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RESUMO

O tecido muscular sofre adaptagdes em decorréncia do uso ou do desuso excessivo. O desuso
do tecido muscular pode ser decorrente de lesdes neuroldgicas que causam paralisias ou da
imobilizagdo, comumente usada como recurso terapéutico no tratamento de lesdes ortopédicas
diversas. As adaptagdes sofridas pelo tecido muscular durante a imobilizacdo podem ser
influenciadas pelas variaveis: tempo e posicdo do membro imobilizado. O objetivo deste
trabalho ¢ avaliar o possivel potencial mutagénico da imobilizagdo, através do teste de
micronucleo /n vivo, bem como as alteragdes morfologicas dos musculos gastrocnémios do
membro posterior esquerdo dos camundongos machos submetidos ao periodo de 21 dias de
imobilizagdo, em ambas as posi¢des de flexdo plantar e flexao dorsotibial. Os animais foram
divididos em seis grupos: I- Imobilizagdo da pata traseira esquerda por 21 dias em posic¢ao de
flexdo plantar (IMPE21dFP), II- Imobilizacdo da pata traseira esquerda por 21 dias em
posicdo de flexao dorsotibial (IMPE21dFD), III- Grupo controle negativo/flexdo plantar (GC-
FP), IV- Grupo controle negativo/ flexao dorsotibial (GC-FD), V- Grupo Controle Positivo
(GCH), VI- Grupo controle (GC). Os pesos corporeos dos animais foram registrados ao inicio
e término do experimento. O sangue foi coletado no primeiro e ultimo dias de imobilizacao, e
ao término dos periodos de imobilizacdo, os animais foram sacrificados e os musculos
gastrocnémios foram extraidos, pesados em balanga digital, medidos com paquimetro digital e
processados para inclusdo em blocos de parafina para obtencdo de cortes transversais e
longitudinais para andlise em microscopia de luz. Na analise morfologica foram analisados o
epimisio, perimisio, endomisio, vasos sanguineos € miocitos. A partir do sangue coletado, foi
realizada a contagem de micronucleos e estabelecida a relagdo de toxicidade da imobilizagao.
Constatou-se que a imobilizagao por 21 dias em ambas as posig¢des, desencadeou atrofia
muscular bem evidente, mediada por aumento de tecido conjuntivo tanto no endomisio,
quanto no perimisio. As fibras mostraram-se com morfologia alterada. Os animais
imobilizados apresentaram menor aumento do peso corporeo entre o primeiro e o ultimo dias
de imobilizacdo, em comparagao com o grupo controle. Os animais imobilizados em ambas
as posi¢des também apresentaram reducdo do peso, largura e espessura dos musculos
gastrocnémios, em comparacdo ao grupo controle. Além disso, nos grupos imobilizados
observou-se um discreto aumento na frequéncia de micronucleos, em compara¢do aos
respectivos grupos controles negativos, indicando que a imobilizagdo pode ser considerada
como um fator de estresse com potencial mutagénico, embora neste tempo de imobiliza¢ao
utilizado no presente estudo, esta diferenca ndo tenha sido estatisticamente significante.
Portanto, a imobilizacao acarreta alteragdes histologicas evidentes ¢ influencia na frequéncia
de microntcleos.

Palavras-Chave: Imobilizagdo. Gastrocnémio. Morfologia. Microntcleo.



ABSTRACT

The muscular tissue has undergone adaptations due to either the disuse or the excessive use.
The disuse of the muscular tissue can result from either the neurological injuries that cause
paralysis or the immobilization, frequently used as a therapeutic resource in the treatment of
several orthopedic injuries. The adaptations underwent by the muscular tissue during the
immobilization, can be influenced by the variables: time and the position of the immobilized
limb. The focus of this research is to evaluate the possible mutagenic potential of
immobilization, using the in vivo micronucleus test, as well the morphologic alterations of the
gastrocnemius muscles of the left hind limbs of the male mices subjected to the period of 21
days of immobilization, in either plantar flexion and dorsotibial flexion positions. The animals
were separated in 6 groups: I — Immobilization of the left hind leg during 21 days in plantar
flexion position (IMPE21dFP), II — Immobilization of the left hind leg during 21 days in
dorsotibial flexion position (IMPE21dFPD), III — Plantar negative/flexion control group (GC-
FP), IV — Dorsotibial negative/flexion control group (GC-FD), V — Positive control group
(GC+), VI — Control group (GC). The body weight of each animal was obtained and
registered prior and after the procedure. The blood was collected in the first and in the last
days of immobilization. Upon conclusion of experiment, the animals were sacrificed and the
gastrocnemius muscles were extracted and weighed in digital precision weighing balances,
measured with a digital caliper and processed for inclusion in paraffin blocks to obtain
transversal and longitudinal cuts to be analysed in light microscopy. In the morphological
analyses, the epimysium, perimysium, endomysium, blood vessels and myocytes were
analyzed. The micronucleus count and the establishment of the relation of toxicity of
immobilization were performed from the collected blood. It was found that the
immobilization in both positions during 21 days unleashed strong muscular atrophy due to the
increase of connective tissue either in the endomysium and perimysium. The fibers presented
altered morphology. The corporal weight of the animals remained constant and presented
mass gain at the end of the experiment. The immobilized animals in both positions showed
that the gastrocnemius muscle had weight, width and thickness reduction in comparison to the
control group. Beside that, in the immobilized groups was observed a discrete increase in the
micronucleus frequency, in comparison to the respectives negative control groups, indicating
that the immobilization can be considered as a stress fator with mutagenic potential, although
at this time of immobilization used in this study, this difference was not statistically
significant. Therefore, the immobilization results in apparent histological alterations and
influences in the micronucleus frequency.

Keywords: Immobilization. Gastrocnemius. Morphology. Micronucleus.
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1 INTRODUCAO

O tecido muscular possui uma admiravel particularidade, sendo capaz de responder
diferentemente a estimulos tanto externos quanto internos, a alteragdes hormonais, exercicios
fisicos, nutri¢do, eletroestimulacao ou a auséncia de estimulos, a exemplo da desnervacao e da
imobilizagdo. A arquitetura e metabolismo do musculo esquelético sdo altamente suscetiveis e
sensiveis a estimulos mecédnicos. Modificacdes na magnitude, frequéncia, duracdo e
intensidade do estresse mecanico podem causar mudancgas nos padrdes de expressao de genes
no musculo, acarretando modifica¢des na sintese proteica (TIDBALL, 2005).

Este tecido consiste em células alongadas com grandes quantidades de miofibrilas,
filamentos citoplasmaticos responsaveis pela contratilidade celular. E um tecido altamente
adaptavel e, portanto, o uso excessivo ou o desuso podem desencadear alteragdes
morfologicas, bioquimicas ou funcionais para o musculo esquelético (HAIMOVITCH, 2006).
O uso excessivo desencadeia a hipertrofia, evidenciada pelo aumento na sintese de proteinas,
visto que o trabalho muscular estimula a expressdo de um fator de crescimento de proteinas,
chamado IGF-Insulin-likegrowth factor (GLASS, 2003). Contrariamente, ao sofrerem lesdes,
suas fungdes bioquimicas, mecéanicas e estruturais sdo alteradas, podendo desenvolver o
processo de atrofia (FERREIRA et al., 2004; JUNQUEIRA et al., 2008).

Esse processo de atrofia ¢ caracterizado pela diminuicdo de massa do musculo
devido a reducdo de fibras por musculo e, principalmente, pela redu¢do da quantidade de
miofibrilas em paralelo (LARA, 2003). A estrutura e funcdo dos musculos esqueléticos sao
condicionadas pela atividade proprioceptiva, inervagdo motora, carga mecanica imposta ao
tecido e realizagdo de ciclos de estiramento/encurtamento e pela mobilidade das articulacdes.
O comprometimento de algum desses fatores certamente acarretara em um quadro de
hipotrofia ou atrofia muscular (FERREIRA et al., 2004).

