapidez, pois em 4
e 7 dias de desuso, o0 musculo séleo apresentou hipotrofia equivalente a 25% e
36%, respectivamente.

Diante das diversas evidéncias cientificas relacionadas a imobilizacédo e
hipotrofia muscular, ha concordancia de que a perda de massa muscular causada
pela auséncia de descarga de peso, ou por modelos de desuso € produto da
atrofia das fibras musculares esqueléticas e aumento da degradacdo protéica
(Boonyarom e Inui, 2006). Contudo, segundo John, Wook e Scott, (2003), os
mecanismos celulares e moleculares responsaveis por essa perda ainda nédo sao
bem entendidos. Nesse sentido, o0 estresse oxidativo tem sido apontado como um
importante evento envolvido na hipotrofia induzida pelo desuso muscular (Ikemoto
et. al. 2002; Servais, et al. 2007).

O conhecimento sobre as espécies reativas de oxigénio (EROs) tem
despertado grande interesse nos ultimos anos, pelo papel desempenhado por

essas moléculas em varias situacdes clinicas.
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2.3.1 Geracao de espécies reativas de oxigénio

Segundo Ernster (1986), ao longo da fosforilagdo oxidativa a completa
reducdo do oxigénio molecular a agua requer o recebimento de 4 elétrons, esse
fendmeno pode ocorrer por duas distintas vias da cadeia mitocondrial de
transporte de elétrons. Na primeira via, a reacdo tem como catalizador final a
enzima citocromo oxidase, havendo reducao tetravalente de certa de 95-98% de
todo oxigénio que entra na cadeia mitocondrial, porém, na segunda via a
porcentagem restante de oxigénio que varia de 2-5 %, pode formar EROs pela

reducdo univalente, como ilustrado a seguir: primeiro elétron: @ + € ? 03"
(radical superéxido); segundo elétron: O, + € + 2H" ? H,0, (perdéxido de
hidrogénio); terceiro elétron: HO, + e ? "OH + 'OH (Radical hidroxila); quarto
elétron: 'OH + e- + H" ? H,0; assim, durante a fosforilagdo oxidativa o oxigénio

passa pela seguinte reacdo: O, + 4e” + 4H"? 2H,0.

2.3.2 Fontes bioldgicas de EROs

De acordo com ponderacbes de Tyler (1975), a cadeia de transporte de
elétrons nas membranas mitocondriais € a principal via biolégica envolvida na
formacdo de EROs, nesse sentido, acredita-se que o complexo ubiquinona-
citocromo b, um sistema integrante da cadeia respiratoria, € o mais provavel sitio
de formacédo do radical superéxido (O2 ). Uma vez formado, a maior parte desse
radical é convertida em perdxido de hidrogénio (H20O;) pela enzima superoxido
dismutase mitocondrial (Mn-SOD), podendo ser liberado no citosol. As situacdes
de maior formacdo de EROs pela cadeia respiratéria sdo as que envolvem
aumento no consumo de Oy, microambientes de hipoxia seguidos de

reoxigenacao, ou de isquemia seguidos de reperfuséo.
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acdo das EROs nos tecidos biolégicos. A peroxidacdo de lipdios insaturados
como o colesterol, da origem a produtos estaveis chamados de hidroperoxidos. A
deteccdo dos hidroperoxidos pode ser realizada pelo método TBARS
(Substancias reativas ao acido tiobarbitirico) ou pelo método quimico FOX
(Oxidacéo ferrosa em laranja xileno).

O método TBARS se baseia na reacdo do malondialdeido com o acido
tiobarbiturico, sendo um dos mais utilizados nos estudos de peroxidacao lipidica.
E um método simples e sensivel para mensuracdo da peroxidacdo lipidica,
porém, ndo € muito especifico (Kappus, 1985).

O método FOX se baseia na oxidacdo do Fe?* (sulfato ferroso amoniacal) a
Fe3+ por hidroperéxidos em meio acido. Na presenca de hidroperéxido forma-se
um complexo quimico entre o ion ferro e a substancia laranja xileno, produzindo
cor azul-purpura (NouroozZadeh, 1999). E um método caracterizado pela

simplicidade, baixo custo, e varias vantagens técnicas (Kennedy et al. 1989).

