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Resumo

O artigo teve como objetivo avaliar o comportamento metabolico da musculatura de ratos jovens e envelhecidos submetidos a imobilizacao
articular do tornozelo na posigdo de 90°. Foram utilizados ratos albinos Wistar com idade entre trés e vinte e quatro meses distribuidos em
quatro grupos experimentais (n=6), assim denominados: jovens (J), jovens imobilizados (JI), envelhecidos (E) e envelhecidos imobilizados
(EI). A imobilizagao foi realizada no membro posterior esquerdo por ortese de resina acrilica. Apos sete dias de imobilizagdo, o musculo
soleo (S), gastrocnémio porgdo branca (GB), gastrocnémio porg¢ao mista (GM), extensor longo dos dedos (ELD) e tibial anterior (TA) foram
retirados e encaminhados para determinag@o das reservas glicogénicas, do peso e da relagdo proteina total/DNA. A avaliacdo estatistica foi
utilizada pelo teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov) seguido de ANOVA e teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%. No grupo
jovem, a imobilizagdo promoveu redugdo no contetido glicogénico, assim representado: (S:40%, GB:30%, GM:59,5%, ELD:29,4%, TA:50%).
Por sua vez, no grupo envelhecido, as alteragdes nas reservas energéticas foram mais significativas atingindo 64% no S, 51% no GB, 47% no
GM, 48,8% no ELD, 48,6% no TA. Com relacdo ao peso houve redugao de 31% no JI e 37% no EI; na relagdo proteina total/ DNA o grupo
jovem imobilizado apresentou redugdo de 20% no S, 49,5% no GB, 32,6% no GM, 20% no ELD e 16% no TA. Cabe ressaltar que no grupo
envelhecido a redugao foi mais significativa atingindo em média 60%. As respostas desencadeadas pela imobilizagdo no musculo esquelético
envelhecido foram mais significativas sugerindo cuidados especiais na pratica fisioterapéutica aplicada aos idosos.

Palavras-chave: Glicogénio. Imobilizagdo. Musculo Esquelético.
Abstract

This paper aims to evaluate the skeletal metabolic behavior of musculature in young and aged Wistar rats were submitted to joint immobilization
of ankle at 90° for 7 days. Male Wistar rats between 3 and 24 months old were distributed in 4 experimental groups (n==6), called: young
(Y), young immobilized (YI), aged (A) and aged immobilized (Al). The left hind limb was immobilized using of an acrylic resin orthosis. After
seven days of immobilization, the soleus muscle (S), white gastrocnemius (WG), mixed gastrocnemius (RG), extensor digitorum longus (ELD)
and tibialis anterior (TA) were removed and used to determinate the glycogen reserves, weight and the total protein/DNA rate. The statistical
analysis was used through the test of Kolmogorov-Smirnov, followed by ANOVA and Tukey, with p<0,05. In the young group, the immobilization
promoted significant reduction in glycogen storage, represented by 40% in S, 30% in WG, 59,5% in RG, 29,4% in ELD and 50%, in TA. On the
other hand, in the aged group, the modifications were more significant, reaching 64% in S, 51% in WG, 47% in RG, 48,8% in ELD, and 48,6%
in TA. Concerning weight there was reduction of 31% in YI, and 37% in Al; in the relation total protein/DNA, the immobilized young group
showed reduction of 20% in S, 49,5% in WG, 32,6% in RG, 20% in ELD, and 16% in TA. It is important to enhance that in the aged group
there was greater reduction that reached 60%. The responses triggered by the skeletal muscle immobilization were more significant, suggesting
special care in physiotherapy practice applied to the elderly.

Keywords. Glycogen. Immobilization. Muscle, Skeletal.

1 Introducéo quanto ao desenvolvimento de hipotrofia’.
, . N A plasticidade histo-fisiologica das fibras musculares
Fraturas dsseas, rupturas ligamentares, lesdes musculares, . . .
. . esqueléticas permite que estas sejam capazes de adaptar
doengas degenerativas, bem como as articulares, podem . .
. oo . dor. imobilizacd constantemente sua funcionalidade deflagrando mudangas no
exigir, apos cirurgia ou tratamento conservador, imobilizagao . 1
gt ap & ’ ¢ seu tamanho ou no tipo de fibra®. Com relagdo a hipotrofia

dos membros, comumente realizada por meio da aplica¢do de . . A .
’ p plicag muscular induzida por desuso ¢ sabido que decorre de uma