Esta atrofia vem acompanhada de aumento do tecido conjuntivo no perimisio,
endomisio e na membrana plasmatica da fibra muscular (sarcolema), com dispersdo dos
receptores de acetilcolina. O acumulo destes receptores deve-se as terminagdes nervosas
envolvidas na organiza¢do da placa motora no musculo. Quando as fibras se encontram
desnervadas, os receptores de acetilcolina das fibras ndo se acumulam e ficam dispersos na
membrana muscular, comprometendo a relacdo neuromuscular (MCPHEE et al., 2011). O
desuso muscular cronico potencializa o estado catabolico em musculos esqueléticos de

humanos e ratos (CANCELLIERO et al., 2005), podendo influenciar também nas condigdes



metabolicas, cardiovasculares, respiratorias, gastrointestinais e até mesmo alteracdes
psicologicas (MELO, 2005).

Diversos fatores desencadeiam a atrofia muscular, tais como a desnervacgdo, lesdes
musculoesqueléticas, repouso prolongado, tratamento com glicocorticoides, septicemia,
cancer, envelhecimento e a imobilizacdo articular (BODINE et al., 2001). Dentre estes fatores
que desencadeiam a atrofia muscular, a imobilizagdo consiste em um procedimento
comumente utilizado em tratamentos conservadores ou pOs-cirirgicos de lesdes
musculoesqueléticas como fraturas oOsseas, rupturas ligamentares, lesdes musculares ou
doengas degenerativas articulares (KONNO et al., 2008).

No processo de imobilizagdo, a taxa de degradacao de proteinas aumenta e tem sido
correlacionada com a ativacdo de proteases celulares, mais notavelmente a ubiquitina
(GLASS, 2003). Esse processo de atrofia muscular causa prejuizos a atividade contratil, com
alteragdes metabolicas, bioquimicas e estruturais (CANCELLIERO et al., 2005).

Portanto, o musculo sofre adaptacdes quando imobilizado e, estas adaptagdes sdo
influenciadas pela posi¢do em que o mesmo ¢ imobilizado. Além da posigdo articular e do
periodo de imobilizagdo, as adaptagdes musculares dependem dos tipos de fibras que
predominam no musculo envolvido, sendo as fibras oxidativas mais afetadas em comparagao
as glicoliticas (LIMA et al., 2007; CANCELLIERO et al., 2005).

As fibras do tipo I (fibras tonicas) possuem predominante metabolismo oxidativo,
sendo as mais vulneraveis a atrofia induzida pelo desuso. Ja as fibras tipo Ila e IIb sdo
oxidativas-glicoliticas rapidas ou glicoliticas, respectivamente. O musculo soleo, por
exemplo, apresenta predominancia de fibras do tipo I e, portanto, sofre maior
comprometimento frente a restricdo de mobilidade quando comparado ao miusculo
gastrocnémio, cujas fibras sdo predominantemente glicoliticas (LIMA et al., 2007).

Desta forma apesar dos efeitos deletérios indesejaveis as células musculares, a
imobilizagdo ¢ uma opcdo de tratamento frequentemente usada em lesdes ortopédicas e
também representa uma consequéncia de patologias neurologicas diversas (LIMA, 2007). A
imobilizagdo causa danos estruturais ao tecido muscular (KUNZ et al., 2013) ¢ a intensidade
destes danos depende do tempo de imobilizacdo (BERTOLINI et al., 2010). Condigdes de
estiramento muscular ou contusdo grave requerem um tratamento conservador que varia de
quatro a seis semanas ¢ que costuma envolver a imobilizacdo como recurso terapéutico
(FERNANDES et al., 2011). Sao necessarios mais esclarecimentos quanto as diferentes
adaptacdes dos musculos gastrocnémio e soleo em resposta a imobilizagio (PAIXAO et al.,
2011; CARVALHO et al., 2013).
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Visto que a imobilizacdo configura-se como uma condicdo que interfere na
homeostase e induz estresse, gerando danos consideraveis a arquitetura muscular, supde-se a
possibilidade de a imobilizagdo gerar fragmentos cromossomicos ou do aparelho mitético,
detectados pela formacdo de micronucleos.

Os microntucleos sdo estruturas presentes no citoplasma de células em divisdo, que
possuem caracteristicas cromatinicas semelhantes as do nticleo principal quando avaliados ao
microscopio optico. Sdo formados tanto por fragmentos acéntricos como por cromossomos
inteiros que se atrasam durante a anafase do ciclo celular (CARVALHO et al., 2002). Sua
formacgdo se deve a alteragdes estruturais cromossomicas espontdneas ou decorrentes de
fatores ambientais (RIEGER, 1968) ou, ainda, por falhas no fuso mitotico, sendo, portanto,
excluido do novo nucleo formado na telofase (CARRARD et al., 2007).

A formacao destes ¢ verificada através do Teste de Micronticleo (TM), que detecta
agentes quimicos ou fisicos capazes de induzir mutagdes (RIBEIRO et al., 2003). O teste de
microntcleo /n vivo ¢ mais amplamente utilizado para detecgdo de agentes clastogénicos (que
quebram cromossomos), ¢ de agentes aneugénicos (que induzem aneuploidia ou segregacdo
cromossomica anormal). Tem sido aplicado extensivamente em testes de genotoxicidade de
produtos quimicos, pois os micronucleos sdo facilmente visualizados nos eritrocitos e sio
fortes indicativos para mensuracdo de aberracdes cromossdmicas (CAMPANA et al., 2003).

Nesse contexto, no presente estudo foi realizada uma analise morfologica do
musculo gastrocnémio de camundongos machos submetidos ao periodo de 21 dias de
imobilizagdo, nas posi¢des de flexdo plantar e flexdo dorsotibial da pata traseira esquerda,
bem como a avaliacdo do possivel potencial mutagénico da imobilizacdo através do teste de

micronucleo /n vivo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o possivel potencial mutagénico da imobiliza¢do, através do teste de
microntcleo /n vivo, bem como as alteracdes morfologicas dos musculos gastrocnémios do
membro posterior esquerdo dos camundongos machos submetidos ao periodo de 21 dias de

imobilizagdo, em ambas as posi¢oes de flexao plantar e flexdao dorsotibial.

2.2 Objetivos especificos

= Avaliar a variagdo do peso corporeo dos camundongos ao longo dos 21 dias de
imobilizagao.

= Avaliar as alteragdes de peso, largura e espessura dos musculos gastrocnémios de
camundongos imobilizados durante 21 dias em posi¢des de flexdo plantar e flexdo
dorsotibial.

= Avaliar a frequéncia de micronucleos nos eritrocitos dos animais imobilizados durante 21
dias em posicdes de flexdo plantar e flexao dorsotibial.

# Avaliar a toxicidade da imobilizagao.

= Avaliar as alteragdes morfologicas dos musculos gastrocnémios de camundongos ap6s 21

dias de imobiliza¢do em posi¢oes de flexao plantar e flexdo dorsotibial.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Estrutura do musculo estriado esquelético

Os mausculos esqueléticos sdo constituidos por inimeras fibras musculares que
variam de 10 a 80 micrometros de didmetro. Sdo envolvidas por uma membrana chamada de
sarcolema, composta por uma camada polissacaridica e contém numerosas fibrilas colagenas,
cuja funcdo ¢ manter a integridade do meio intracelular. No citoplasma, responsavel por
preencher todos os espacos entre as miofibrilas, encontram-se substancias dispersas, dentre
elas, granulos de glicogénio, compostos fosforados, enzimas e organelas, como o reticulo
endoplasmatico e as mitocondrias (COOKE, 1961).

Em cada extremidade da fibra muscular, o sarcolema funde-se com a fibra do tenddo.
A fibra do tenddo por sua vez, se agrupa em feixes para formar os tenddes dos musculos que
se inserem nos ossos (GUYTON, 2011). Um tendao é composto de tecido conjuntivo denso e
liga um musculo ao peridsteo de um osso. Quando um musculo contrai, ele encurta e isto
coloca tensdo em seus tenddes ¢ nos ossos onde estes se fixam. A tensdo muscular causa o
movimento dos ossos em torno das articulagdes sinoviais, sendo que um dos ossos em que ha
fixacdo geralmente movimenta-se mais que o outro. A fixagdo 6ssea mais movel do musculo,
conhecida como /nsercdo, ¢ puxada em direcdo a sua fixagdo 6ssea menos movel, a origem. A
porcao contratil de um musculo é chamada ventre.