2.3.3 Sistemas de defesa contra a agressao oxidativa

Assim como no processo de evolucdo a maioria dos organismos Vvivos se
especializou na utilizacdo do oxigénio como componente imprescindivel para a
producéo de energia, foi desenvolvido também um complexo sistema de combate
as espécies reativas advindas do consumo de oxigénio. O sistema antioxidante

pode ser dividido em dois grupos: sistema enzimatico e ndo-enzimatico.

Participam do sistema enzimético as enzimas glutationa reduzida (GSH),
superoéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSH-Px), ao

passo que 0 nao-enzimatico € formado por substancias sintetizadas pelo
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peréxidos organicos sao eliminados preferencialmente pela glutationa peroxidase,
enquanto que em altas concentracdes de HO, predomina a acdo da catalase,
exercendo um importante papel no sistema antixidante. Em um estudo com 24
pacientes portadores de cancer de pulméo, a atividade de catalase encontrava-se
significativamente reduzida no tecido tumoral em comparacdo com o0 pulméo

normal (Chung-Man et al. 2001).

2.4 Danos celulares causados por espécies reativas de oxigénio

2.4.1 Oxidacdo de proteinas

Segundo Griffiths et al. (1998), a reacdo de EROs com proteinas, promove
oxidacdo de aminoacidos, gerando alteracfes na sua constituicéo fisica, essas
desordens se distinguem em trés categorias: fragmentagdo, agregacédo e
suscetibilidade a digestao proteolitica.

O fenébmeno da fragmentacao decorrente das EROs foi descrito por Marx e
Chevion (1986) e Wolff e Dean (1986), que observaram fragmentacdo de
albumina e o colageno. Nesse sentido, Fulle et al. (2004), descreveram que a
degradacao proteolitica somada a outros danos causados pelas EROs, como
deterioracdo do DNA e danificacdo de lipideos, resulta em sérios prejuizos

celulares e teciduais.

2.4.2 Oxidacdao de lipidios ou lipoperoxidacao
A lipoperoxidacdo tem sido definida como a cascata de eventos
bioquimicos resultantes da acdo de EROs sobre os lipidios constituintes da

membrana celular, gerando outras espécies reativas como o0s radicais alcoxil e



observaram que em condicdes fisiologicas, monossacarideos simples sofrem uma
rapida auto-oxidagcdo, formando os complexos dicarbonil e H,O,. A glicose
oxidada pode reagir com as proteinas, em um processo denominado glicosilacéo

ou glicacao.

2.4.4 Alteracdes no genoma

Diversos trabalhos evidenciam sérias alteracfes gendmicas induzidas pela
acdo de espécies reativas de oxigénio. Fraga et al. (1990), observaram
aproximadamente 20 tipos de alteracdes oxidativas do DNA pela acdo de EROs.

A lesédo do DNA mitocondrial merece destaque, pelo fato da mitocondria
ser a principal fonte de EROs, e por essa razdo o seu DNA esta exposto a altos
niveis de espécies reativas de oxigénio. Assim, o DNA mitocondrial parece ser o
alvo preferencial para muitos xenobibticos quimicos carcinogénicos (Backer e
Weinstein, 1980; Niranjan et al. 1982).

Dessa maneira, um recente trabalho de revisado observou que as EROs tém
participacdo direta nos mecanismos tumorais, uma vés que promovem ativacao
de oncogenes, mutacdo de DNA, danos em DNA mitocondrial e nuclear, ativacao
de apoptose, além da oxidacéao de lipidios e proteinas (Valko et al. 2006).

Diante das diversas evidéncias cientificas inerentes aos danos causados
pelas EROs, pesquisas recentes tém revelado que essas substancias exercem
participacéo na hipotrofia muscular decorrente de situacdes de desuso.

Nesse sentido, um estudo recente analisou 0 comportamento enzimatico
muscular, mostrando que o status antioxidante € seriamente comprometido,
possibilitando 0 aumento do estresse oxidativo durante periodos longos de

desuso. Os animais foram mantidos com o0s membros posteriores suspensos
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O trabalho teve como objetivo geral avaliar as respostas quimio-

metabdlicas de musculos esqueléticos de ratos na fase aguda da imobilizacao do

tornozelo na posicdo de 90°, bem como determinar parametros bioquimicos

indicativos das condi¢cdes homeostaticas. As andlises foram concentradas no 1°,

2° e 3° dias de desuso.

