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Resumo

Introducéo: Muitos estudos séo realizados no intuito de aprimorar metodologias de tratamento
fisioterapéutico, no entanto néo se considera o estado nutricional do paciente, mesmo sabendo
que a desnutricdo, principalmente a proteico calérica, causa danos irreversiveis ao organismo.
A imobilizagdo é uma prética terapéutica utilizada rotineiramente por diversos profissionais
frente a lesGes musculo esqueléticas. Objetivo: Analisar o efeito da imobilizagdo (7 dias) em
ratos normais (dieta normoproteica, 45 dias) e desnutridos (dieta hipoproteica, 45 dias).
Material e métodos: Os animais foram imobilizados com o6rtese de acrilico mantendo o
tornozelo na posigdo de 90°. Para o periodo de remobilizacédo, consideraram-se 7 dias apos a
retirada da ortese. Foi realizada a avaliacdo do conteldo de glicogénio e a razéo proteina
total/DNA segundo kit de aplicagcdo laboratorial e os dados foram comparados através de
Anova Two Way e pos-teste de Tukey, p < 0,05. Resultados: Foram observadas pequenas
reservas glicogénicas tanto no grupo imobilizado quanto no grupo desnutrido antes e apés a
imobilizacdo. Cabe ressaltar que na remobilizacdo do grupo controle houve recuperacao parcial
das reservas, fato que n&o ocorreu no grupo desnutrido. Concluséo: A desnutricdo causa um
déficit no sistema musculo esquelético sendo acentuado na imobilizagdo, possivelmente por
haver também comprometimento nos processos de regeneracao.
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Abstract

Introduction: Many studies are performed in order to improve methods of physical therapy
treatment, but do not consider the nutritional status of the patient, knowing that malnutrition,
especially protein caloric, causes irreversible damage to the body. Immobilization is a
therapeutic practice routinely used by many professionals to treat musculoskeletal disorders.
Objective: The aim of this study was to analyze the effect of immobilization (7 days) in normal
(normal diet, 45 days) and malnourished (low-protein diet, 45 days) rats. Methods: The animals
were immobilized with acrylic splint maintaining the ankle at 90°. As remobilization period was
considered 7 days after removal of the stent. We conducted the evaluation of glycogen content
and the ratio total protein/DNA according to laboratory kit and laboratory data were compared
using Two Way Anova and Tukey post-test, p < 0.05. Results: Results showed small glycogen
reserves in both the fixed and in the malnourished group before and after immobilization. In the
remobilization in the control group, there was a partial recovery of reserves, which did not occur
in the malnourished group. Conclusion: Malnutrition causes a deficit in the musculoskeletal
system which is accentuated during immobilization and may be compromised in the process of
regeneration.
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Introducao

Muitos estudos séo realizados na fisioterapia em busca de melhores resultados para
cada tratamento, porém nao se considera o estado nutricional do paciente. Contudo dever-se-
ia levar em consideracdo o estado nutricional, haja vista que a desnutricdo, principalmente a
proteico calérica, pode causar danos irreversiveis ao organismo [1-4].

A desnutricdo proteica calérica, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), é
como uma variedade de condigcBes patologicas decorrente das deficiéncias de energia e
proteinas em proporg8es variadas, sendo ela uma das principais causas de mortalidade infantil
no Brasil. Isso se da devido a nutricdo proteica estar relacionada a fungdes importantes como
formagdo de enzimas, anticorpos, horménios, equilibrio acido basico, transporte de oxigénio,
coagulacéo do sangue e atividade muscular [5-7].

Assim, a desnutricdo afeta o crescimento e desenvolvimento organico do sistema
nervoso resultando em menor tamanho cerebral, menor nimero de células, menor quantidade
de lipidios, reducéo da mielina e altera¢cdes na atividade de varios sistemas enzimaticos [8-10].