Quando os tenddes sdao achatados, semelhantes a laminas, sdo chamados de
aponeuroses (GRAAFF, 2003). Na maioria dos musculos esqueléticos, cada fibra se prolonga
por todo o comprimento do musculo. Exceto por 2% das fibras, cada uma em geral € inervada
por apenas uma terminac¢do nervosa, situada perto do meio da fibra (GUYTON, 2011). Cada
fibra muscular ¢ constituida de centenas a milhares de miofibrilas, que sdo longos cilindros no
comprimento de cada célula, estes, por sua vez, possuem estruturas menores chamadas
miofilamentos de proteinas polimerizadas responsaveis pelas reais contracdes musculares. A
composicdo de cada miofibrila sdo cerca de 1.500 filamentos de miosina adjacentes, os
filamentos mais espessos ¢ por 3.000 filamentos de actina, os filamentos mais finos
(GUYTON, 2011).

As fibras musculares se contraem eficientemente, atuando no conjunto, € ndo como
unidade isolada. Cada fibra ¢ ligada as fibras adjacentes formando feixes, e os feixes sdo
ligados a outros feixes. As fibras sdo unidas por tecido conjuntivo. Cada fibra ¢ envolta por

uma bainha de tecido conjuntivo chamada endomisio. O conjunto de fibras se reune em feixes
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formando fasciculos, e estes fasciculos sdo envolvidos por outro tecido conjuntivo, o
perimisio. O conjunto de fasciculos que forma o musculo inteiro € coberto pelo epimisio, que

¢ continuado com o tenddo (GRAAFF, 2003).

3.2 Tipos de fibras musculares

As fibras musculares podem ser divididas, basicamente, quanto as propriedades
estruturais e metabolicas em dois tipos: I e II (GUNNING, 1991). As do tipo I, vermelhas, de
contragdo lenta ou oxidativas lentas, sdo fibras menores, inervadas por fibras nervosas
pequenas, possuem vasos sanguineos mais extensos, para suprir quantidades extras de
oxigénio. Apresentam contragcdo baixa e sdo extremamente resistentes a fadiga (GUNNING,
1991). Possuem nimero de mitocondrias muito elevado também para dar suporte aos altos
niveis de metabolismo oxidativo (sua principal fonte energética ¢ o sistema aerobico). Contém
grande quantidade de mioglobina, proteina que contém ferro, semelhante a hemoglobina nas
hemacias. Esta proteina da a esse tipo de musculo uma aparéncia avermelhada, e liga-se ao
oxigénio, armazena-o até que ele seja necessario, fazendo com que o transporte de oxigénio
para as mitocOndrias seja acelerado (GUYTON, 2011).

As fibras tipo II, brancas ou de contragao rapida, sdo fibras grandes para grande forca
de contragdo. Possuem reticulo sarcoplasmatico muito extenso, para a liberacdo de ions calcio
responsaveis pela contracdo. Possuem grandes quantidades de enzimas glicoliticas, para a
rapida liberagdo de energia pelo processo glicolitico. Seu suprimento sanguineo ¢ menos
extenso devido ao metabolismo oxidativo ter importancia secundaria. O numero de
mitocondrias ¢ reduzido, ja que o metabolismo que predomina ¢ o glicolitico. Possuem déficit
de mioglobina vermelha, e por esse motivo ¢ denominado musculo branco (GUYTON, 2011).

As fibras do tipo II podem ser subdivididas em varios grupos, mas especialmente em
tipos IIA e IIB. A fibra do tipo IIB, ou glicolitica rdpida, possui o tempo de contracdo mais
rapido, maior for¢a de contragdo e menor resisténcia a fadiga. Seu sistema glicolitico ¢ bem
desenvolvido, ao contrario do oxidativo, portanto utiliza basicamente o sistema anaerobico. A
fibra do tipo IIA, ou oxidativa glicolitica rapida, ¢ a intermediaria entre os tipos I e IIB
(GUNNING, 1991).

A maioria dos musculos humanos ¢ composta por uma mistura de tipos de fibras.
Musculos tonicos ou posturais, como o so6leo, possuem maior propor¢do de fibras tipo I.
Musculos fasicos ou de contragdo rapida, como o gastrocnémio, tém maior propor¢io de

fibras tipo II (GARRET, 1994).
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3.3 Estudos envolvendo imobilizacao

A maioria dos experimentos para se estudar os eventos que ocorrem no musculo
durante e apds a imobilizacdo, foi realizada em animais, devido principalmente a questdes
¢ticas. Investigagdes em humanos, voluntirios ou pacientes, poderiam fornecer somente
medidas de trofismo muscular, for¢ca de um grupo de musculos, caracteristicas de contracao e,
talvez, alguns parametros morfologicos e bioquimicos obtidos por meio de biopsia muscular
(APPELL, 1990). Os modelos animais permitem maior compreensdo das alteragoes
provocadas no musculo pela imobilizacdo. Estudos prévios demonstram que durante sete e
quatorze dias de imobilizagdo ocorrem perda na drea das fibras e aumento de espaco entre os
feixes musculares. Diferencas mais evidentes foram notadas na segunda semana de
imobilizagdo (BERTOLINI et al., 2010). Foi relatado redugdo do comprimento da fibra,
atrofia muscular e diminuicdo das propriedades mecanicas musculares apds duas ou trés
semanas da imobiliza¢do em posi¢do de encurtamento (GOMES et al., 2004). Por outro lado,
hé estudos que mostram que algumas dessas adaptagdes ja podem ser observadas entre 1 e 7
dias pos-imobilizagdo (LIMA et al., 2007).

Em diversos periodos, a imobilizagdo pode causar diferentes graus de hipotrofia.
Essa reducdo no didmetro das fibras pode ser explicada pelas modificacdes na sintese e
degradacdo proteica. Alguns estudos evidenciaram, ja nas primeiras 24 horas, reducdo de 50%
no musculo soleo de ratos e da ativacdo nervosa (HAKKINEM, 1985; TAILLANDIER et al.,
2003). Outro estudo evidenciou diminui¢do de 43% da area da fibra do musculo sdleo
imobilizado durante trés semanas, bem como redu¢do de 16% na area de sec¢do transversa em
apenas dois dias de imobilizagdo, e a perda foi mais significativa no sexto dia (GOMES et al.,
2004).

Paralelamente, Bodine et al. (2001) e Picquet e Falempin (2003) descrevem que a
atrofia muscular no periodo de 14 dias mostra redugdo de 45% do peso muscular nos
musculos imobilizados, indicando possivel decréscimo na area da fibra muscular. Entretanto,
Appell (1986) relata que a diminuicdo mais pronunciada do didmetro das fibras acontece
durante a primeira semana de imobilizacdo. No entanto, as correlagdes entre os membros
experimentais e autocontroles mostraram-se mais discretas, apesar de presentes. Estudo
realizado por Bertolini, Oliveira e Cararo (2010) demonstrou perda de area de fibras e
aumento dos espagos entre os musculos pos-imobilizagdo do séleo por 7 e 14 dias. Dados

histologicos demonstram que com apenas um dia de imobilizagdo, ocorre reducao de cerca de
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8% da massa muscular no musculo gastrocnémio, podendo chegar a 30% apods 5 dias de
imobilizagao (BRITO et al., 2011).

O musculo gastrocnémio imobilizado por 7 e 14 dias, respectivamente, e submetido a
ensaio de tracdo, apresentou resisténcia reduzida em 21% ao 7° dia € em 27% ao 14° dia pos-
imobilizagdo, com consequente reducdo da for¢a muscular e aumento da suscetibilidade a
rupturas (MATHEUS et al., 2007). Os musculos soleo e gastrocnémio em posi¢ao encurtada
diminuiram significativamente o peso, apds 28 dias de imobilizagdo, mas isto ndo aconteceu
para o imobilizado em posi¢ao alongada (FOURNIER et al., 1983). A imobilizacdo durante
15 dias induziu atrofia e, aos 45 dias esta atrofia se apresentou ainda mais pronunciada, sendo
mais afetado o musculo gastrocnémio em comparacdo ao musculo séleo, quando consideradas
as perdas de peso e area muscular. Em contraposi¢do, o musculo soleo apresentou aumento
mais significante de tecido conjuntivo em comparagio ao musculo gastrocnémio (PAIXAO et
al., 2011).

