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CHICO, F.T.F. REPERCUSSOES MORFOFUNCIONAIS DA REMOBILIZAQAO COM
MOBILIZACAO ARTICULAR PASSIVA E ULTRASSOM TERAPEUTICO NO
MUSCULO SOLEO DE RATOS WISTAR. 63 paginas. Dissertacdo (Mestrado). Pos-
Graduacao em Biociéncias e Saude, Cascavel, UNIOESTE, 2023.

A imobilizac&o acontece comumente em tratamento de lesdes osteomioarticulares ou
de repousos prolongados, como pacientes que permanecem muito tempo acamados
em ambientes hospitalares, levando a importantes alteragces morfofuncionais, como
atrofia muscular, desorganizacdo tecidual, aumento de células inflamatodrias,
diminuicdo de forca e da funcionalidade. Sendo assim, métodos que acelerem a
reabilitagdo sdo de extrema valia, como o ultrassom terapéutico e a mobilizacéo
passiva, que podem ser usados na remobilizacdo. O objetivo do estudo foi analisar
essas terapias de maneira isolada e associada, na recuperacao do musculo séleo de
ratos Wistar imobilizados. Foram utilizados 40 ratos, com idade aproximada de 10
semanas, alocados randomicamente em 5 grupos (n=8), sendo Gl (imobilizacdo), GRL
(remobilizacdo livre), GRMP (remobilizacdo com mobilizacdo passiva), GRU
(remobilizagdo com ultrassom terapéutico) e GRMU (remobilizagdo com mobilizacao
passiva e ultrassom terapéutico). Os animais foram imobilizados com atadura gessada
no membro pélvico direito por 21 dias e sequencialmente distribuidos de acordo com
o tratamento (por 3 semanas). A fase experimental do Gl foi concluida apds os 21 dias
de imobilizagéo, o GRL seguiu com movimentagéo livre, o GRMP teve o tratamento
de mobilizacdo passiva (sendo grau IV de mobilizagdo articular, com
aproximadamente 50 movimentos em 1 minuto), o GRU foi tratado com o ultrassom
(frequéncia de 1,0 MHz, intensidade de 0,5 w/cm? por 2 minutos no joelho e tornozelo
e 0 GRMU teve a associacdo das duas técnicas terapéuticas. Os animais foram
avaliados funcionalmente com os testes de Von Frey para avaliar a nocicepcao e forca
de preensdo, antes da imobilizacdo, apdés a imobilizacdo e uma vez por semana
durante a fase de tratamento, totalizando 5 avaliacdes. Apds a coleta do muasculo
séleo, foi realizado o processamento para andlises da morfologia geral, sendo utilizado
a coloracdo com hematoxilina-eosina, tricbmico de Masson para andlise do tecido
conjuntivo e fusos musculares, além do indice histopatolégico para nivel de lesao
tecidual. Os dados estatisticos foram analisados no software SPSS 20.0 ® por meio
dos modelos lineares generalizados (p < 0,05). Quanto aos resultados funcionais todos
0S grupos apresentaram menor limiar nociceptivo apos a retirada da Ortese,
evidenciado que a imobilizacao leva a quadros algicos e 0 GRMU apresentou melhor
recuperacdo em relacéo a forca muscular. A morfologia do musculo séleo dos animais
imobilizados apresentou atrofia e necrose das fibras musculares, aumento de células
inflamatorias, desorganizacdo e aumento do tecido conjuntivo, comprovado pelo
indice histopatologico, enquanto o GRU apresentou maior quantidade de capilares e
vasos sanguineos congestionados. Referente a organizacdo tecidual, o GRMU
apresentou menor quantidade de tecido conjuntivo intramuscular, e com maior
organizacdo. Quanto aos fusos neuromusculares, o GRL e o GRMU apresentaram
maior espessamento da capsula. Portanto a imobilizacdo afeta a funcionalidade e
provoca grave lesao tecidual e ambos os tratamentos propostos, obtiveram melhora
nos parametros nociceptivos e de forca e na morfologia, entretanto as técnicas
associadas potencializaram a recuperacgao tecidual.