Na imobilizacdo musculoesquelética, observam-se alteracfes representadas pela
perda funcional acompanhada de perda de massa muscular [11]. A atrofia do musculo
esquelético decorrente da imobilizagdo ocorre pela diminuicdo da sintese e consequentemente
aumento na degradacdo proteica, associado ao aumento do tecido conectivo, fatores
associados que induzem o comprometimento funcional [12,13]. Os estudos dos efeitos
metabolicos locais e sistémicos da imobilizacdo se revestem de grande importancia por
fornecer as informacBes necessérias para a compreensdo e intervencdo terapéutica nas
situacdes de privacdo da mobilidade de partes do corpo merecendo destaque as entorses,
fraturas ésseas, rupturas ligamentares, tendineas e de outros tecidos moles [14,15].

Objetivo

Avaliar o comportamento metabélico do musculo esquelético remobilizado apos 7 dias
de imobilizagdo em ratos controle e desnutridos.

Material e métodos

Foram utilizados 36 ratos albinus, Wistar, com 21 dias de idade, divididos em grupos
experimentais e tratados com dieta hormoproteica ou hipoproteica durante 45 dias. Os animais
foram alimentados com dieta especial e agua ad libitum e mantidos em ambiente com
temperatura constante ao redor de 230C + 20C e ciclo claro escuro controlado de 12 h,
manejados de acordo com o guia de tratamento de animais de laboratério do National
Research Council, 1996 e aprovado pelo CEUA — UNIMEP sob n° 09/2015.

Tabela | — Distribuig@o dos ratos em grupos experimentais (n = 6).
n

Controle (dieta normoproteica durante 45 dias)

Imobilzados por 7 dias

Remobilzados (avaliados 7 dias apds retirada da drtese)
Desnutridos (alimentados com dieta hipoproteica durante 45 dias)
Desnutridos imobilizados (submetidos a imobilizacdo durante 7
dias)

Desnutridos remobilizados (avaliados 7 dias apos retirada da
ortese)

[=2] DM

Imobilizacao

A imobilizacéo foi realizada utilizando uma 6értese de resina acrilica, a qual manteve a
articulacéo do tornozelo em posi¢édo de 90 o, permitindo que as articulagbes do joelho e quadril
permanecessem livres conforme modelo descrito por Silva et al. [12]. Consideramos o0s
periodos experimentais como sendo periodos agudos, pois Von Deutsch et al. [16] relataram
que até 7 dias de imobilizacdo ainda é considerado dessa forma. Neste sentido, como
protocolo de remobilizagdo, os animais tiveram a Ortese retirada locomovendo-se liviemente

pela caixa.
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Protocolo de desnutricdo e recuperagéo nutricional

Durante o experimento foram empregadas dietas normoproteica (AN 93M - 14%) e
hipoproteica (AN - 6%) comercializada pela PragSolucbes Servicos e Comércio; (composi¢ao
descrita na tabela ).

Tabela Il - Composicdo das dietas (g/kg) utilizadas para desnutricdo sendo AN93 M -14%
normoproteica e AN-6% hipoproteica.

Dieta AN 93 M - 14% Dieta NA — 6%
Ingredientes p1kag Ingredientes p1kg
Amido de milho 465.000 Amido de milho 508.000
Caseina 140.000 Caseina £6.000
Amido destrinizado 155.000 Amido destrinzado 166.500
Sacarose 10.000 Sacarose 121.000
Oleo de soja 40.000 Oleo de soja 40.000
Fibra (Cel. microcrist) 50.000 Fibra (Cel. microcrist) 50.000
L-cistina 1.800 L-cistina 1.800
Cloreto colina 2500 Cloreto colina 2.500
Mix mineral G 35.000 Mix mineral G 35.000
Mix vitaminico 10.000 Mix vitaminico 10.000
Total 1000.0 Total 1000.0

Para a determinacdo do conteldo muscular de glicogénio foi utilizado o método do
fenol sulfarico segundo Siu et al.[17]. Os valores foram expressos em mg/100 mg de peso
Umido. Para determinacdo do conteddo de proteinas totais, foi utilizado o método do biureto e
0s valores s8o expressos em mg/mL, por sua vez, para a determinagdo da concentragdo de
DNA foi utilizado o método da difenilamina em que o homogenato tecidual € submetido a
presenca de uma solugdo de difenilamina e posteriormente a leitura realizada em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 595 nm segundo o método proposto por Giles e
Myers [18]. Na andlise estatistica foi aplicado o teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov)
seguido da andlise variancia (Anova) e teste de Tukey, com nivel de significAncia de 5%.
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Figura 1 - Em (A) observa-se a ortese de resina acrilica composta de uma bota de acrilico,
rotadores e cinta abdominal aplicados em rato controle (tratado 45 com dieta contendo 14% de
proteina). Em (B) pode-se observar a Ortese adaptada ao corpo do rato desnutrido (tratado com
dieta contendo 6% de proteina por 45 dias). Cabe ressaltar que a 6rtese manteve a articulagéo
do tornozelo na posicéo de 90°.