Em um estudo sobre atrofia muscular Thompson (1934), imobilizou durante seis
semanas, com aparelho gessado, um membro posterior de um grupo de coelhos, em posi¢do
flexionada, naturalmente adquirida pelo animal, e, permitindo descarga de peso. Em outro
grupo, manteve a imobilizagdo com o membro em posi¢do estendida, ndo permitindo o apoio.
Ficou evidenciado que houve uma grande atrofia muscular nos musculos da panturrilha e nos
isquiotibiais, porém ela foi menor nos animais onde houve descarga de peso.

Outros achados histologicos pos-imobilizacdo sdo a diminuicdo de area de secgao
transversa do musculo, ocorréncia de fendas citoplasmaticas, divisao fibrotica, diminuigao de
capilares, infiltrado de tecido conjuntivo e centralizagdo dos nucleos (COUTINHO et al.,
2004; PAIXAO et al., 2011). O comprimento muscular funcional também ¢ alterado pelo
processo de atrofia, sendo importante para influenciar as propriedades contrateis musculares
(ARTIFON et al., 2012). Quando um musculo ¢ imobilizado na posi¢do encurtada, ocorre
uma redu¢do no seu comprimento, em suas fibras e no nimero de sarcomeros em série dentro
das miofibrilas, sendo que essa diminui¢do de comprimento e de sarcomero contribui para a
atrofia e a fraqueza muscular (KISNER; COLBY, 2009).

Durante um processo de imobilizagdo ja se sabe que existe atrofia da musculatura
esquelética do membro imobilizado (JUNIOR et al., 2010). Ela caracteriza-se pela diminuigio
do tamanho da fibra muscular (BOOTH, 1982; MACHIDA et al., 2004; ZHANG et al., 2007),
area de seccdo transversal e conteudo proteico (FALEMPIN, et al., 1998; ZHANG et al.,
2007), reducao da poténcia muscular, maior fatigabilidade e aumento da resisténcia a insulina

(ZHANG et al., 2007). Sabe-se que a diminui¢do da sintese e o aumento da degradacdo
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proteica envolvidas neste processo contribuem para a perda total de proteina muscular devido
ao desuso. Embora os acionadores que causam atrofia sejam diferentes, a perda de massa
muscular, em cada caso, envolve uma via comum que estimula a protedlise muscular.
Considera-se que o0 mesmo € um processo que envolve a interagdo entre duas ou mais vias de
sinalizagdo, ao invés da ideia de se trabalhar com uma via isolada como responsavel (ZHANG
et al., 2007).

No estudo feito por Jyoti et al. (2003), ratos foram imobilizados mantendo-os em
frascos de plastico transparente com 5 furos em 1 dia por 4 horas. Foi observada supressao
acentuada da espermatogénese, alteragdes anatomicas nos tubulos seminiferos, reducdo em
tamanho e nimero das espermatogonias ¢ processos degenerativos. Portanto o estresse da
conten¢do suprimiu a biossintese de testosterona (WEISSMAN et al., 2007) que culminou
nessas alteragdes supra-citadas.

O estresse compreende um quadro de distirbios fisicos e emocionais provocado por
diferentes tipos de fatores que alteram o equilibrio interno do organismo. Nao estd somente
ligado a respostas endocrinas e metabolicas, mas a alguns efeitos de longo prazo. Assim,
estresse emocional (imobilizacdo ou restri¢ao, isoladamente ou em combinacdo com outros
estimulos) podem induzir alteragdes genéticas e provocar outros danos maiores, além dos
conhecidos. No estudo feito por Sanchez et al. (2002), ratos foram submetidos a diferentes
tipos de estresse: Imobilizagdo com uma fita adesiva, contencdo em cilindros pequenos de
fundo plano, com ou sem exposicdo ao frio por 1 hora/dia durante 4 dias. Através das
atividades enzimaticas e concentracdes de glicose e glicogénio, foram demonstrados que a
imobilizagdo se comportou como um estressor potente em ratinhos, em relagdo aos outros
tipos de estresse. Portanto o estresse agudo, tanto emocional ou social, tem efeitos nocivos

sobre a homeostase, ¢ pode desencadear alteracdes sistémicas diversas.

3.4 Micronucleos como marcadores de genotoxicidade

O papel de anormalidades genéticas e cromossOmicas em provocar o
desenvolvimento do cdncer tém sido estabelecidos (DUESBERG, 2007). O processo de
geragdo de carcinomas envolve uma via multi-fatorial em que multiplos fatores extra e intra-
celulares, em ultima instancia levam a formacdo de tumores (HAMILTON et al., 2006). As
mudancas repentinas no ambiente podem resultar em acdo desestabilizadora e alterar varias

fungdes do organismo.
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O estresse foi descrito como circunstdncia onde lidar com uma variedade de
estimulos altera o estado de homeostase de um organismo, incluindo o comportamento, o
sistema endocrino e imunologico. Respostas neurofisiologicas induzidas por diferentes
estressores ativam o sistema nervoso simpatico e o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA).
Os efeitos de varios tipos de estresse no sistema nervoso, dos niveis de hormonios do estresse
no plasma, e respostas comportamentais t€ém sido estudados em muitas espécies animais
(KOSTEN et al., 2007; MANTSCH et al., 2007; WEISSMAN et al., 2007).

Como qualquer outra situacao de estresse, o estresse agudo de contencgdo estimula
um aumento imediato nos niveis plasmaticos de glicocorticéides (BOWERS et al., 2008).
Tais hormonios irdo afetar as vias metabolicas de proteinas, carboidratos e lipidios, que
regulam a homeostase. Devido aos efeitos mediados na atividade fisiologica e celular, ¢
possivel que o estresse possa aumentar a probabilidade de danos gendmicos e alterar a
regulacdo transcricional do ciclo celular em células em divisdo (FLINT et al., 2005). Os
efeitos do estresse sobre a funcdo celular via glicocorticoides (DICKMEIS et al., 2007) e
indugdo de mau funcionamento da proliferagdo e divisao celular podem levar a anormalidades
genéticas nas células filhas descendentes. O estresse por restricdo de movimento poderia
causar alteragcdes no padrdo de expressdao de genes, que sdo responsaveis pela regulagdo do
ciclo celular e apoptose em células T de ratos (FLINT et al., 2005).

Malvandi et al. (2010) estudou os efeitos do estresse de contencdo por 2 horas
associado a vimblastina, um potente inibidor mitético, na indugdo de danos cromossdmicos.
Neste estudo, o ensaio de micronucleo (MN) foi realizado. Mostrou um notavel aumento do
numero de eritrocitos policromaticos micronucleados na medula 6ssea, através da combinagao
de tratamento vimblastina com estresse agudo de contencdo, em relacdo ao grupo tratado
somente com vimblastina, indicando a potencialidade de um agente aneugénico por exposicao
a um estressor emocional.

Este ensaio tem sido amplamente utilizado para analisar anomalias cromossomicas.
Neste ensaio, qualquer estrutura e/ou anormalidade cromossomica numérica, resultante da
perda cromossomica, pode ser distinguida por encontrar um pequeno nticleo no citoplasma e
sdo vistos facilmente nos eritrocitos.

Os eritroblastos, na medula 6ssea, sofrem uma duplica¢do final dos cromossomos,
apos se dividirem se diferenciam em eritrocitos policromaticos. Os microntcleos (MNs)
aparecem nas células filhas, em decorréncia de danos induzidos nas células parentais. Os
fragmentos cromossdmicos que resultam de quebras podem nado ser incorporados no nucleo

principal das células filhas, apos a mitose. Uma membrana nuclear se formard em volta do
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fragmento, o qual serd visivel como um pequeno (micro) nicleo separado do nucleo principal
da célula. Os MNs podem, também, ser formados a partir de um cromossomo inteiro, quando
ocorre dano no aparelho mitotico da célula, ou no proprio cromossomo. Durante a
diferenciag¢do o nucleo principal é expelido do eritrocito nucleado, enquanto os microntcleos
ficam retidos (RIBEIRO, 2003).

