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Resumo

A imobilizagio é um processo que acomete diversos elementos
corporais, incluindo o balanco proteico entre sintese e degradagio,
decorrentes da atrofia. A terapia aqudtica é uma atividade que favorece
o desenvolvimento muscular e pode ser utilizada como mecanismo
de recuperagio funcional. O objetivo foi verificar se existe alteracao
na quantidade de proteinas no musculo respiratério de ratos apés
imobilizagio de pata, recuperados por terapia aqudtica. Foram uti-
lizadas 20 ratas Wistar fémeas com + 8 semanas divididas em: Con-
trole (C), Imobilizado (I), Terapia aqudtica (TA) e Terapia Aqudtica
p6s Imobilizagio (TAI). A imobilizagdo ocorreu por duas semanas,
envolvendo o tronco e o membro inferior direito. Os animais foram
anestesiados (ketamina/xilasina) e sacrificados para a retirada do
diafragma. A terapia aqudtica ocorreu por trés semanas, seis dias por
semana iniciando com 2 minutos com acréscimo de dois minutos
por dia chegando a duragio de 36 minutos no ultimo dia. Para a
avaliagio muscular foi realizada a dosagem de proteinas musculares,
pelo método de Bradford (1976), e de nitrito muscular, relacionado ao
ciclo de degradagio proteica, por meio do Reagente de Griess. Para a
andlise estatistica utilizou-se Anova One-Way, com post hoc de Tukey
e teste de correlagio de Pearson, com significAncia de p < 0,05. Os
resultados foram expressos em média () erro padrio. Na dosagem de
proteinas obtiveram-se os seguintes valores: de 47,63 + 7,016 para o
C, 29,80 + 3,326 parao I, 68,69 + 1,661 para o TA e 39,53 + 4,004
para o TAI, de modo que houve diferenca estatistica (p < 0,05) entre
os grupos C x I, C x TA, I x TA e TA x TAI No que diz respeito a
dosagem de nitrito, os achados foram de 0,5004 + 0,09548 para o
C, 1,210 + 0,1503 para o I, 0,4371 + 0,07535 para o TA ¢ 0,7288
+ 0,1153 para o TAI, de forma que houve diferenca estatistica (p <
0,05) entre os grupos Cx I, I x TA e I x TAI. Houve correlagio entre
proteina e nitrito (p < 0,0001) e esta é negativa (-0,852). Os animais
do grupo TAI apresentaram normalizagio no contetido e degradagio
de proteinas em relagio ao C. Fato evidenciado pela igualdade do
quantitativo das proteinas e de seu produto de degradagio (nitrito).
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Abstract

Immobilization is a process that affects many body elements,
including balance between protein synthesis and degradation, resul-
ting from atrophy. The aquatic therapy promotes muscle strength
and can be used as a mechanism for functional recovery. This study
aimed at establishing changes in protein content in respiratory mus-
cles of rats after paw immobilization, recovered by aquatic therapy.
We used 20 female Wistar rats with + 8 weeks divided into: control
(C), Immobilization (I), Aquatic Therapy (AT) and Aquatic Thera-
py after Immobilization (IAT). The period of immobilization was
two weeks, involving the trunk and lower limb. The animals were
anesthetized (ketamine/xylazine) and sacrificed for removal of the
diaphragm. The water therapy was performed for three weeks, six
days a week, beginning with 2 minutes-session and increase by two
minutes until 36 minutes on the last day. Measurement of muscle
protein was used to asses muscle strength, according to Bradford
method, and nitrite, related to protein degradation cycle, was as-
sessed using Griess Reagent System. For statistical analysis we used
One-Way Anova with post hoc Tukey test and Pearson correlation,
with significance of p < 0.05. The results were expressed as mean ()
SEM. The protein measurement values were as following: 47.63 +
7.016 for C, 29.80 + 3.326 for the I, 68.69 + 1.661 to + 4.004 RT
and 39.53 to TAI, so there was no statistical difference (p < 0.05)
between groups C x I x C x TA I and TA x TA x TAL As regards to
nitrite, the findings were 0.5004 + 0.09548 to C, 0.1503 + 1.210
for the I, 0.4371 + 0.07535 to RT and 0.7288 + 0 1153 for the
IAT, so there was no statistical difference (p < 0.05) between groups
C x I, I xIx TA and TAL There was correlation between protein
and nitrite (p < 0.0001) and this is negative (-0.852). The animals
of TAI group showed normalized content and protein degradation
in relation to C. This is evidenced by the equal quantity of protein
and its degradation product (nitrite).
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Introducao

Dentre os recursos mais aplicados na prdtica clinica do
consultério ortopédico, a imobilizagdo é um recurso comum
em patologias 4lgicas e nas fraturas, porém, seu entendimento
fisiolégico ainda necessita ser ampliado. Pequenos periodos
podem acarretar diversos prejuizos a regido imobilizada,
especialmente a condi¢io de hipotrofia/atrofia muscular
[1]. Além dessa questdo, a imobilizagio causa influéncia em
outras partes do organismo, incluindo e, especialmente, o
metabolismo [2-4].