3.2 Objetivos especificos

1

2

Avaliar o perfil das reservas glicogénicas musculares e hepaticas;
Avaliar o estresse oxidativo muscular por meio da analise de TBARS
muscular e plasmatico e pela analise da proteina carbonilada
plasmatica;

Avaliar as concentracdes de DNA e proteinas totais;

Avaliar o peso do musculo séleo;

Avaliar o indice de hidratagéo do musculo séleo;

Avaliar o indice de estresse induzido pela értese;

Avaliar a sensibilidade do tecido periférico a insulina.



A Ortese que consiste em um modelo de resina acrilica, associada a cinta de
PVC por rotadores laterais, com um peso aproximado de 22 gramas, nao
restringiu a deambulacdo do animal. Vale elucidar que esse modelo de ortese

permite a imobilizacéo de (6,25+0,23%) da massa magra do animal.

Figura 1 A — Modelo de ortese utilizado evidenciando o angulo de 90°; B —
Adaptacdo da ortese no membro posterior do animal nota-se
que o modelo permite descarga de peso no membro
imobilizado.

4.3 Amostragem

Apbs anestesia com pentobarbital sodico (50mg/Kg,i.p) foram coletadas
amostras de sangue, figado e dos musculos séleo, gastrocnémio branco e
gastrocnémio misto os quais foram encaminhados para a determinacdo das

analises abaixo relacionadas.

4.4 Determinacao do Glicogénio Muscular e Hepatico

As amostras dos musculos foram digeridas em KOH 30% a quente 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 durante 10 minutos.

O glicogénio precipitado, foi submetido a hidrélise acida na presenca de fenol,



lipidicos, malondialdeidos e demais aldeidos de baixo peso molecuar), que ao
reagirem com o acido 2-tiobarbittrico (TBA), formam bases de Schiff.

Para tanto, as amostras de plasma ou musculo, foram diluidas em H,SOy,
foi adicionado a esta diluicdo acido fosfotungstico, seguido de centrifugacéo a
3000 rpm por 10 mim. O sobrenadante foi descartado e o precipitado suspenso
em H,SO, centrifugado novamente a 3000 rpm, o sobrenadante foi novamente
descartado, e o precipitado dissolvido em HO deionizada. A essa mistura foi
adicionado solucdo composta de &cido tiobarbittrico 0,67%, e acido acético 50%;
a amostra foi incubada em banho-Maria 90°C por 1 hora; apds o resfriamento foi
efetuada a extracdo das substancias reativas ao acido tiobarbittrico com 5 mL de
butanol. A medida da emissdao da fluorescéncia foi determinada pela

espectrofotometria a 553 nm, os valores foram descritos em mmol/L.

4.9 Anélise da proteina carbonilada

A analise dos derivados de proteina carbonilada foi realizada de acordo
com a proposta de Faure e Lafond (1995).

O plasma foi diluido em HO deionizada, bi adicionado a amostra acido
tricloroacético para a precipitacao das proteinas, seguida de centrifugacédo a 3000
rom por 10 min, apos a centrifugacdo foi desprezado o sobrenadante e o
precipitado incubado durante 50 min a 37°C com 1 mL de DNPH dissolvido em
HCL. Apoés a incubacao, nova precipitacdo das proteinas foi realizada com TCA,
lavando o precipitado 3 vezes com uma solucéo de etanol/acetato de etila (1:1). O
sedimento final foi ressuspendido com guanidina dissolvida em tampé&o fosfato de
potassio, corrigido com acido trifluoroacético; a leitura espectrofotométrica foi

realizada a 380 nm, os valores foram expressos em nmol/L.
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foi substituida por 1,0 mL do mesmo tampao, contendo diferentes concentracdes
de glicose: 2,8; 5,6; 8,3; 16,7 mmol/L.