O aspecto mais importante do Teste de Micronucleo ¢ que permite identificar o
eventual aumento na frequéncia de mutagdo de células que sdao expostas a uma gama variada
de agentes genotoxicos, por isso € capaz de expressar os danos no cromossomo como MNs.
Assim, o teste de MN ¢ originalmente, entre os testes citogenéticos, o que fornece uma
medida de confianca da perda e da ruptura do cromossomo (FENECH, 1998). Além da
confiabilidade, consiste em um teste rapido, de baixo custo, de tecnicidade acessivel em

relacdo a outros ensaios (FLORES et al., 2008).
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4 METODOLOGIA
4.1 Animais e grupos

O presente trabalho seguiu os preceitos do Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA) e da Comissdo de Etica no Uso de Animais-CEUA/CESED-PB. Foram
utilizados camundongos machos da linhagem Balb/C (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME,
USA, 2000) espécie Mus musculus, com 9 a 11 semanas de vida e peso corporeo entre 30 e 35
gramas, provenientes do Laboratorio de Biogenética (NUMA) - Prédio das Trés Marias, da
Universidade Estadual da Paraiba, Campina Grande. Os animais permaneceram em caixas de
polipropileno com tampa de ago inoxidavel e assoalho recoberto por maravalha, a temperatura
ambiente. Os camundongos receberam dieta ad /ibitum e é4gua servida em bebedouro
suspenso. Os animais foram divididos em seis grupos, cada grupo contendo 6 animais, sendo
um grupo controle, dois grupos submetidos a imobilizacdo, em flexdo plantar e flexao
dorsotibial, respectivamente, além de dois grupos controles negativos e um grupo controle

positivo, usados para a andlise de micronucleo.
4.2 Imobilizagao articular

Os camundongos foram anestesiados via intramuscular com dosagens minimas de
cloridrato de Cetamin e Dopaser, na propor¢ao de 1:1, em dose de 4 ul, para proceder-se a
imobilizagdo. Os membros traseiros esquerdos tiveram seus musculos gastrocnémios
imobilizados em posi¢ao encurtada (flexdo plantar) e alongada (flexdo dorsotibial) com os
camundongos anestesiados em dectbito lateral direito.

Foi utilizado esparadrapo envolvendo o membro nas posi¢des de flexao dorsotibial e
flexao plantar do tornozelo, respectivamente, esta Gltima com o apoio de um palito de picolé.
O uso de esparadrapo no estudo feito por Junior et al. (2010) apresentou grandes vantagens
por se mostrar seguro ¢ de facil manutengdo. Os grupos foram formados por distribuicao
aleatoria e os animais foram vistoriados diariamente, mais de uma vez por dia, a fim de
manter eficiente a imobilizacdo. Nos casos em que houve danificagdo da imobilizagdo pelo
proprio animal, novo procedimento de imobilizagdo sem sedacdo foi imediatamente

conduzido.
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O sangue foi coletado no primeiro e ultimo dias de imobilizacdo e, posteriormente ao
sacrificio, seus musculos foram dissecados. As posi¢des de imobilizagdo do tornozelo do
camundongo estdo representadas nas figuras 1 e 2, respectivamente.

Os animais que nao foram imobilizados permaneceram livres, sem serem submetidos

a qualquer condicao de estresse. Seus musculos foram dissecados para anélise morfologica.

Figura 1- Posicdes de flexdo dorsotibial e flexdo plantar da pata traseira esquerda.

Fonte: dados da pesquisa, 2016.

Figura 2- Imobiliza¢des em posi¢des de flexdo plantar e flexdo dorsotibial
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Fonte: dados da pesquisa, 2016.
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4.3 Peso corporeo

Os pesos corporeos dos camundongos foram registrados ao inicio e ao término do periodo

de imobilizagao.

4.4 Coleta do tecido muscular

Os animais foram sacrificados através de tracdo cervical. Em seguida, foram
extraidos os musculos gastrocnémios dos membros traseiros esquerdos imobilizados. Os
musculos foram pesados em balanga de precisdo digital (KNWAAGEN KN300/3) (Figura 3) e
suas dimensdes de largura e espessura foram medidas com um paquimetro digital (Lee tools
digital 150 mm).

Figura 3- Pesagem do musculo gastrocnémio.

Fonte: dados da pesquisa, 2016.

4.5 Teste in vivo de micronucleo em sangue periférico

Os mesmos animais que compuseram os grupos de imobilizacdo em flexdo plantar e
flexdo dorsotibial, também compuseram os grupos controles negativos para a andlise de
micronucleo em camundongos imobilizados em ambas as posi¢des de flexao plantar e flexao
dorsotibial. Para os grupos controles negativos a coleta sanguinea ocorreu antes do processo
de imobiliza¢do. Ao término do periodo de 21 dias de imobilizacdo, o sangue destes mesmos
animais foi novamente coletado para comparacdo da frequéncia de microntucleos pré e pos-

imobilizagdo, em ambas as posigdes de flexao plantar e flexdo dorsotibial.
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J& os animais do grupo controle positivo, ndo foram submetidos a qualquer
imobilizag¢do, pois foram apenas tratados com Ciclofosfamida 50 mg/kg p.c. por via
intraperitoneal, substancia que pertence ao grupo dos farmacos citotoxicos ou citostaticos e,
seu mecanismo de acdo consiste em provocar danos em alvos celulares por “ataque
nucleofilico”, ou seja, contra o DNA das células, inviabilizando a sua multiplicacdo
(TAVARES, 2013). A coleta de sangue destes animais foi feita apos 30 horas da aplicagdo da
substancia. Como sua mutagenicidade e clastogenicidade ¢ amplamente conhecida, utiliza-se
esta substancia para a formagao do grupo controle positivo (PEREIRA et al., 2004).

Para a coleta de sangue, os camundongos passaram por um procedimento de secgdo
minima da extremidade da cauda. O sangue foi gotejado em pequenas quantidades (~ SuL)
sobre as laminas secas, onde foi feito o esfregaco do material em duplicatas de laminas
previamente marcadas. Apos secagem do material por 24h a temperatura ambiente, as laminas
foram fixadas em metanol por dez minutos e secas, também a temperatura ambiente. Em
seguida, realizou-se a coloracdo com Giemsa diluido, em solucao tampao fosfato, pH 6.8, na
propor¢ao de 1:10, por quinze minutos. O excesso do corante foi retirado cuidadosamente
com agua destilada. A andlise foi realizada em microscopia de luz e a frequéncia de
micronucleos em células sanguineas foi obtida através da contagem de 2000 eritrocitos
policromaticos em teste cego. O protocolo adotado para a realizagdo dos ensaios foi o descrito
por Hayashi et al. (1994). Foi realizada também a correlagdo Policromatico/normocromatico,
um parametro que mostra se houve citotoxicidade ou depressdo celular, obtida através da
contagem de 500 células (OECD, 1997).

4.6 Processamento histologico

Os musculos foram fixados em formol a 10%, lavados com agua destilada por 5
minutos, desidratados por meio de imersdo em solugdes alcodlicas crescentes, diafanizados
em xilol e, posteriormente, embebidos em parafina quente a 60° C (Figura 4). Os blocos
montados de parafina contendo os espécimes foram mantidos na geladeira e, em seguida,
aparados ¢ levados ao microtomo para a obtengdo de cortes histologicos transversais e
longitudinais das fibras do musculo gastrocnémio. Em seguida, os cortes foram distendidos
em banho Maria a uma temperatura de 40°C, colocados em laminas histologicas e mantidos

em estufa por 30 minutos a uma temperatura de 60° C para derretimento da parafina.
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Figura 4 - Etapa de desidratacdo e diafanizagdo das amostras.

Fonte: dados da esq_li:isa, 2016.

As laminas foram submetidas a diafanizagdo com xilol, hidratagdo por meio de
imersdao em solucdes alcoolicas decrescentes, lavadas em agua corrente e submetidas a
coloragdo com hematoxilina-Eosina. Apds a coloracdo, foi realizada a desidratagdo em
solucdes alcodlicas crescentes e diafanizagdo das amostras (Figura 5). Em seguida, foi feita a
montagem dos cortes entre ldmina e laminula com Entellan e foi deixada na estufa para
secagem. Finalizado o processo de preparagdo das laminas, a analise morfologica foi realizada
com o auxilio do microscopio Optico (Zeiss axio) acoplado a uma camera fotografica

(Axiocam MRC) ¢ a um sistema de analise de imagem (Zen lite 2012).
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Figura 5- Diafanizagao, hidratagdo, coloragdo, desidratacdo, e rediafanizagdo das amostras.

Fonte: dados da pesquisa, 2016.