Apresenta-se inicialmente uma fotografia dos animais controle e desnutridos
imobilizados pela ortese, para que sejam observadas as condi¢cdes organicas diferenciais,
principalmente no que se refere ao animal desnutrido (figura 1).

Um consenso na literatura cientifica é que a reserva muscular de glicogénio é
imprescindivel para a manutencao de condi¢Bes energéticas ideais determinando a eficiéncia
da contracdo muscular. Inicialmente foi avaliado o comportamento das reservas glicogénicas
no grupo controle no qual se destaca que o musculo séleo (fibra tipo 1), apresentou diminuigdo
significativa de 36% nas reservas em decorréncia da imobilizacdo. Cabe ressaltar que apds o
periodo de remobilizacdo de 7 dias, as reservas glicogénicas ainda apresentavam-se 21%
menores do que o controle, porém recuperadas em 22% se comparado ao grupo imobilizado
(figura 2).

Alteracdes nas reservas glicogénicas também foram constatadas no musculo
gastrocnémio porgdo branca e vermelha, além disso, foi observada diminuigdo das reservas
em 49% e 42 %, respectivamente. Nestes musculos, também houve recuperacao das reservas
no periodo de remobilizag&o atingindo valores 26% e 30%, se comparado ao imobilizado e da
mesma forma que no séleo ainda permaneceram 31% e 17% menores que o controle (figura 2).

A seguir foi avaliado o efeito da desnutricdo sobre as reservas glicogénicas, e
observou-se que as reservas apresentaram-se 28,5% menores no séleo, 56,4% no
gastrocnémio por¢cdo branca e 58,3% no gastrocnémio vermelho se comparado ao grupo
tratado com dieta normoproteica. Quando imobilizados, as reservas glicogenias tornaram-se
ainda menores atingindo valores 35% menores no s6leo e no gastrocnémio porcao branca e 53%
no gastrocnémio vermelho. Por outro lado, o evento mais expressivo foi observado na
remobilizacéo, condicdo em que ndo foi observada recuperacdo, ndo diferindo da condicéo
imposta pelo desuso (figura 3).
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Figura 2 - Concentragdo muscular de glicogénio (mg/100mg) do musculo soleo (S),
gastrocnémio por¢do branca (GB) e gastrocnémio porcdo vermelha (GV) nas condicdes
controle (C), imobilizado (l) e remobilizado (R). Os valores correspondem a média £ epm, n =
10.
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*p < 0,05 comparado ao controle e # p < 0,05 comparado ao imobilizado.

Figura 3 - Concentragdo muscular de glicogénio (mg/100mg) do musculo séleo (S),
gastrocnémio por¢do branca (GB) e gastrocnémio porcdo vermelha (GV) nas condi¢des
desnutrido (D), imobilizado (I) e remobilizado (R). Os valores correspondem a média + epm, n =
10.
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*p < 0,05 comparado ao controle.

Passou-se a avaliagdo do peso muscular, sendo escolhido o séleo devido a melhor
delimitacdo anatdmica. Nesta condi¢do, observou-se reducdo de 36% em decorréncia da
imobilizacdo, havendo recuperacdo de 24% no peso na fase da remobilizacdo. O peso foi
alterado também na desnutricdo, apresentou-se 69% menor do que do grupo tratado com dieta
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normoproteica. Na condicao de imobilizacao aplicada na desnutricdo foi observada reducéo de
27% devido a imobilizacdo e recuperacao de 11% na fase de remobilizacéo (tabela Ill).