Procedeu-se uma nova incubacdo durante 90 min, nas condi¢cdes acima
referidas. ApOs este periodo, as placas foram colocadas no freezer (-20) por 10
min e, o sobrenadante, de cada poco transferido para tubos de polietileno e
conservados a-20° C, até o momento da dosagem da insulina secretada.

A insulina secretada durante o periodo de incubacao foi avaliada de acordo
com o método descrito por Scott et al. (1981), os valores estdo expressos em

ng/ilhota/80min.

4.11 Teste de tolerancia ainsulina (ITT)

Para a realizagdo do ITT os animais foram anestesiados com pentobarbital
sédico (50 mg/Kg de peso). ApGs a anestesia foi feito um corte na cauda de cada
animal por onde foram coletadas amostras de sangue. Apds a primeira coleta
tempo zero (TO) foi injetado insulina regular Biobras® 1U/Kg de peso (1U/ml) e
outras amostras foram coletadas nos tempos 25, 5, 10 e 20 min e a glicemia
avaliada pelo meio de glicosimetro (ACCU-CHEK) de acordo com Chan et al.

(2001).

4.12 Determinacdo da concentracdo plasmética de corticosterona
Para analise da concentracdo plasmatica de corticosterona foi utilizado o

método ELISA (BIORAD - diagnésticos), os valores foram descritos em ng/mL.

4.13 Captagéo de 2-Deoxiglicose
ApoOs anestesia, o0 musculo sdleo foi isolado com o minimo de lesdo

possivel e fatias longitudinais com peso entre 25-35 mg foram primeiro incubadas



5 RESULTADOS

5.1 Efeito da periodicidade da imobilizacdo sobre o conteddo muscular de
glicogénio

Na andlise do musculo séleo foi observado que nas primeiras 24 horas de
desuso, ndo houve alteracdo significativa, observarouse as seguintes médias +
erro padrdo da média (controle C: 0,52+0,07 e 11: 0,46%0,04). Por outro lado, no
segundo e terceiro dia houve reducéo progressiva nas reservas, equivalendo a
53% no grupo imobilizado 2 dias (C: 0,52+0,07 e 12: 0,24+0,06, p<0,05) e 65% no
grupo imobilizado 3 dias (C: 0,52+0,07 e 13: 0,18+0,03, p<0,05).

No que tange ao gastrocnémio branco observou-se que, a concentragdo do
musculo comportouse de forma diferente se comparado aos demais musculos,
uma vez que, nas primeiras 24 horas houve aumento estatisticamente significativo
de 89% (C: 0,37x0,07 e I1: 0,70+0,19, p<0,05), ao passo que no segundo e
terceiro dia, as reservas foram reduzidas e estabilizadas em 8% (C: 0,37+£0,07 e
12: 0,34+0,07, p>0,05).

Dentro do mesmo parametro de analise foi avaliado o musculo
gastrocnémio misto, e foi verificado que este acompanha o comportamento do
musculo gastrocnémio branco, porém, em proporcdes diferenciadas, de forma
gue nao houve diferenca significativa nas primeiras 48 horas, assim representado
no primeiro dia (C: 0,49+0,08 e 11. 0,66+0,05, p>0,05) e segundo dia (C:
0,49+0,08 e 12: 0,39+0,10, p>0,05). Por outro lado, no terceiro dia houve reducao
significativa de 59% (C: 0,49+0,08 e 13: 0,20+0,07, p<0,05) como se obsserva