4.7 Analise estatistica

Todos os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média. Para as analises
dos pesos corporeos, da frequéncia de microntcleos e das medidas de peso, espessura e
largura dos musculos gastrocnémios foi utilizada a anélise de varidncia (ANOVA) para fator
unico. O post-hoc utilizado foi o teste de Newman-Keuls para comparagdes multiplas. Em
todas as avaliagdes o nivel de significancia considerado foi p<0,05 (GraphPad Prism 5.01

software).
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5 RESULTADOS

5.1 Analise do peso corporeo e das medidas dos musculos gastrocnémios

Foi avaliada a variagdo do peso corporeo dos animais ao longo dos 21 dias de
imobilizagdo (grafico 1). Os animais imobilizados apresentaram menor aumento do peso
corporeo entre o primeiro e ultimo dias de imobilizagdo, em comparagdo com o grupo
controle. Este menor aumento do peso corporeo foi ainda mais evidente no grupo imobilizado

em posicdo de flexdo dorsotibial, sendo esta diferenca estatisticamente significante.

Variagio do peso dos animais durante o experimento
10-

-
L

Variagho (A) de peso (g)

* - o
Grupos

Grafico 1- Variagdo (A) de peso corpoéreo dos animais entre o
primeiro e ultimo dias de imobilizagdo (21 dias). Grupo controle=
Sem imobilizagdo, IMFP21= Imobilizagdo em flexdo plantar por 21
dias, IMFD21= Imobilizagdo em flexdo dorsotibial por 21 dias.
Valores representam médias + erro padrdo da média da diferenca de
peso corpéreo dos animais entre o primeiro e o ultimo dias de
imobilizagdo (21 dias) para n=6; **p<0,01. Fonte: dados da pesquisa,
2016.

Os animais imobilizados apresentaram reducdo no peso dos musculos gastrocnémios
em comparacao ao grupo controle (grafico 2), sendo que no grupo imobilizado em posicdo de

flexao dorsotibial esta redugdo no peso muscular foi estatisticamente significante.
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Grafico 2- Peso (g) dos musculos gastrocnémios do membro
imobilizado ao término do periodo de imobilizagdo (21 dias).
Grupo controle= Sem imobilizacdo, IMFP21= Imobilizacdo em
flexdo plantar por 21 dias, IMFD21= Imobilizagdo em flexao
dorsotibial por 21 dias. Valores representam médias + erro
padrio da média para n=6; *p<0,05. Fonte: dados da pesquisa,
2016.

Os musculos gastrocnémios dos animais imobilizados, tanto em flexdo plantar
quanto em flexdo dorsotibial, apresentaram redugdo estatisticamente significante na sua

largura, em comparacdo ao grupo controle (grafico 3).
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Grafico 3- Largura (mm) dos musculos gastrocnémios do
membro imobilizado ao término do periodo de imobilizagdo (21
dias). Grupo controle= Sem imobilizagdo, IMFP21=
Imobilizagdo em flexdo plantar por 21 dias, IMFD21=
Imobilizagdo em flex3o dorsotibial por 21 dias. Valores
representam médias + erro padrdo da média para n=6; *p<0,05.
Fonte: dados da pesquisa, 2016.

Os musculos gastrocnémios dos animais imobilizados, tanto em flexdo plantar
quanto em flexdo dorsotibial, apresentaram reducdo estatisticamente significante na sua

espessura, em comparagao ao grupo controle (grafico 4).
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Graéfico 4- Espessura (mm) dos musculos gastrocnémios do membro
imobilizado ao término do periodo de imobilizagdo (21 dias). Grupo
controle= Sem imobilizagdo, IMFP21= Imobilizagdo em flexdo
plantar por 21 dias, IMFD21= Imobilizagdo em flexdo dorsotibial por
21 dias. Valores representam médias + erro padrdo da média para n=6;
*p<0,05 e **p<0,01

5.2 Analise de microntcleos (MN)

Os resultados da investigacao do possivel potencial mutagénico estdo representados
na tabela 1 e grafico 5. Os animais imobilizados, tanto em posi¢ao de flexao plantar quanto
em posi¢do de flexdo dorsotibial, apresentaram, aumento na frequéncia média de
micronucleos, em comparacdo aos respectivos grupos controles negativos, porém, esta
diferenca ndo foi estatisticamente significante. Na relagdo de eritrocitos policromaticos/
normocromaticos (PCE/NCE) também ndo houve diferenca estatisticamente significante entre
os grupos imobilizados e seus respectivos controles. Embora cada grupo contenha seis
animais, por intercorréncia no experimento, em tais analises s6 foi possivel utilizar cinco

animais por grupo.
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Tabela 1- Numero de micronucleos por animal, média + erro padrao, e relagdo de eritrocitos

policromaticos/normocromaticos dos camundongos submetidos a imobilizacdo e seus

respectivos grupos controles.

ANIMAIS
Tratamentos A1 A2 A3 A4 A5 MédiazxSE PCE/NCE
Controle Positivo 18 18 11 10 19 15,2 +1,93 - -
Controle negativo/FP21 2 2 3 0 0 1,4+0,59 0,102 + 0,031
Controle negativo/FD21 3 2. 0 2 2 1,8 £0,48 0,168 + 0,030
IMFP21 5 5 4 1 2 3,4+0,81 0,032 £ 0,005
IMFD21 7 5 1 1 3 3,4+1,16 0,042 +£0,013

A=Animal; Controle negativo/FP21= Antes da imobilizagdo em flexdo plantar por 21 dias; Controle
negativo/FD21 = Antes da imobilizacdo em flexdo dorsotibial por 21 dias; Controle positivo = Ciclofosfamida
50 mg/kg p.c (peso corpéreo); IMFD21 = Imobilizagdo em flexdo dorsotibial por 21 dias; IMFP21 =
Imobilizacdo em flexdo plantar por 21 dias; PCE/NCE = Relacdo de eritrocitos policromaticos/normocromaticos;

n=5; SE = Erro padrio; P<0,05. Fonte: dados da pesquisa, 2016.
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Grafico 5- Média de micronicleos em eritrocitos policromaticos. Grupo controle
Positivo= administragdo de ciclofosfamida por via intraperitoneal, Grupo controle
Negativo FP= coleta de sangue sem imobilizagdo, Grupo controle Negativo FD= coleta
de sangue sem imobilizagdo, IMFP21 = coleta de sangue apds imobilizagdo em flexdo
plantar por 21 dias, IMFD21 = coleta de sangue apds imobilizagdo em flexdo dorsotibial
por 21 dias. Valores representam médias + erro padrdo da média para n=5; *p<0,05.

Fonte: dados da pesquisa, 2016.
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5.3 Analise morfolégica

Os musculos gastrocnémios de todos os animais foram seccionados em cortes
transversais e longitudinais de 5 pm de espessura, permitindo a visualizagdo e analise

qualitativa das estruturas através do microscopio de luz.

5.3.1 Cortes longitudinais (50x)

Em microscopia de luz com ampliagdo de 50x, foram observados no grupo controle,
uma camada de tecido conjuntivo chamada epimisio (cabeg¢a de seta preta). Do epimisio
partem finos septos de tecido conjuntivo constituindo o perimisio (asteriscos), que se dirigem
para o interior do musculo separando e envolvendo os feixes de fibras musculares (figura 6).

Nos grupos imobilizados, houve aumento na quantidade de perimisio (asteriscos). As
fibras apresentam-se disformes, sem separagao nitida de feixes de fibras. Ja € possivel ver

endomisio (setas pretas) em alguns pontos da imagem, mostrando que houve aumento deste

tecido conjuntivo (figura 6).

Figura 6- Secgdes longitudinais do musculo gastrocnémio de camundongos pertencentes ao grupo controle (C),
imobilizados em flexdo dorsotibial (FD), imobilizados em flexdo plantar (FP), visualizadas em microscopia de
luz, contrastadas com Hematoxilina-Eosina. Na ampliacdo de 50x. Epimisio (cabega de seta preta), perimisio
(asteriscos), endomisio (setas pretas). Fonte: dados da pesquisa, 2016.

5.3.2 Cortes transversais (50x)

No grupo controle, foram observados o epimisio (cabeca de seta preta), septos de
tecido conjuntivo constituindo o perimisio (asteriscos), separando e envolvendo os feixes de

fibras musculares. E também observado o endomisio (setas pretas) envolvendo cada fibra.
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No grupo imobilizado em flexdo dorsotibial, visualiza-se epimisio (cabeca de seta
preta), as fibras apresentam-se organizadas em numerosos feixes com poucas fibras em
comparagdo ao controle. Ja € possivel ver nitidamente o endomisio (setas pretas) em muitos
pontos da imagem, mostrando que houve aumento deste tecido conjuntivo (figura 7).