1
aparelho gessado'. gama de efeitos deletérios, tais como, redugdo da densidade

Na literatura ha diferentes modelos experimentais

dos capilares, dos sarcomeros em série, da forga e resisténcia a

aplicados ao estudo de desuso muscular com especial
atenc@o a denervacdo, a tenotomia, a suspensdo de membro
(microgravidade) e a imobilizacdo articular. Os modelos de
imobilizacdo em particular se diferem quanto ao periodo,
posi¢ao articular e material utilizado, no entanto, ha consenso
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fadiga®. Parte desse efeito pode ser atribuida a fatores neurais’.
Ha evidéncias de que ocorre uma disfun¢do reversivel na
transmissao neuromuscular, somando-se a diminui¢do na area
de secgdo transversa provocadas pelas alteragoes troficas®. No
perfil metabolico, é sabido que o desuso muscular crénico
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e a imobilizacdo sdo condi¢des que diminuem a eficiéncia
das vias sinalizadoras da insulina, induzindo o quadro de
resisténcia insulinica’.

Ha de se considerar que a hipotrofia ¢ um processo que
apresenta caracteristicas especificas para cada tipo de musculo
e o musculo sdleo é o mais comprometido em situagdes de
desuso por ser predominantemente formado por fibras do
tipo I, por ser um musculo anti-gravitacionario e por possuir
menor adaptagdo em relagdo as fibras do tipo II®. Nesse
sentido tem se observado que as fibras lentas em situagao
de desuso apresentam marcantes alteragdes histofisiologicas
como irregularidades no reticulo sarcoplasmatico, fibrilas
desintegradas, lesdo mitocondrial, linhas Z estendidas, como
condensagdo e fragmentacdo da cromatina nuclear e redugio
de sarcomeros em paralelo e em série.

O modelo de ortese escolhido para esse estudo foi a ortese
de resina acrilica proposto por Silva ef al.'?, sendo um sistema
que promove a imobilizacdo da articulagdo do tornozelo
mantendo-o na posicdo de 90° e apresentando algumas
vantagens se comparado aos demais modelos por apresentar
baixo peso, possibilidade de ser ajustado para o tamanho da
perna do animal impossibilitando a retirada e ainda permitindo
a deambulagdo. Alguns trabalhos previamente realizados com
esse modelo de ortese demonstraram redugdo da area das
fibras do musculo soéleo, da forca maxima necessaria para a
ruptura muscular ¢ aumento da densidade de area do tecido
conjuntivo do musculo séleo’.

Os diferentes estudos demonstram os efeitos decorrentes
da imobilizagdo em animais jovens, existindo poucos
trabalhos cujo foco é o efeito da imobilizagdo em ratos
envelhecidos, entendendo-se que nessa fase, existem
significativas modificagdes fisiologicas que acompanham o
envelhecimento'®,

O comprometimento do desempenho neuromuscular,
evidenciado pela fraqueza muscular, pela lentificagdo dos
movimentos, pela perda da for¢a e fadiga muscular precoce,
constitui aspecto marcante do envelhecimento'.

Assim, o objetivo desse estudo foi demonstrar o
comportamento metabolico da musculatura de ratos jovens e
envelhecidos quando submetidos a imobilizagdo articular de
membro posterior na posi¢ao de 90°.

2 Material e Métodos

Foram utilizados ratos albinos Wistar com idade de trés
e vinte e quatro meses de idade, adquiridos junto a empresa
ANILAB- Paulinia, SP. Os animais foram alimentados
com ragdo e agua ad libitum, sendo submetidos a ciclo
fotoperiodicos de 12 horas claro/escuro e distribuidos em
quatro grupos experimentais (n=6), assim denominados:
jovens (J), jovens imobilizados (JI), envelhecidos (E) e
envelhecidos imobilizados (EI). O trabalho foi aprovado
pelo Comité de Etica em experimentagido animal da UFSCar,
Protocolo 015/2006.
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Ap6s anestesia com pentobarbital sodico (50mg/kg,
1.p), a pata posterior esquerda dos animais foi imobilizada
utilizando-se o modelo de ortese de resina acrilica proposto
por Silva et al.'* (Figura 1). Apos sete dias de imobilizagio,
os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e o
musculo sodleo, gastrocnémio por¢do branca, gastrocnémio
porcao mista, extensor longo dos dedos e tibial anterior, foram
retirados e encaminhados para determinacdo das reservas
glicogénicas, do peso e da relagdo proteina total/DNA.
Para a determinagdo das reservas glicogénicas, as amostras
dos musculos foram digeridas em KOH 30% a quente e o
glicogénio precipitado a partir da passagem por etanol. O
glicogénio foi submetido a hidrolise acida na presenga de
fenol, segundo a proposta de Siu et al.'¢.