Palavras-chave: atrofia muscular; imobilizacdo; mobilizacdo precoce, terapia por

ultrassom.
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Immobilization commonly happens in the treatment of musculoskeletal injuries or
prolonged rest, such as patients who remain bedridden in hospital environments for a
long time, leading to important morphofunctional changes, such as muscle atrophy,
tissue disorganization, increase in inflammatory cells, decrease in strength and
functionality. Therefore, methods that accelerate rehabilitation are extremely valuable,
such as therapeutic ultrasound and passive mobilization, which can be used in
remobilization. The objective of this study was to analyze these treatments in an
isolated and associated way, in the recovery of the soleus muscle of immobilized
Wistar rats. Forty rats, aged approximately 10 weeks, were randomly allocated into 5
groups (n=8), Gl (immobilization), GRL (free remobilization), GRMP (remobilization
with passive mobilization), GRU (remobilization with therapeutic ultrasound) and
GRMU (remobilization with passive mobilization and therapeutic ultrasound). The
animals were immobilized with plaster bandage on the right pelvic limb for 21 days and
sequentially distributed according to the treatment (for 3 weeks). The experimental
phase of Gl was completed after 21 days of immobilization, the GRL continued with
free movement, the GRMP had the passive mobilization treatment (being grade IV of
joint mobilization, with approximately 50 movements in 1 minute), the GRU was treated
with ultrasound (frequency of 1.0 MHz, intensity of 0.5 w/cm2 for 2 minutes on the knee
and ankle and the GRMU had the association of the two therapeutic techniques. The
animals were functionally evaluated with the Von Frey and strength tests grip, before
immobilization, after immobilization and once a week during the treatment phase,
totaling 5 evaluations. After collecting the soleus muscle, processing was performed
for analysis of general morphology, using hematoxylin-eosin staining, Masson's
trichometer for analysis of connective tissue and muscle spindles, in addition to the
histopathological index for level of tissue injury. Statistical data were analyzed using
SPSS 20.0 ® software using models generalized linear (p < 0.05) As for the functional
results, all groups showed a lower nociceptive threshold after the removal of the
orthosis and the GRMU showed better recovery in relation to muscle strength. The
morphology of the soleus muscle of the immobilized animals showed atrophy and
necrosis of the muscle fibers, an increase in inflammatory cells, disorganization and
an increase in the connective tissue, confirmed by the histopathological index, while
the GRU presented a greater number of capillaries and congested blood vessels.
Regarding the tissue organization, the GRMU presented a smaller amount of
connective tissue, and with greater organization. As for the neuromuscular spindles,
the GRL and the GRMU showed greater capsule thickening. Therefore, immobilization
affects functionality and causes severe tissue damage. Both proposed treatments
improved functional assessments and morphology, however, the associated
techniques enhanced tissue recovery.

Keywords: muscle atrophy; immobilization; early mobilization, ultrasound therapy.
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1. INTRODUCAO

A imobilizacdo articular é muito comum para tratamento de lesdes
osteomioarticulares, como no caso de fraturas 6sseas, em reposicionamento articular,
mas também pode estar presente em longos periodos de internagdo hospitalar ou
restricdo ao leito, no qual o paciente fica impossibilitado de realizar movimentagao
ativa, devido a condi¢bes de saude ou no uso de sedativos (POWERS; HOWLEY,
2009; OLIVEIRA, 2021).

No ano de 2020, o virus SARS-CoV-2 contaminou milhares de pessoas, e
dentre as sequelas provocadas, estao os disturbios musculoesqueléticos, advindos do
desuso muscular em logos periodos de internacéo levando ao imobilismo (OLIVEIRA,
2021). Estudos experimentais comprovaram que o0 imobilismo repercute
negativamente no tecido muscular, pois aumenta o processo inflamatorio, altera a
relacdo de sintese e degradacédo de proteina, além da desorganizacéo tecidual o que
reduz a funcionalidade, provocando fraqueza muscular, atrofia e hiperalgesia (KUNZ
et al., 2014; KANEGUCHI, 2020; HUBER et al., 2020).

Estas adaptacdes acontecem devido a capacidade plastica do musculo, que se
adapta aos estimulos externos, como no caso do imobilismo articular (TALBOT;
MAVES, 2016). Dessa forma, o tipo de musculo imobilizado e o posicionamento
podem influenciar no grau de leséo tecidual. Neste sentido, o s6leo € um musculo
suscetivel as adaptacdes do desuso, por possuir predominéancia de fibras |, bem como,
a imobilizacdo em encurtamento provoca lesdes acentuadas no tecido, por reduzir a
elasticidade tecidual nessa posi¢do (MATHEUS, 2007).