No grupo imobilizado em flexdo plantar, foram observados infiltrados de epimisio
em direcdo ao perimisio (cabega de seta preta), separando nitidamente grandes feixes de fibras

musculares. E também observado o endomisio bem desenvolvido (setas pretas) envolvendo

cada fibra (figura 7).
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Figura 7- Seccdes transversais do musculo gastrocnémio de camundongos pertencentes ao grupo controle (C),
imobilizados em flexdo dorsotibial (FD), imobilizados em flexdo plantar (FP), visualizadas em microscopia de
luz, contrastadas com Hematoxilina-Eosina. Na amplia¢do de 50x. Epimisio (cabecas de setas pretas), perimisio
(asteriscos), endomisio (setas pretas). Fonte: dados da pesquisa, 2016.

5.3.3 Cortes longitudinais (100x)

No aumento de 100x no grupo controle, ja ¢ possivel visualizar estriagdes
transversais das fibras (cabeca de seta branca). As fibras apresentam espessuras varidveis e
estdo associadas ao endomisio (setas pretas) (figura 8).

No grupo imobilizado em flexdo dorsotibial, a configuracdo disforme permanece nas
fibras, ¢ possivel ver o epimisio adentrando no musculo. Além disso a grande distancia dos
feixes evidenciados na imagem, mediada pelo perimisio (asteriscos) € o aumento do

endomisio (setas pretas) que também aparecem no grupo imobilizado em flexdo plantar

(figura 8).
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Figura 8- Secgdes longitudinais do musculo gastrocnémio de camundongos pertencentes ao grupo controle (C),
imobilizados em flexdo dorsotibial (FD), imobilizados em flexdo plantar (FP), visualizadas em microscopia de
luz, contrastadas com Hematoxilina-Eosina. Na ampliacdo de 100x. Epimisio (cabeca de seta preta), perimisio
(asteriscos), endomisio (setas pretas), estriacOes transversais das fibras (cabeca de seta branca). Fonte: dados da
pesquisa, 2016.

5.3.4 Cortes transversais (100x)

No aumento de 100x, no grupo controle, ja ¢ possivel visualizar o endomisio mais
pronunciado (setas pretas). Além do mais, o epimisio (cabega de seta preta) adentrando ao
musculo formando o perimisio (asteriscos) (figura 9).

No grupo imobilizado em flexdo dorsotibial, o perimisio (asteriscos) se encontra
abundante em relacdo ao controle, e em muitos pontos sua distincdo do endomisio (setas
pretas) ¢ dificultada. No grupo imobilizado em flexdo plantar, ja é possivel visualizar a

disting@o do perimisio (asteriscos) do endomisio (setas pretas) mais pronunciada (figura 9).
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Figura 9- Seccodes transversais do musculo gastrocnémio de camundongos pertencentes ao grupo controle (C),
imobilizados em flexdo dorsotibial (FD), imobilizados em flexdo plantar (FP), visualizadas em microscopia de
luz, contrastadas com Hematoxilina-Eosina. Na ampliagdo de 100x. Epimisio (cabega de seta preta), perimisio
(asteriscos), endomisio (setas pretas). Fonte: dados da pesquisa, 2016.
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5.3.5 Cortes longitudinais (200x)

No aumento de 200x, no grupo controle, a distingdo entre endomisio (setas pretas) e
perimisio (asterisco) pode ser melhor visualizada (figura 10).

No grupo imobilizado em flexdo dorsotibial, a quantidade de endomisio (setas
pretas) e perimisio (asteriscos) ¢ muito maior em relagcdo as fibras. Estas ainda apresentam
tracos amorfos em alguns pontos da imagem.

No grupo imobilizado em flexdo plantar, o endomisio (setas pretas) e perimisio
(asteriscos) podem ser mais facilmente visualizados. Feixes de fibras e fibras individuais ja

sao bem delimitadas (figura 10).

Figura 10- Seccdes longitudinais do misculo gastrocnémio de camundongos pertencentes ao grupo controle (C),
imobilizados em flexdo dorsotibial (FD), imobilizados em flexdo plantar (FP), visualizadas em microscopia de
luz, contrastadas com Hematoxilina-Eosina. Na ampliagdo de 200x. Perimisio (asteriscos), endomisio (setas
pretas). Fonte: dados da pesquisa, 2016.

5.3.6 Cortes transversais (200x)

No aumento de 200x, no grupo controle, a quantidade de endomisio (setas pretas) é
bem discreta em relagdo aos grupos imobilizados. Nao ¢ feita uma distingdo clara entre
endomisio e epimisio nesse aumento (figura 11).

No grupo imobilizado em flexdo dorsotibial, o endomisio (setas pretas) e perimisio
(asterisco) podem ser mais facilmente visualizados. A quantidade de ambos ¢ muito maior em
relacdo as fibras. Um vaso (V) entre fibras € observado. O perimisio (cabega de seta preta) e
endomisio (setas pretas) puderam ser mais facilmente visualizados no grupo imobilizado em
flexdo plantar. E notavel o grande aumento deste altimo, pela vista de fibras individualizadas
(figura 11).
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Figura 11- Secgdes transversais do musculo gastrocnémio de camundongos pertencentes ao grupo controle (C),
imobilizados em flexdo dorsotibial (FD), imobilizados em flexdo plantar (FP), visualizadas em microscopia de
luz, contrastadas com Hematoxilina-Eosina. Na ampliagdo de 200x. Epimisio (cabecas de setas pretas), perimisio
(asteriscos), endomisio (setas pretas). Epimisio (cabega de seta preta), perimisio (asterisco), endomisio (setas
pretas), vaso (v). Fonte: dados da pesquisa, 2016.

5.3.7 Cortes longitudinais (400x)

No aumento de 400x, no grupo controle, endomisio (setas pretas) estd em destaque
como também perimisio (asteriscos) e os nucleos das fibras musculares organizados em
fileiras (seta amarela) (figura 12).

Nos grupos imobilizados, destaque para o perimisio (asterisco) que se mostra nesse
aumento em relagdo ao controle, bem evidente. E possivel ver um vaso (V) associado a uma

fibra no grupo imobilizado em flexdo dorsotibial. No grupo imobilizado em flexdo plantar, o

endomisio (setas pretas) mostrou-se bem representativo (figura 12).

Figura 12- Secgdes longitudinais do misculo gastrocnémio de camundongos pertencentes ao grupo controle (C),
imobilizados em flexdo dorsotibial (FD), imobilizados em flexdo plantar (FP), visualizadas em microscopia de
luz, contrastadas com Hematoxilina-Eosina. Na ampliagdo de 400x. Perimisio (asteriscos), endomisio (setas
pretas), niicleos das fibras musculares (seta amarela), vaso (v). Fonte: dados da pesquisa, 2016.
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5.3.8 Cortes transversais (400x)

No aumento de 400x, no grupo controle, o endomisio (setas pretas) estd em destaque
como também perimisio (asteriscos) (figura 13).

Nos grupos imobilizados, destaque para o perimisio (asteriscos) e endomisio que se
mostram nesse aumento em relagdo ao controle, bem evidentes. E possivel ver um vaso (V)
em destaque, imerso no tecido conjuntivo do grupo imobilizado em flexdo dorsotibial (figura
13).
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Figura 13- Seccdes transversais do misculo gastrocnémio de camundongos pertencentes ao grupo controle (C),
imobilizados em flexdo dorsotibial (FD), imobilizados em flexdo plantar (FP), visualizadas em microscopia de
luz, contrastadas com Hematoxilina-Eosina. Na ampliagdo de 400x. Perimisio (asteriscos), endomisio (setas
pretas), vaso (v). Fonte: dados da pesquisa, 2016.

5.3.9 Cortes Longitudinais (1000x)

O aumento de 1000x, no grupo controle, permitiu a visualizacdo dos nucleos
enfileirados das fibras (cabegas de setas amarelas) associados intimamente ao endomisio
(figura 14).

No animal imobilizado em flexdo dorsotibial, sdo vistos os nucleos das fibras
(cabecas de setas amarelas) e dos fibroblastos, células presentes no endomisio (seta preta),
ambos indistinguiveis, perimisio em destaque (asterisco) e um vaso (V) ampliado.