Figura 1: (A) Modelo de ortese na imobilizagdo, (B) Adaptacao
da ortese no membro posterior do animal

Para a determinag@o do contetido de proteinas totais foi

®

utilizado o kit laboratorial da marca Bio Diagnostica® e para
determinagao do contetido de DNA utilizou-se a metodologia
proposta por Giles e Myers'”. A avaliagdo estatistica foi
utilizada pelo teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov)
seguido de ANOVA e teste de Tukey, com nivel de significancia

de 5%.

3 Resultados e Discussao

Inicialmente foi avaliado o contetido glicogénico do grupo
jovem e observado que a imobilizagdo provocou redugao
significativa nas reservas atingindo valores 40 % menores no
musculo séleo, 30% no gastrocnémio porgdo branca, 59,5%
no gastrocnémio por¢do mista, 29,4% no musculo extensor
longo dos dedos e 50% no musculo tibial anterior, (p<0,05).

No mesmo perfil de analise, foram avaliadas as reservas
glicogénicas dos musculos dos ratos envelhecidos e foi
verificado que a imobilizagdo promoveu reducdo em maior
intensidade se comparado ao observado no grupo jovem
imobilizado durante o mesmo periodo, atingindo no soéleo
valores 64% menores. No gastrocnémio por¢do branca a
reducdo foi de 51%, no gastrocnémio por¢ao mista 47%, no
extensor longo dos dedos 48,8% e no tibial anterior 48,6%,
(p<0,05) como mostra a Tabela 1.
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Tabela 1: Contetdo de glicogénio (mg/100mg) dos musculos
soleo (S), gastrocnémio porg¢do branca (GB), gastrocnémio
por¢do mista (GM), extensor longo dos dedos (ELD) e tibial
anterior (TA) de ratos jovens (J) e envelhecidos (E) dos grupos
controle (C) e imobilizados (I)

Grupos S GB GM ELD TA
JC 030+ 040+ 0,37+ 034+ 030+
0,02 0,01 0,01 0,02 0,02
I 0,18+ 028+ 0,15+ 024+ 0,15+
0,03" 0,027 0,027 0,03" 0,01
EC 0,55+ 047+ 051+ 041+ 035+
0,03 0,01 0,02 0,03 0,01
i 020+ 023+ 027+ 021+ 0,18+
0,01* 0,01* 0,01* 0,03* 0,02*

Os valores representam as médias + epm, n=6. *p<0,05 comparado ao
jovem controle, #p<0,05 comparado ao envelhecido controle.

A seguir, foi avaliado o peso do musculo so6leo (musculo
escolhido devido a melhor delimitagdo anatdomica), sendo
observado que houve redugdo de 31% no grupo jovem
imobilizado e 37% no grupo envelhecido imobilizado,
indicando que a protedlise induzida pelo desuso foi mais
intensa no grupo envelhecido (p<0,05). No mesmo contexto,
avaliou-se a relacdo proteina tota/DNA (PT/DNA) sendo
verificado que no grupo jovem imobilizado a redugdo foi de
20% no soleo, 49,5% no gastrocnémio porgao branca, 32,6%
no gastrocnémio por¢do mista, 20% no musculo extensor
longo dos dedos e 16% no musculo tibial anterior, (p<0,05).
Por outro lado, o grupo envelhecido apresentou maior redugao
na relagdo PT/DNA atingindo a média de 60% (p<0,05) como

pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2: Relacdo proteina total/DNA (mg/100mg) dos musculos
soleo (S), gastrocnémio porg¢do branca (GB), gastrocnémio
por¢do mista (GM), extensor longo dos dedos (ELD) e tibial
anterior (TA) de ratos jovens (J) e envelhecidos (E), controle (C)
e imobilizados (I)

Grupos S GB GM ELD TA

JC  40+12 56+28 43+13 60+2,8 50+29

JI 32+13° 283+£12° 29423° 48+0,7 42+0,9°
EC 367+18 40+22

36+£1,8 47+£3,0 41+2,0

EI 20+ 1,6 16+1,3% 23+1,01 21 +2,0" 26+ 3,2

Os valores representam as médias + epm, n=6. *p<0,05 comparado ao
jovem controle, #p<0,05 comparado ao envelhecido controle.
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Figura 2: Peso do musculo s6leo (mg) nos grupos jovem (J) e
envelhecido (E), dos grupos controle (C) e imobilizado (I)

4 Discussao

A atrofia muscular esquelética ¢ constituida por um
processo finamente regulado, acompanhado de inumeras
alteragdes metabodlicas, bioquimicas e estruturais que
repercutem na funcionalidade dos musculos afetados!'s.
Embora seja bem estabelecido que a atrofia muscular seja
caracterizada pela diminuicdo do contetdo protéico, do
diametro da fibra, da producdo de for¢a muscular e pela
fatiga, os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na
instalag@o da atrofia muscular por desuso ndo estdo totalmente
delimitados'%.