Para reverter as repercussdes negativas do imobilismo, a mobilizac&o articular
passiva é muito utilizada dentro do ambiente hospitalar, jA que muitos pacientes se
encontram sedados e com o uso de ventilagdo mecéanica invasiva (FREITAS, 2012).
Pesquisas experimentais evidenciaram que o0 movimento articular passivo pode
reduzir a atrofia muscular ocasionada no imobilismo, embora o0 seu mecanismo ainda
nao estad bem esclarecido (TAKEDA, 2019).

Outro método de tratamento muito utilizado em clinicas ortopédicas é o
ultrassom terapéutico. Estudos com animais reforcam os efeitos analgésicos, anti-

inflamatorios, de regeneracdo tecidual, angiogénese e permeabilidade, otimizam a
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reorganizagéo tecidual (SILVA, 2021; SOL et al., 2021). Por se tratar de um recurso
barato, de facil acesso, e com grandes beneficios, estima-se que o ultrassom
terapéutico possa ajudar de maneira positiva ha recuperacdo do tecido muscular
esquelético imobilizado. Assim, espera-se que a remobilizacdo com aplicacdo da
mobilizacdo passiva e, do ultrassom terapéutico acelerem o processo de regeneracéo
do tecido muscular estriado esquelético do s6leo em modelo de imobilizacdo e a
combinacgéo das técnicas potencialize a recuperacdo muscular.

Sendo assim, é importante buscar evidéncias destas formas de tratamentos e
entender suas a¢fes na remobilizacdo apds o desuso muscular. Tendo em vista a
escassez de pesquisas que abordem a mobilizacdo passiva e o ultrassom terapéutico
como métodos de tratamento para o imobilismo, este estudo analisou os efeitos
morfofuncionais das duas técnicas de maneira isolada e associadas na remobilizacéo

do musculo séleo de ratos Wistar.
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1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo Geral

Analisar as repercussfes morfofuncionais da remobilizacdo com mobilizacédo
passiva e ultrassom terapéutico de maneira isolada e associada, no musculo séleo de

ratos Wistar.

1.2 Objetivos Especificos

e Avaliar os parametros de funcionalidade, por meio das avaliacdes de forca de
preensao e limiar nociceptivo;

e Descrever as alteracdes morfolégicas do musculo soéleo imobilizado e
remobilizado com os tratamentos, submetidos a coloracdo de hematoxilina-
eosina (HE);

e Pontuar o nivel de lesdo no musculo séleo, a partir do indice histopatolégico;

e Mensurar as adaptacdes teciduais do imobilismo e tratamentos, através da
coloracédo de HE;

e Estimar a quantidade de tecido conjuntivo pela coloracdo de Tricbmico de
Masson;

e Evidenciar as caracteristicas dos fusos musculares, pela coloracdo de

Tricobmico de Masson.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Musculo estriado esquelético

O tecido muscular é constituido de células alongadas, com tipica caracteristica
estrutural que permite a transformacéo da energia quimica (adenosina trifosfato ou
ATP) em energia mecéanica (contragdo muscular). Isso acontece, pois, 0 musculo
possui capacidade contrétil, movida pelas propriedades mecéanicas de irritabilidade,
contratilidade, extensibilidade e elasticidade (CRETOUIU et al., 2018; JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2018).

De acordo com essas capacidades mecanicas, a extensibilidade ¢é
caracterizada como a capacidade de alongamento do musculo a partir do repouso. A
elasticidade é responsavel pelo retorno da fibra ao seu comprimento normal apds o
alongamento do musculo. Enquanto a irritabilidade é capacidade de responder a uma
determinada estimulacao, e a contratilidade é a capacidade do masculo de encurtar-
se a partir de um estimulo (HAMILL; KNUTZEN, 1999).

Além disso, o tecido muscular € composto de varias estruturas, como fibras
musculares, capilares sanguineos, tecido nervoso e tecido conjuntivo. O tecido
conjuntivo possui um papel fundamental na formacdo muscular, pois age
estruturalmente, organizando as fibras musculares e unindo-as em feixes. Sua
organizacdo se divide em camadas, sendo o epimisio um tecido externo que
contempla vasos e nervos; o perimisio, responsavel por agrupar as miofibrilas em
feixes musculares, formando os fasciculos; e o endomisio, caracterizado por um tecido
interno que envolve a miofibrila, sendo composto principalmente por colageno do tipo
lIl (CRETOUIU et al. 2018) (FIGURA 1).
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Figura 1 — Organizacao do tecido conjuntivo no musculo estriado esquelético.
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Para que o movimento corporal seja efetivo, € necessaria uma organizacéo
tecidual, que caracteriza o musculo como estriado devido a disposicdo das bandas
claras e escuras presentes nos sarcomeros (KINNEY et al., 2017; MOO; HERZOG,
2018). Na organizagdo do sarcoOmero, encontra-se filamentos de actina,
caracterizados como finos, e os filamentos de miosina, considerados filamentos
espessos, permitindo a contracdo muscular. Além disso, possuem linha Z, banda A,
banda | e zona H (ERTBJERG, 2017; POWERS; HOWLEY, 2009).