De um modo geral, o processo de atrofia muscular estd
diretamente ligado a alteragoes metabdlicas, bioquimicas
e estruturais que afetam a funcionalidade dos musculos
envolvidos [5]. O tecido muscular se caracteriza por reali-
zar contragdes (ciclos de estiramento/encurtamento) e essa
contratilidade parece ser determinante na massa muscular
e pode anteceder sinais endécrinos para a deplegao proteica
no musculo. Além disso, os musculos mantidos inativos sdo
mais sensiveis aos sinais catabélicos dos horménios contrar-
regulatérios [6,7], favorecendo a perda em relagio ao ganho
proteico e de massa muscular, consequentemente. Pesquisas
com musculos isolados mostraram que a taxa de transporte
de aminodcidos estd diretamente ligada a atividade contratil
[6,8], portanto, quando esta se torna inativa, como acontece
durante um processo de imobilizagdo, estard relacionada a
um menor transporte de aminodcidos e degradacio proteica.

A hipotrofia muscular e a perda de forga é uma das pri-
meiras ¢ mais 6bvias modificacbes que ocorrem como resul-
tado da imobilizagdo. Essa perda de massa muscular é mais
acentuada nas primeiras 72 horas, com indices de 14 a 17%,
reduzindo sua velocidade apds uma semana de imobilizagao
[9-11]. Além de ocorrer uma perda sensivel de forca muscular,
outro fator relevante no processo é a velocidade de sintese
proteica, que comega a declinar seis horas apds o inicio da
imobilizacdo [10], comprometendo ainda mais o organismo.
Observa-se ainda que o acimulo do tempo de imobilizacio
gera ainda mais prejuizos a satide do paciente, de modo que
trés semanas de imobilizagio resultam em uma perda de 47%
da forca muscular [12].

O processo de hipotrofia/atrofia da musculatura esquelética
resultante da auséncia de cargas é uma das maiores mudancas
associadas com o descondicionamento fisico, interferindo in-
clusive em atividades de rotina do paciente [13]. Atualmente,
a0 induzir atrofia muscular experimental, que se aproxime das
condicbes de restricio ao leito e hipoatividade, dois modelos
sdo considerados os mais apropriados: a suspensao ¢ a imobili-
zacao [14]. As técnicas de inervacio, transeccio de raiz neural
ou medular, tenotomia, fixagio das articulagoes com pinos e
castragio, utilizadas para mimetizar a hipoatividade, apresentam
particularidades que podem alterar os indices de atrofia, quando
comparados aos dois previamente citados [15,16].

A imobilizagio gessada permite a integridade dos nervos,
musculos e tenddes. Nao ¢ invasiva e evita a descarga sobre os

membros imobilizados, facilitando o estudo dos efeitos da di-
minuigio do trabalho muscular, além de ser um procedimento
préximo as condiges que vivenciamos na pratica clinica e permi-
tindo mais facilmente o estudo dos acontecimentos decorrentes
deste processo [15,16]. No protocolo de imobilizagio experi-
mental apresentado neste trabalho, com o uso de esparadrapo,
foi possivel maior facilidade na condugio dos experimentos [17].

Diversos estudos abordam a questao do musculo esquelé-
tico no processo de imobilizagio, entretanto poucos trabalhos
estdo diretamente ligados aos efeitos desta no musculo respira-
tério. Este estudo surge na tentativa de preencher essa lacuna,
com o objetivo de verificar se existe alteragio na quantidade de
proteinas no musculo respiratério de ratos apds imobilizagao
de pata, recuperados por terapia aqudtica.

Material e métodos

A pesquisa foi aprovada pela Comissio de Etica para o
Uso de Animais — CEUA da Universidade Estadual do Cear3,
sob o prot. n° 10725887-0. Foram utilizadas 20 ratas Wistar
fémeas com + 8 semanas divididas igualmente em: Controle
(C), Imobilizado (I), Terapia aqudtica (TA) e Terapia Aqudtica
p6s Imobilizagao (TAI), com peso corporal médio de 200g +
15 provenientes da UECE. Sob temperatura de 22°C a 25°C
com ciclo de 12 horas claro e 12 horas escuro, recebendo
ragdo e dgua ad libitum.