No animal imobilizado em flexdo plantar, observou-se poucos nucleos das fibras
musculares (cabegas de setas amarelas), perimisio (asterisco) em grande quantidade e a zona
de transi¢do (cabecas de seta vermelha) deste e do endomisio (seta preta), marcada por grande

quantidade de tecido conjuntivo (figura 14).
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Figura 14- Seccdes longitudinais do misculo gastrocnémio de camundongos pertencentes ao grupo controle (C),
imobilizados em flexdo dorsotibial (FD), imobilizados em flexao plantar (FP), visualizadas em microscopia de
luz, contrastadas com Hematoxilina-Eosina. Na ampliacdo de 1000x. Perimisio (asteriscos), endomisio (setas
pretas), nucleos das fibras e dos fibroblastos (cabegas de setas amarelas), transi¢do entre perimisio e endomisio
(cabeca de seta vermelha), vaso (v). Fonte: dados da pesquisa, 2016.

5.4.0 Cortes transversais (1000x)

O aumento de 1000x, no grupo controle, foi permitido a visualizacdo dos nucleos
periféricos (pontas de setas amarelas) das fibras separadas o endomisio (setas pretas). O
aspecto granuloso das miofibrilas no citoplasma celular mostra-se acentuado nesse aumento
(figura 15).

No grupo imobilizado em flexdo dorsotibial, foi visto os nucleos enfileirados das
fibras (pontas de setas amarelas), perimisio (asterisco) em destaque, ¢ infiltrado de tecido
conjuntivo (cabecas de setas vermelhas) do perimisio (asterisco) indo ao encontro do
endomisio (seta preta), gerando uma visualizagdo de fibras individualizadas.

No animal imobilizado em flexdo plantar, esse aumento permitiu a visualizagdo dos
nucleos das fibras (cabegas de setas amarelas), centralizados em alguns pontos, e um
endomisio (setas pretas) bem desenvolvido. O infiltrado de tecido conjuntivo (cabega de seta

vermelha) também ¢ notavel (Figura 15).
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Figura 15- Seccoes transversais do miisculo gastrocnémio de camundongos pertencentes ao grupo controle (C),
imobilizados em flexdo dorsotibial (FD), imobilizados em flexdo plantar (FP), visualizadas em microscopia de
luz, contrastadas com Hematoxilina-Eosina. Na ampliacdo de 1000x. Perimisio (asteriscos), endomisio (setas
pretas), nucleos das fibras (cabegas de setas amarelas), transi¢do entre perimisio e endomisio (cabeca de seta
vermelha). Fonte: dados da pesquisa, 2016.
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6 DISCUSSAO

Embora existam na literatura diferentes achados a respeito da imobilizagdo, sabe-se
que existe atrofia da musculatura esquelética no membro imobilizado, e que, além disso, o
proprio individuo sofre perdas em diversos segmentos e sistemas de seu organismo
(DITTMIER et al, 1993) que vao desde transtornos de inervagdo, circulagdo, atrofia Ossea,
alteragdes ligamentares, aumento de tecido conjuntivo, edema, rigidez articular, a alteragdes
morfométricas e histologicas das fibras musculares (CARVALHO et al., 2008).

Durante o periodo que permaneceram imobilizados, ocorreram decréscimos de pesos
corporeo e muscular. Embora a imobilizacdo utilizada ndo tenha dificultado o acesso a
alimenta¢do, o estresse oriundo desse procedimento alterou a homeostasia metabolica,
dificultando o crescimento do animal. O decréscimo de peso muscular também foi relatado
nos estudos feitos por Carvalho et al. (2002), Junior et al. (2010) e Carvalho et al. (2013), pelo
fato da imobilizacdo promover diminuicdo de sintese, € aumento da degradacdo de proteinas,
menor producdo de forga, diminui¢do do didmetro, no numero de mitocondrias, bem como
alteragdes no metabolismo de glicogénio, contribuindo para a reducdo de massa muscular
(JACKMAN, 2005; BRITO et al., 2011; SALVINI et al., 2012).

Nessas situagdes de desuso muscular, imediatamente ocorre a diminuicdo do
diametro individual das fibras ¢ de for¢ca muscular (LARA, 2003; ABDALLA;
BERTONCELLO; CARVALHO, 2009), que culminam na redugdo da largura e espessura
muscular, evidenciada no nosso estudo, e com consequente redu¢do de volume muscular. Essa
reducdo esta relacionada a perda de proteinas contrateis, o que leva a diminui¢do de tensdo
nas fibras, alterando a biomecanica de contracdo (ROCHA, 2006).

Embora os resultados negativos do Teste de Micronucleo indicarem que o estresse
submetido aos animais através da imobilizagdo, ndo se mostrar suficiente para ser considerado
mutagenico, observa-se que houve surgimento de microntcleos apds passarem esse tempo
imobilizado, indicando que a imobilizagdo pode ser considerada como um fator de estresse
com potencial mutagénico, ¢ seus danos citogenéticos podem se acentuar em periodos mais
longos de imobilizagao.

Histologicamente, os musculos gastrocnémios do grupo controle apresentaram fibras
integras, com variagOes de tamanho e estruturas preservadas. O endomisio € bastante discreto,
com escassa populacdo celular. Nos grupos imobilizados, observa-se diversas alteragdes que
vao desde a presenga de infiltrado de tecido conjuntivo, variacdo de tamanho, processos

degenerativos e feixes bem expressivos, relatadas também por Carvalho et al. (2013) em seu
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estudo. Em ambas as posi¢des, houve perda na area das fibras e aumento de espago entre os
feixes musculares. Tais alteracdes sdo relatadas por Kannus et al. (1998) e Venojarvi et al.
(2004) devido ao aumento de tecido conjuntivo intramuscular no endomisio e perimisio, o que
também foi verificado por Durigan et al. (2006) em seus estudos experimentais em ratos.

O papel funcional do tecido conjuntivo ¢ manter as fibras musculares unidas,
possibilitando que a for¢a de contracdo gerada por cada fibra individualmente atue sobre o
musculo inteiro. E ainda através dele, que a forca de contracdo do musculo é transmitida a
outras estruturas como tenddes e ossos (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013). O grande
infiltrado de tecido conjuntivo, nos musculos imobilizados por aparecer em grande
quantidade, favorece a presenca de fibrose e, consequentemente, diminuicdo de mobilidade
(CARVALHO et al., 2013).

Fatores que interferem no comprimento, peso ¢ tamanho das fibras podem interferir
em sua dindmica de funcionamento (PIOVESAN, 2010). Um comprimento 6timo dos
sarcomeros € necessario para que a musculatura possa exercer sua fungdo de forma a ndo
perder suas propriedades mecanicas como velocidade, poténcia, capacidade de deformagéo,
flexibilidade, resisténcia, ¢ também bioquimicas ¢ fisiologicas para que o movimento ocorra
sem déficits funcionais (ROCHA et al., 2010). De um modo geral, a perda de componentes
basicos do tecido em virtude de um processo de imobilizagdo pode repercutir negativamente
nas funcdes teciduais basicas (AQUINO et al., 2005).

Isso se torna relevante na pratica clinica, pois as intervengdes corretas nas alteragdoes
musculares podem favorecer a recuperacdo morfologica e funcional do segmento, prevenir e

nortear protocolos de programas de reabilitacao.
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7 CONCLUSOES

A imobilizagdo durante 21 dias, em ambas as posi¢cdes de flexdo plantar ¢ flexdo

dorsotibial, comprometeu o ganho de peso corporeo.

Os animais imobilizados, em ambas as posi¢oes de flexdo plantar e flexdo dorsotibial,

apresentaram redugdo do peso, largura e espessura dos misculos gastrocnémios.

Houve um discreto aumento na frequéncia de micronucleos nos eritrocitos dos animais
imobilizados durante 21 dias, sugerindo que a imobilizacdo representa um estresse

com potencial mutagénico.

A imobilizacdo gerou alteragdes morfoldgicas visiveis no tecido muscular.

As alteragdes morfologicas foram mais evidentes nos musculos gastrocnémios dos
animais imobilizados em flexdo dorsotibial, sugerindo que a imobilizacdo em flexao

plantar pode ser menos nociva para os musculos gastrocnémios.
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