No intuito de aprimorar a andlise, optou-se por avaliar a relacdo proteina total/DNA
(PT/DNA), observando-se que a imobilizacdo no grupo controle promoveu reducao de 25,2%
com elevacdo de 10% no periodo de remobilizacdo. Por sua vez, a relacdo PT/DNA
determinada no grupo desnutrido mostrou-se 52% menor se comparado ao controle. Nesta
condicdo a imobilizacdo promoveu redugdo de 14% na relagdo a condi¢do ndo imobilizado e,
ainda, houve recuperacao de 6% na fase de desmobilizag&o (tabela Ill).

Tabela Ill - Peso (mg) e relacdo Proteina Total/DNA (PT/DNA, mg/100mg) no séleo de ratos
controle e desnutridos submetidos a imobilizacdo e remobilizacao.

Peso PT/DNA
Controle 13250+ 21 242+0,01
Imobilizado 84+31 1,81+0,01
Remobilizado 100,70 + ?_,,8" 2,00+ 0,037
Desnutridos 40,753 1,16+ 0,06
Desnutridos imobilizados 296+17 1,00+ 0,01*
Desnutridos remobilizados 33 +2,8™ 1.06+0.02*

Os valores correspondem a média + DP, n = 6; *p < 0,05 comparado ao controle; #p < 0,05 comparado ao
imobilizado, ?p < 0,05 comparado ao desnutrido.

Discusséo

O masculo esquelético € um dos principais tecidos ligados ao controle glicémico por
apresentar mecanismos responsaveis pela captacao, metabolizagdo e reserva de glicose. Esta
capacidade decorre da expressdo génica de transportadores do tipo 1 (Glutl) envolvido na
captacdo basal da glicose e transportadores do tipo 4 (Glut4) cuja atividade mostra ser
dependente da insulina e do aumento na atividade contratil [19,20]. Cerca de 70 a 85% da
glicose captada é direcionada a formacdo de reservatdrios de glicogénio ou pode ainda ser
oxidada para geracdo de energia [21]. Neste contexto, destaca-se que as reservas musculares
de glicogénio sdo uma importante fonte de energia durante a atividade contratil. Desta forma,
flutuacdes no contetdo, podem interferir no desempenho, ou seja, concomitante a elevagéo
nas reservas observa-se melhora na resisténcia durante atividade fisica, porém, em pequenas
quantidades participam dos processos associados a fadiga muscular [22].

Hirose et al. [23] estudaram a via sinalizadora da insulina em ratos que tiveram a pata
imobilizada por fixagédo do joelho e tornozelo a 900, durante sete dias, e verificaram reducdo na
transducdo do sinal insulinico, sugerindo déficit na ativacdo do receptor e nas enzimas ativadas
a partir deste, incluindo a fosforilagdo do IRS-1 (substrato 1 do receptor de insulina) e a
ativacdo da PI3-K, demonstrando que o quadro de resisténcia a insulina, também pode ser
desencadeado na imobilizagcdo. Essa alteracdo na dindmica de sinalizacdo da insulina pode
explicar os resultados deste estudo, no qual foi observado que, sob condicdo aguda de
imobilizacdo, houve reducéo nas reservas musculares de glicogénio.

O presente estudo mostra que, no musculo séleo, houve reducdo significativa no
contetido de glicogénio somente a partir do segundo dia do desuso. Neste sentido, Ploug [24],
estudando o comportamento metabdlico de musculos vermelhos submetidos a um curto
periodo de imobilizacdo (48 horas) verificaram diminui¢cdo significativa na populagcdo dos
transportadores Glutl e Glut4 além da reducdo na atividade das vias glicogénicas e sugeriram
o0 desenvolvimento do quadro de resisténcia no desuso. Ainda com relacdo as reservas
musculares de glicogénio, demonstramos que no musculo gastrocnémio por¢ao branca (fibra
tipo Il), houve a maior reducdo no contelido se comparado ao séleo (fibras tipo I). Neste
sentido, h& de se considerar que a 6rtese permitia a descarga de peso no membro imobilizado
e este fato pode ter contribuido para a diferenciacdo do efeito se comparar ao musculo séleo,
uma vez que € um musculo postural. Assim, os dados deste estudo corroboram a literatura
referendando que a értese aqui utilizada como modelo de imobilizacdo mostrou ser um modelo
gerador de resisténcia & insulina comprometendo a homeostasia das vias metabdlicas das
fibras musculares.