A linha Z é composta por uma fina camada de proteina estrutural e divide o
sarcOmero em banda A e banda |, sendo que a banda A representa 0 aspecto escuro
do sarcobmero e € constituida de filamentos de miosina, enquanto as bandas |
apresentam os filamentos de actina, representando o aspecto claro. Ja a zona H é
caracterizada por uma regiao central, onde encontra-se filamentos de miosina, ainda
sem sobreposicdo dos filamentos de actina (POWERS; HOWLEY, 2009; RASSIER,
2017) (FIGURA 2).

A contracdo muscular ocorre a partir do momento que o estimulo elétrico é
transmitido por meio dos neurénios motores, que se ligam nas unidades musculares
por intermédio de uma conexdo, conhecida como jungdo neuromuscular. A partir
desse momento, 0 musculo esta apto para realizar a contracdo muscular, que ocorre
pelo deslizamento dos filamentos de actina sobre os filamentos de miosina, permitindo
assim o encurtamento das fibras, e desenvolvendo a tensdo muscular. Assim como

durante o relaxamento, os filamentos de actina e miosina ndo estdo firmemente
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ligadas, dessa maneira, ocorre o alongamento das fibras, e consequentemente o
relaxamento muscular (POWERS; HOWLEY, 2009) (FIGURA 2).

Figura 2 — Desenho esquematico da organizacéo dos filamentos contraidos e relaxados.
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FONTE: Wikiciéncia, 2012.

Para que a contracéo e o relaxamento muscular acontecam de maneira precisa,
€ necessario um receptor sensorial no tecido muscular. Essa informacéo € detectada
através dos fusos musculares, que sédo formados por fibras especializadas, fibras
intrafusais, e circundadas por uma bainha de tecido conjuntivo. O fuso muscular atua
como um detector de comprimento, que age na propriocepg¢éo do corpo e ajuda no
controle da movimentagcdo muscular, permitindo ndo s6 o mecanismo reflexo, como
as respostas sensorio-motoras mais complexas que envolvem a forca e
funcionamento muscular. Além disso, sabe-se que como mecanismo de defesa, 0s
fusos podem sofrer alteracdes a fim de evitar lesGes teciduais. (KROGER, 2021,
BANKS, 2012) (FIGURA 3).
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Figura 3 — Esquema dos fusos musculares.
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Ainda por cima, os musculos apresentam uma caracteristica Unica, que permite
delimitar o tipo de fibra presente no tecido muscular, que impactam diretamente na
contragdo, permitindo baixa ou alta resposta a fadiga muscular. Podem variar de fibras
|, caracterizadas como de contracdo lenta e oxidativas, além de apresentar maior
resisténcia a fadiga, ou, fibras Il que se dividem em lIA, fibras intermédias, e em IIB,
denominadas como fibras répidas, com menor capacidade oxidativa, e baixa
resisténcia a fadiga (CAMPOS et al. 2002; QAISAR, 2016).

Outro componente fundamental para o funcionamento muscular é a via da
ubiquitina-proteassoma, sendo a principal responsavel pelo catabolismo proteico
celular. Essa via coordena a quantidade adequada de sintese de proteina e protedlise,
através de enzimas especificas, que proporcionam a manutencdo, geracdo de
antigenos e regulacéo proteica no tecido. Dessa forma, qualquer disfuncao nesse
sistema, pode provocar déficits a funcionalidade muscular (WANG, 2019; FORESTO,
2015).
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Através dessas informacfes, entende-se que € necessaria uma estrutura em
equilibrio para o adequado funcionamento muscular, sendo responsavel pela
funcionalidade, através da sustentagcdo corporal, manutencdo da postura,
fornecimento de energia e forca, permitindo a movimentacdo humana (HAMILL;
KNUTZEN, 1999; CRETOUIU et al. 2018).