Para a imobilizagao, os animais foram anestesiados com
Cetamina 60mg/kg e Xilasina 8(oito) mg/kg de peso do ani-
mal. A imobilizagio do membro posterior direito foi efetuada
de acordo com o modelo proposto por Santos-Junior et al.
[17], que envolve o tronco, o quadril e o joelho em extensio
e o tornozelo em flexdo plantar.

A terapia aqudtica foi realizada em um reservatério de 20
litros, fabricado em pléstico, com 60 cm de profundidade e
com registro para esvaziamento, foi colocado em uma sala,
de modo a manter as condigbes de higiene, temperatura e
luz adequada.

O tanque foi enchido com dgua fornecida pelo sistema de
saneamento de Fortaleza captado na UECE. A temperatura da
dgua mantida em torno de 32° C, por meio de um termostato.

Os animais dos grupos TA e TAI foram submetidos a um
programa de atividade aquética em um periodo de trés semanas
iniciando com 2 minutos, com acréscimo de dois minutos
por dia chegando a duragao de 36 minutos no dltimo dia. Os
animais foram colocados no reservatério de dgua e, durante o
treinamento, foram utilizadas cargas equivalentes a 5,0 % do
peso corporal, atadas ao dorso da cauda. Cada animal, durante a
terapia aqudtica, ficou sob observagdo para nao apoiar na borda
do tanque ou flutuar, deixando de se movimentar.

Os exercicios foram realizados no periodo da manha, seis
dias por semana com descanso aos domingos. Apds a natagio
as ratas foram secas por meio de um equipamento de fluxo
de ar quente [18]. Apés o periodo de trés semanas em que
foram submetidas aos exercicios, as ratas foram sacrificadas.
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Ao fim do tratamento os animais foram novamente anes-
tesiados, da forma citada acima. Em seguida, sacrificados para
posterior dissecacdo do diafragma. Para a avaliagio muscular
foi realizada a dosagem de proteinas musculares, pelo método
de Bradford [19], e de nitrito muscular, relacionado ao ciclo de
degradacio proteica, por meio do Reagente de Griess. Para a
andlise estatistica utilizou-se Anova One-Way, com post hoc de
Tukey e teste de correlagio de Pearson, com significAncia de p <
0,05. Os resultados foram expressos em média (+) erro padrio.

Resultados

Como resultado da dosagem de proteinas obtiveram-se os
seguintes valores: de 47,63 + 7,016 para o C, 29,80 + 3,326
paraol, 68,69 + 1,661 paraoTA €39,53 + 4,004 para o TAI,
de modo que houve diferenca estatistica (p < 0,05) entre os
grupos Cx I, Cx TA, I x TA e TA x TAI (Figura 1).

Figura 1 - Dosagem de proteinas.
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C = Controle; | = Imobilizado; TA = Terapia Aquética; TAl = Terapia
Aqudtica pés Imobilizaggo; p < 0,05.* - diferente do C, TA; ** - diferen-
te do C, TAI.

J4 na avaliagao da dosagem de nitrito muscular do dia-
fragma, os achados foram de 0,500 + 0,09 para o C, 1,210
+ 0,15 parao I, 0,437 + 0,07 para 0 TA ¢ 0,728 + 0,11para
o TAL de forma que foi identificada diferenca estatistica (p
< 0,05) entre os grupos Cx I, I x TA e I x TAI (Figura 2).

Figura 2 - Dosagem de nitriro.
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C = Controle; | = Imobilizado; TA = Terapia Aquética; TAl = Terapia
Aqudtica pés Imobilizagdo; p < 0,05; * - diferente do C, TA, TAI.

Quando realizamos a correlagio entre os parAmetros acima
identificamos uma correlagio (p < 0,0001) forte e negativa
(-0,852) entre proteina e nitrito, determinando uma associa-
¢do entre as varidveis estudadas (Figura 3).

Figura 3 - Correlagio entre a dosagem de nitrito e o quantitativo
de proteina no miisculo diafragma.
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Valor do Teste de Correlagéo de Pearson r = -0,852 e p < 0,0001.

Discussao

Nesta pesquisa, foram demonstrados os efeitos induzidos
pela imobilizacdo durante duas semanas e remobilizagio
durante trés semanas, utilizando a terapia aqudtica na mus-
culatura respiratéria.

O musculo diafragma apresenta uma caracteristica de con-
trole voluntdrio, mas o sistema de disparo da a¢do muscular
advém do grupo respiratério pontino e dos grupos respiratd-
rios dorsais e ventrais do Bulbo. Logo esse controle voluntirio
da musculatura respiratéria é limitado. Nos animais do grupo
imobilizado obtivemos uma redugio do contetido proteico
na ordem de 37,4% e um aumento do quantitativo de nitrito
em relagio ao grupo controle, caracterizando o quadro de
atrofia muscular.