nas figuras 2, 3 e 4.
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Figura 5 - Conteudo de DNA (mg/100mg) dos musculos soleo (S), gastrocnémio
branco (GB) e misto (GM) no primeiro dia de imobilizag&o (11). Os valores
representam a médiatepm, n=6. *p<0,05 comparado ao controle (C).
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Figura 6 - Conteudo de proteinas totais (mg/100mg) dos musculos séleo (S),
gastrocnémio branco (GB) e misto (GM), no primeiro dia de imobilizacao
(11). Os valores representam a médiastepm, n=6. *p<0,05 comparado ao
controle (C).
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Figura 7 - Conteado de DNA (mg/100mg) dos musculos soleo (S), gastrocnémio
branco (GB) e misto (GM), no segundo dia de imobilizacdo (12). Os
valores representam a meédiatepm, n=6. *p<0,05 comparado ao controle
(©).
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Figura 8 - Conteudo de proteinas totais (mg/100mg) dos musculos séleo (S),
gastrocnémio branco (GB) e misto (GM), no segundo dia de
imobilizagcdo(l12). Os valores representam a meédiatepm, n=6. *p<0,05
comparado ao controle (C).
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Figura 9 - Conteudo de DNA (mg/100mg) dos musculos soleo (S), gastrocnémio
branco (GB) e misto (GM), no terceiro dia de imobilizag&o (13). Os valores
presentam a meédiatepm, n=6. *p<0,05 comparado ao controle (C).
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Figura 10 - Conteudo de proteinas totais (mg/100mg) dos musculos séleo (S),
gastrocnémio branco (GB) e misto (GM), no terceiro dia de imobilizacdo

(13). Os valores representam a médiatepm, n=6. *p<0,05 comparado ao
controle (C).
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5.3.2 Efeito daimobilizagdo sobre o indice de hidratagdo muscular

Essa analise revelou aumento progressivo ao longo do periodo de

imobilizacdo, com expressdo a partir do 2° dia. Assim, o musculo soleo néo

apresentou diferenca no primeiro dia, representado percentualmente por (C:

71,42+0,42% e 11: 73,13+06%). A partir do segundo dia, esse incremento tornou

se significativo atingindo 6,44% (C: 71,42+0,42% e 12: 76,02+1%, p<0,05) e no

terceiro dia a hidratacdo foi ainda maior representado por valores 8,58% maiores

gue o controle (C: 71,42+0,35 e 13: 77,55%0,38%, p<0,05), (figura 12).

Hidratacdo muscular

em %

11 2 13

Grupos experimentais

Figura 12 - Hidratagdo do musculo séleo (S) nos grupos controle (C) e
imobilizados um (I11), dois (I12) e trés dias (I13). Os valores estdo
expressos em porcentagem e representam a médiatepm, n=6. *p<0,05
comparado ao controle (C).
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Figura 15 — Concentracdo de TBARS (mmol/L) dos mausculos séleo (S),
gastrocnémio branco (GB) e misto (GM) no primeiro dia de imobilizacao
(I1). Os valores representam as médiastepm, n=6. p>0,05 comparado
ao controle (C).
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Figura 16 — Concentracdo de TBARS (mmol/L) dos mdusculos soleo (S),
gastrocnémio branco (GB) e misto (GM) no segundo dia de
imobilizac&o (12). Os valores representam as médiastepm, n=6. p>0,05
comparado ao controle (C).



55 RESPOSTAS NEUROENDOCRINAS DESENCADEADAS PELA
IMOBILIZACAO
5.5.1 Avaliacao da secrecao de insulina
Os resultados mostram que n&do houve mudanca na sensibilidade das
ilhotas quando expostas as diferentes concentracées de glicose 2,8; 5,6; 8,3 e
16,7 mmol/L nas primeiras 24 h de imobilizagdo como mostra a figura 18. Ao
passo que ao avaliar o 2° dia de imobilizacdo observou-se elevacdo na secrecao
de insulina atingindo valores 12% maiores na presenca de 5,6 mmmol/L
(C:5,61+0,1 ngl/ilhota/80min e 12: 6,30+0,1 ng/ilhota/80min, p<0,05), figura 16;
32% na presenca de 8,3 mmmol/L (C:8,35+0,2 ng/ilhota/80min e 12: 10,3+0,2,
ng/ilhota/80min p<0,05), como pode ser observado na figura 20 e 22% na
presenca de 16,7 mmmol/L (C:19,01+0,4 ng/ilhota/80min e B: 22,9+0,3, p<0,05),
observar figura 21. Nas mesmas figuras pode-se observar ainda que, no 3° dia de

imobilizacdo o comportamento das ilhotas nao difere do controle.
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Figura 20 - Secrecdo de insulina por ilhota pancreatica isolada de

ratos do grupo controle (C) e de ratos imobilizados durante
um (I11), dois (I12) e trés dias (I3) e incubadas em presenca
de glicose (8,3 mmol/L). Os valores representam a

mediatepm, n=6. *p<0,05 comparado ao controle (C).
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Figura 21 - Secrecdo de insulina por ilhota pancreética isolada de
ratos do grupo controle (C) e de ratos imobilizados durante
um (I11), dois (12) e trés dias (I3) e incubadas em presenca
de glicose (16,7 mmol/L). Os valores representam a media
+ epm, n=6. *p<0,05 comparado ao controle (C).
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5.5.3 Avaliacdo da concentracdo plasmatica de corticosterona