Entre os anos 70 e 80, havia contradigdo quanto ao tipo de fibras mais susceptiveis a
hipotrofia: alguns autores sugeriam que as fibras brancas (tipo Il) eram mais susceptiveis [25],
enquanto outros se referiram as fibras vermelhas (tipo 1) como sendo as mais susceptiveis [26].
No entanto, h& trabalhos que ndo evidenciaram qualquer diferenga no comportamento dos
diferentes tipos de fibras a hipotrofia [27,28]. Em 1986, Appell [29] verificou que o decréscimo
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mais pronunciado do didmetro das fibras ocorre durante a primeira semana de imobilizacéo e
em estudos realizados com animais e com tempos de imobilizacdo variaveis, foi demonstrado
que as fibras tipo | foram as que apresentaram sinais mais evidentes de hipotrofia, sugerindo
que tal fato ocorre devido a reducéo da atividade das enzimas oxidativas como reiterado por
[30]. Neste sentido, os diferentes trabalhos se diferenciam quanto ao periodo de desuso
avaliado e nossos resultados mostram que ja existem alterac@es significativas desencadeadas
precocemente, ou seja, nos primeiros dias do desuso. Cabe salientar que a homeostasia
energética do musculo gastrocnémio branco ja ficou comprometida nos primeiros dias da
imobilizagéo

A escolha de direcionar o estudo a posicao do tornozelo a 90° se deve ao fato de ser a
posicdo anatdmica mais utilizada na clinica ortopédica e também pela existéncia de trabalhos
que mantiveram o tornozelo imobilizado nessa posicdo. Nestes trabalhos, as articulacdes do
quadril e joelho também estavam imobilizadas, diferenciando de nossa proposta na qual a
articulacéo do joelho e quadril se mantiveram livres [23,24,31]. Dentro destas consideracdes, a
Ortese foi capaz de promover na musculatura, alterac6es metabdlicas e na taxa proteina
total/DNA indicando o desenvolvimento de protedlise, uma vez que esta relacdo serve como
indices de tamanho celular.

Recentemente Herrera et al. [32] estudaram a inatividade muscular em membros
posteriores de ratos e observaram que o musculo séleo sofreu hipotrofia mais evidente que o
musculo extensor longo dos dedos, apontando a provavel relagdo com o tipo de fibra e funcao
muscular durante a condicdo normal de descarga de peso. Tanaka et al. [33] também
associaram o tipo de fibras ao grau de hipotrofia muscular, e como o séleo possui um maior
namero de fibras tipo | e o extensor longo dos dedos mais fibras do tipo Il, o primeiro musculo
sofre mais durante a imobilizac¢éo, devido a menor solicitagdo das fibras posturais [24].

Dentro desta linha de raciocinio, observamos que o muisculo gastrocnémio porcéo
branca foi o mais afetado pela imobilizacdo e possivelmente deve-se ao fato de ser bi-articular
e neste modelo de desuso, apresentar limitacdo na sua condicao fisiol6gica. Assim, por haver
descarga de peso, o musculo séleo recebia estimulo constante enquanto o animal deambulava.
Uma vez que tem sido descrito que frente a elevacdo da atividade contratil ha elevagdo na
captacdo de glicose decorrente da translocacdo de transportadores Glut4, é sugestivo o fato
que o séleo adquire um status energético diferenciado dos outros musculos, razdo pela qual os
dados diferem do consenso presente na literatura.

Concomitante ao comprometimento das reservas energéticas, a relagdo proteina
total/DNA muscular também foi comprometida pela imobilizagdo do membro, sendo significativa
a partir do 2° dia e com especificidade no musculo gastrocnémio porcao branca, reiterando que
dentro da especificidade deste modelo de imobilizagdo as fibras brancas foram afetadas
precocemente.

Conclusao

O estudo mostra a importancia em se considerar o estado nutricional do paciente, pois
esse pode influenciar na eficiéncia terapéutica. Conforme demonstrado, a imobilizagédo
promove dano estrutural e funcional em maior intensidade se houver o quadro de desnutri¢éo,
ja que nesta condi¢cdo ha comprometimento na recuperacao do tecido lesado.
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