Ao longo de um periodo de imobilizacio existe atrofia da
musculatura esquelética do membro imobilizado. Além disso, o
individuo é acometido por perdas nos mais diversos segmentos e
sistemas de seu organismo [20], como transtornos de inervacio,
circulacao, comprometimento dsseo, alteracoes ligamentares,
aumento de tecido conjuntivo, edema e rigidez articular [21].

Estes resultados obtidos no diafragma concordam com
os dados de trabalhos anteriores em relacio ao miisculo es-
quelético submetido a imobilizagao, os quais afirmam que a
atrofia muscular caracteriza-se pela redu¢io do tamanho da
fibra muscular [9-11,22], drea de sec¢io transversa e contetido
de proteinas [10,22], redu¢io da poténcia muscular, maior
fatigabilidade e aumento da resisténcia a insulina. Sabe-se que
a diminui¢do da sintese € 0 aumento da degradagio proteica
envolvidas neste processo contribuem para a perda total de
proteina muscular devido ao desuso [22].

Nos animais que foram submetidos apenas a terapia
aquadtica, evidenciamos um aumento no contetido proteico
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em relacio ao grupo controle de 44,2%, evidenciando um
maior desenvolvimento muscular em fungio da prética da
atividade fisica.

A terapia aqudtica é um dos recursos fisioterapéuticos que
utiliza os efeitos fisicos, fisiolégicos e cinesiolégicos advindos
da imersdo do corpo em dgua aquecida como recurso auxiliar
de reabilitagio ou prevencio de alteragbes funcionais. As
propriedades fisicas da d4gua ¢ 0 aquecimento desempenham
um papel importante na melhoria e na manutencio da fungio
muscular [23].

As forgas fisicas da dgua, agindo sobre um organismo imer-
s0, provocam amplas alteragoes fisioldgicas afetando quase que
todos os sistemas do organismo. Os efeitos podem somar-se
aos desencadeados pela prética de exercicios fisicos na dgua,
tornando as respostas mais complexas [24]. Provavelmente, a
pressdo que a dgua exerceu sobre a caixa tordcica dos animais
provocou uma maior necessidade de esfor¢co da musculatura
respiratéria, com consequente ganho de massa muscular e do
contetido proteico total evidenciado em nosso estudo.

As alteragbes no sistema respiratério ocorrem pela agio da
pressdo hidrostdtica de duas maneiras diferentes: aumento de
volume central; compressao da caixa tordcica e abdome. O centro
diafragmdtico desloca-se cranialmente, a pressdo intratordcica
aumenta de 0,4 mmHg para 3,4 mmHg e a pressao nos grandes
vasos aumenta de 3,0 mmHg a 5,0 mmHg a 12 mmHg a 15
mmHg. Estas alteragoes promovem um aumento do trabalho
respiratério e a alteracio da dinAmica respiratdria [25].

Duas semanas de imobilizagdo seguidas de trés semanas
de recuperagio dos animais através da terapia aqudtica foram
capazes de normalizar a musculatura respiratéria, j4 que
o grupo TAI mostrou-se igual ao grupo controle tanto no
contetdo proteico e nos valores do nitrito, o que nos leva a
afirmar que a terapéutica empregada foi capaz de reverter o
quadro danoso gerado pela imobilizacio no diafragma.

Estudos demonstram que as fibras musculares esqueléticas
apresentam uma grande plasticidade, ou seja, tém a tendéncia
de assumir um comprimento novo apés as forgas externas.
O efeito plastico ¢ garantido através das propriedades que
os tecidos contrdteis e nio contrdteis possuem em adquirir
novos comprimentos na presenga ou auséncia de novas forcas
mecanicas [26].

A relagdo direta entre 0 aumento de nitrito e a reducio de
proteina no musculo diafragma pode refletir uma orientagao
de via metabdlica, indicando um aumento na degradacio
muscular do diafragma, o que compromete o sistema respira-
torio. A perda de componentes bdsicos do tecido em virtude de
um processo de imobilizagio pode repercutir negativamente
nas funcées teciduais bdsicas de diversas estruturas [27],
inclusive na fungio respiratéria.

Conclusao

Os animais do grupo terapia aqudtica pds-imobilizacao
apresentaram normalizacdo no contedo e degradagio de

proteinas em relagio ao controle. Fato evidenciado pela
igualdade do quantitativo das proteinas e de seu produto de
degradacio (nitrito). Isso nos leva a afirmar que a terapéutica
empregada foi capaz de reverter o quadro danoso gerado pela
imobilizacio no diafragma.
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