A partir da observagdo das alteragbes comportamentais induzidas pela
limitacdo funcional imposta pela 6rtese, foi avaliada a concentracéo plasmatica de
corticosterona, que é um dos hormdénios mais importantes para determinacéao do
indice de estresse, e como pode ser observado na figura 25, o grupo imobilizado
apresentou no primeiro dia elevacao de 127% na concentracdo plasmatica se
comparado ao controle, no terceiro dia a concentracéo apresenta reducédo de 40%
guando comparado ao primeiro de imobilizagdo, porém, ainda permanece 35%

maior do que o controle.

250 _

Corticosterona plasmaética

Grupos experimentais

Figura 25 - Concentracdo plasmatica de corticosterona (ng/mL) de ratos controle
(C) e submetidos a imobilizacdo durante um (I1) e trés dias (I3). Os
dados correspondem a médiatepm, n=4. *p<0,05 comparado ao controle

(©).



6 DISCUSSAO

Diversos cientistas tém buscado constantemente aprimorar suas
metodologias de estudo a fim contribuir para o entendimento dos eventos
deflagrados pela imobilizagdo muscular, no entanto, mesmo frente ao grande
progresso nas analises experimentais, muitos aspectos merecem maior atencao e
pesquisa. Este fato instigou a avaliacdo de diferentes aspectos de cunho quimio-
fisiologico na fase aguda da imobilizacdo que € delimitada pelos primeiros dias de

desuso.

E importante destacar que o tecido alvo norteador desse estudo é o
musculo esquelético imobilizado. Desde a década de 70 do século passado, nao
se obtém consenso frente as altera¢des histo-quimiofisiolégicas induzidas pelo
desuso muscular, foram observados resultados contraditérios que descrevem
graus diferenciados de susceptibilidade a atrofia e relagbes funcionais
diferenciadas de acordo com o tipo da fibra muscular e o local em que esta
encontra-se (Edgerton et al. 1975; Williams e Goldspink, 1978; Jaffe et al. 1978;

McConell e Kingwell, 2006).

Um importante estudo realizado em 1986 sugeriu que as alteracfes mais
severas da hipotrofia ocorrem nos dias iniciais do desuso, essa sugestao indica a
possibilidade de haver certa temporizacdo nas alteracbes da homeostasia das
fibras musculares quando submetidas a imobilizacao (Appell,1986).

Com base nessas observacdes, iniciou-se o presente estudo, com a
avaliacdo do conteudo de glicogénico muscular, uma vez que esta reserva €
marcadora tanto das condicfes energéticas quanto da condicdo de performance

do musculo esquelético (Sesti, 2006). No musculo gastrocnémio branco, formado



principalmente no que refere-se as vias citosolicas ligadas a sintese de

glicogénio, predispondo ao quadro de resisténcia a insulina e concomitante

reducao nas reservas glicogénicas (Nicholsonet al.1984; Hirose et al. 2000).

Nesta fase experimental, optou-se por avaliar a captacdo da 2-
deoxiglicose, para tanto, foi escolhido o musculo séleo devido a facil localizacao,
delimitacdo anatdmica e propriedades quimio-fisiolégicas. Assim, demonstrou-se
gue o musculo séleo apresentou elevacdo na captacdo da 2deoxiglicose nas
primeiras 24h de imobilizacdo, evento que também ja foi demonstrado no musculo
desnervado por Nunes (2005). Frente aos resultados obtidos, sugere-se que a
resposta inicial a imobilizacdo pode ter diferentes vertentes que podem estar
ligadas ao desenvolvimento de estresse oxidativo, reducdo na eficiéncia da acao
insulinica, ou ainda, reducédo na eficiéncia da multiplicidade de sistemas ligados a
cascatas sinalizadoras, tais como: a proteina quinase dependente da calmodulina
(CaMK), proteina quinase C (PKC), proteina quinase dependente do mitdgeno
(MAPK), bradicinina, adenosina, proteina quinase ativada pelo AMPc (AMPK) ou
geracdo de oxido nitrico (NO) que patrticipa efetivamente do controle metabdlico.