O padrio metabolico das fibras musculares ajusta-se,
constantemente, de acordo com a flutuag@o na disponibilidade
de substratos metabolizaveis, sendo influenciado pela
sensibilidade e populagdo de receptores de insulina, pela
atividade de sistema especifico ligado a captacdo de glicose
e pela atividade das enzimas-chave do metabolismo de
carboidratos, eventos associados que ressaltam a importancia
do contetido glicogénico?!. Assim, o presente estudo iniciou-
se avaliando o conteudo glicogénico muscular, uma vez que,
esta reserva ¢ marcadora tanto das condi¢des energéticas
quanto da performance do musculo esquelético®.

Ao se avaliar as reservas de glicogénio observa-se
que a imobilizagdo promoveu redugdo significativa nas
reservas, indicando reducdo na cascata sinalizadora de
insulina, caracterizado pelo quadro de resisténcia a insulina
e promovendo consequentemente reducdo nas reservas
glicogénicas?2*,

No mesmo perfil de analise foram avaliados os musculos
dos ratos envelhecidos e também foi verificado reducao nas
reservas glicogénicas, porém, em maior intensidade do que
aquela observada no grupo jovem imobilizado. As reservas
reduzidas sdo decorrentes de modificacdes no equilibrio
metabolico que acompanham a fisiologia do envelhecimento
sendo representado principalmente pela reducdo, tanto na
captacdo da hexose, quanto na atividade das enzimas da via

glicogénica'®. Outro fator que colabora para o entendimento
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das baixas reservas glicogénicas se refere ao fato do
envelhecimento proporcionar redugio na populagdo de GLUT
4, como demonstrado neste estudo, reiterando estudos
posteriores realizados em ratos com 20 meses de idade, onde
sugere-se haver diminuigdo expressiva na populagdo de
GLUT4 concomitante a progressdo da idade®.

No que tange a imobilizagao, foi observado que a hipotrofia
nos musculos de ratos jovens ocorreu em menor intensidade
do que no grupo envelhecido, fato que pode ter relagdes com
maior reducdo na sintese protéica simultdnea a elevacdo na
protedlise® 2628,

A imobilizagdo pode desencadear uma série de alteragdes
adaptativas nos sistemas orgdnicos que se traduzem em
perda funcional global e local, comprometendo o tempo de
retorno do individuo as suas atividades normais. No sistema
musculoesquelético, a redugdo de massa muscular e 6ssea sao
os efeitos mais marcantes desse processo®. Nas primeiras 6
horas de imobilizagao ja existe reducdo de 37% nos niveis de
sintese protéica®.

Ao avaliar o peso do musculo séleo imobilizado foi
observado que o musculo dos ratos envelhecidos sofreu maior
perda de massa se comparado ao jovem imobilizado. Nesse
contexto, ndo podemos desconsiderar que haja associa¢do de
eventos envolvendo as mudangas no perfil histofisiologico,
desencadeados pelo envelhecimento, associado as respostas
desencadeadas pelo desuso, sugerindo um somatodrio de
acdes que comprometem o musculo envelhecido com maior
intensidade.

De forma geral, tem sido relatado que os musculos
esqueléticos na fase de envelhecimento apresentam reducao na
velocidade de encurtamento, redu¢@o na quantidade de célcio
liberado do reticulo sarcoplasmatico frente ao potencial de
acdo, redugdo da forca (concéntrica, excéntrica ou isométrica)
e reducdo no numero de unidades motoras®'-33.

Mais recentemente, foi demonstrado que musculos
envelhecidos apresentam redugdo na sintese protéica
determinado pela diminuicdo da transcricdo do mRNA
indicando uma base genética no comprometimento da sintese
protéica®. A diminui¢do na sintese protéica evidenciada nos
musculos envelhecidos pode também ter relagdo com as
alteracdes bioenergéticas, baseado no fato de que as etapas
bioquimicas do anabolismo requerem a utilizagdo de grandes
quantidades de energia e o musculo envelhecido apresenta
redu¢do na quantidade de mitocondrias bem como nas
enzimas ligadas ao metabolismo aerdbio®.

4 Conclusao

As respostas desencadeadas pela imobilizagdo no musculo
esquelético envelhecido ocorreram precocemente ¢ numa
intensidade maior se comparado ao grupo jovem, sugerindo
cuidados especiais na pratica fisioterapéutica prescrita a
reabilitacdo de idosos.
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