Na literatura ha estudos indicando que longos periodos de imobilizacéo
promovem reducdo nas fibras musculares, e merece destaque o estudo de
Veldhuizen et al. (1993), que verificaram, por meio de biopsia muscular, que apés
4 semanas de imobilizacdo hd uma reducdo de 16% no didmetro da fibra do
musculo vasto lateral. Neste sentido, Chakravarthy et al (2000), demonstraram
significativa diminuicdo na massa do musculo séleo e no potencial de proliferacédo

das células satélites residentes ap6s 3 semanas de imobilizacao.

Em um estudo realizado com ratos e em diferentes tempos de imobilizacéo,

foi demonstrado que as fibras tipo | sdo as que apresentam sinais mais evidentes
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Apesar da literatura tecer consideracbes importantes a respeito dos
métodos de avaliacdo da concentracdo plasmatica de espécies reativas de
oxigénio e indicar limitacBes na interpretacdo dos dados, deve-se considerar a
importancia da informacdo neste estudo, uma vez que, no estresse oxidativo
ocorre um desequilibrio entre os sistemas pro-oxidantes e antioxidantes gerando
danos a proteinas e ao DNA, esse disturbio provoca diversas alteracdes na
funcdo celular e, portanto, tecidual (Schneider e Oliveira, 2004). Foli
fundamentado neste aspecto que passou-se a avaliar a concentracdo de DNA,
onde observou-se que 0s musculos apresentaram elevagcdo progressiva do
primeiro ao terceiro dia de desuso, comportamento que também foi observado na

analise das proteinas totais musculares.

Alguns pontos a este respeito merecem destaque, como por exemplo, o
fato de que as medidas de proteina e DNA tém sido muito utilizadas em diferentes
estudos para indicar tamanho e numero de células em um tecido, de forma que a
concentracdo de DNA indica numero de células enquanto que razdes
proteina/DNA ou peso/DNA séo indices de tamanho celular (Albanes et al. 1990).
Nesse sentido, o desenvolvimento de hipotrofia no musculo esquelético depende
do balanco entre a taxa de sintese e degradacdo das proteinas e pode ser
analisado por meio da quantificacdo do DNA e proteinas totais (Kimball, Vary e

Jefferson, 1994).

Nesta fase, passouse a gerar algumas hipoteses, pois de acordo com
observacdes prévias de Durigan (2005), o modelo de értese utilizado gera
reducado na deambulacéo logo no primeiro dia do desuso, assim, associado aos
dados demonstrados, sincronicamente a imobilizacdo também ocorre edema leve,

fato que contribui ainda mais para a reducdo na movimentacdo exploratoria.
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estruturas celulares importantes como a membrana, proteinas ou o &cido
desoxirribonucleico (Halliwell e Gutteridge, 1996; Oliveira et al. 2004).

Na mesma linha de andlise ao avaliar a geracdo de TBARS no musculo
esquelético foi verificado que o soleo apresentou uma certa elevacado no segundo
e terceiro dia, porém, sem significancia estatistica. Quanto aos demais musculos
as variacbes foram pequenas e nao significativas. O TBARS muscular assim
como outros marcadores de estresse oxidativo tém sido documentados em
trabalhos recentes, é relevante destacar o estudo de Servais et al. (2007), que
observou 49% de hipotrofia no musculo s6leo simultdneo ao aumento de TBARS,
reducdo das enzimas GSH/GSSG, e aumento da ZnCu-SOD. Contudo, vale
salientar que esse estudo observou tais efeitos depois de 14 dias de suspensao
pela cauda.

Estes dados sugerem que a geracdo de espécies reativas de oxigénio
participa significativamente dos eventos deflagrados no inicio do desuso e faz
parte das mudltiplas condicdes geradoras da hipotrofia. Assim, durante a
imobilizacdo e concomitante geracdo de espécies reativas de oxigénio, as fibras
musculares sdo submetidas a condicbes deletérias que elevam a peroxidagéo
lipidica, a carbonilacdo protéica e geram danos ao DNA e assim, prejudicam o
metabolismo celular, instalam o processo de fadiga e hipotrofia ou até induzem
apoptose (Alessio, 1993; Radak et al. 1999; Barclay e Hansel, 1990; Brotto e
Nosek, 1996).

Estudos mais recentes ratificam esses achados, uma vez que observaram
reducdo na expressao génica de proteinas musculares, atribuindo o fenémeno ao
aumento do estresse oxidativo, porém, vale ressaltar que poucos estudos

avaliaram tais alteracbes nas fases iniciais do desuso. St-Amand et al. (2001)
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concentracdo plasmatica é proporcional a intensidade do estimulo estressor
(Armario, 2006). Sendo assim, é sugestiva a proposta de que elevadas
concentracbes da corticosterona identificadas nos trés primeiros dias da
imobilizacdo podem contribuir significativamente para o desenvolvimento do
processo hipotrofico que precocemente consolida-se.

Um segundo ponto de andlise esta relacionado a sensibilidade tecidual a
insulina, indicado pela avaliacdo da taxa percentual de captacao determinada por
meio do ITT, é relevante destacar que o estudo foi realizado respeitando os
periodos fisiolégicos de maior sensibilidade & insulina (Bem-Dyke, 1971; Gibson
1972). Foi verificado que no segundo e terceiro dia de imobilizacdo ocorre
aumento na velocidade de captacdo da hexose, fato que sugere possivel acéo
integrada entre alteragbes no processo secretério de insulina acompanhado do
ajuste na populacao de receptores nos tecidos periféricos. Assim, a velocidade de
decaimento da glicose é uma resultante dos ajustes tipo “up-regulation/down-
regulation”.

Em uma analise mais primorosa dos resultados sugeriuse 0
redimensionamento da proposta e foi aventada a necessidade de avaliar a
sensibilidade do processo secretério da insulina em ilhotas isoladas, onde
observouse que em baixas concentracbes de glicose (2.8mmol/L) ndo ha
mudanga no processo secretorio da insulina em nenhum periodo experimental.
Por outro lado, nas ilhotas isoladas de ratos submetidos a imobilizacdo durante 2
dias, observouse elevacdo na capacidade secretoria de insulina quando
incubadas na presenca de glicose 5.6, 8.3 e 16.7 mmol/L. Esta mudanca na
capacidade secretoria ndo foi observada nas ilhotas isoladas de ratos submetidos

a imobilizagdo durante 3 dias.
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como médicos, fisioterapeutas ou cientistas podem interpretar os dados do
mesmo estudo sob diferentes visdes.

Assim, os resultados desse trabalho sdo de extrema importancia para o
profissional fisioterapeuta, uma vez que o conhecimento da fisiologia da hipotrofia
muscular repercute relevantemente sobre as implicagdes clinicas da hipotrofia
muscular, principalmente no que tange as limitacdes na capacidade funcional,
bem como na qualidade de vida da populagdo. Nesse sentido, indubitavelmente
esse trabalho contribui de forma significativa para a ciéncia Fisioterapia,
principalmente pelo fato de ponderar a necessidade da intervencao precoce nos
casos de desuso muscular.

Dessa maneira, o conhecimento sobre os mecanismos aqui discutidos
instiga o profissional fisioterapeuta a reavaliar seus protocolos terapéuticos, bem
como estimar a necessidade de busca e elaboracdo de novos protocolos de
prevencao e/ou reabilitacdo que possam se contrapor aos eventos deflagrados

nas fases iniciais do desuso, e assim minimizem os eventos hipotroficos.

7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectivas futuras entende-se que futuros projetos poderdo ser
desenvolvidos no sentido de utilizar recursos terapéuticos peculiares a
fisioterapia, com o objetivo de avaliar os efeitos da intervencao fisioterapica sobre

os fendmenos hipotréficos na fase aguda do desuso.
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