2.2 Imobilizac&o e os seus efeitos no tecido muscular estriado esquelético

Ha diversas maneiras de realizar a imobilizac&@o articular, seja em decorréncia
de lesdo como fraturas, onde se imobiliza o0 membro com talas, gessos e botas
ortopédicas, em situacBes mais especificas, como em voos espaciais, ou no caso de
pacientes que ficam hospitalizados por um longo periodo, na maioria das vezes, em
ventilacdo mecanica, impossibilitados de realizar uma movimentacao ativa (POWERS;
HOWLEY, 2009).

Sabe-se que no ano de 2020 houve o surto mundial de um virus extremamente
agressivo, denominado SARS-CoV-2, afetando a vida de milhdes de pessoas que
necessitaram de internagéo hospitalar. Isso porque, o desuso muscular provocado em
longos periodos de internamento, principalmente devido ao uso de sedativos e
ventilagdo mecénica invasiva, repercutem de maneira negativa na funcionalidade do
individuo (OLIVEIRA, 2021; ESTRANEO, 2021).

Levando em consideracdo esse dado, € importante salientar que quanto mais
tempo uma pessoa permanece em desuso muscular, maior podem ser as sequelas
envolvidas. Estudos em humanos comprovam que o imobilismo afeta a forgca muscular
e a funcionalidade, podendo até mesmo aumentar a taxa de mortalidade (PAPLER,
2021). A imobilizacdo provoca repercussées motoras como hiperalgesia e fraqueza
muscular, e afeta o tecido muscular com aumento do processo inflamatério,
desequilibrio entre a degradacdo e sintese de proteina, alteragBes estruturais,
vasculares e neurais da regido (KUNZ et al., 2014; KANEGUCHI, 2020; HUBER et al.,
2020).
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As alteracOes provocadas pelo desuso muscular podem acontecer em curtos
periodos, estudos experimentais apontam que mesmo trés dias de imobilizacéo j4 é o
suficiente para provocar reducdo da massa muscular e de forca, e longos periodos,
podem ocasionar atrofia muscular, enfraquecimento ligamentar, alteracbes de
sensibilidade, degradacgéo proteica na musculatura, na vascularizacdo e nos nervos
envolvidos, além da reducéo significativa de forca muscular e amplitude de movimento
(ROCHA, 2020; WUTSKE et al., 2020).

As repercussdes do imobilismo podem ficar mais evidentes de acordo com o
tipo de fibra muscular estudado, ja que os musculos com predominancia de fibras tipo
| sofrem mais lesdes referentes ao desuso muscular em comparacdo com musculos
gue predominam fibras do tipo Il. Isso acontece, pois, as fibras oxidativas, sdo mais
suscetiveis ao efeito catabdlico ocasionado pela desregulacdo da via ubiquitina-
proteassoma, ocasionada pelo desuso muscular (TALBOT; MAVES, 2016; WANG,
2019)

Além disso, a desregulacdo dessa via também esta relacionada com a atrofia
muscular, pois ocorre um desbalanceamento entre a sintese e degradacdo de
proteina, além do aumento de apoptose tecidual, corroborando para esse aumento de
fibras atroficas (SUH et al., 2019; WANG, 2019). Uma das hipéteses para que isso
aconteca, € que o estresse catabolico provoca inflamacao tecidual e aumenta a
degradacé&o proteica como resposta ao desuso muscular. (OLIVEIRA, 2021).

A imobilizacdo também altera a organizacdo da matriz extracelular, com uma
diminuicdo da mecanotransducéo e uma rigidez do tecido, acompanhada do aumento
da adipogénese. Essa rigidez pode ser relacionada com uma desorganizacao do
coldgeno no tecido imobilizado, além de disseminacdo de células, sugerindo uma
deficiéncia na migrag&o dentro da matriz extracelular (HUBER, 2020).

Concomitantemente ocorre a hiperalgesia no membro afetado pelo imobilismo,
em consequéncia da inflamacdo que pode aumentar a sensibilidade dos terminais das
fibras A-delta e C, além de aumentar a excitabilidade dos neurbnios da medula
espinhal. Essa cascata de reagcfes provoca uma hipersensibilidade, tornando um
estimulo inofensivo em uma resposta altamente exagerada de dor (WUTZKE, 2020).

Infelizmente, ndo ha uma compreensdo clara sobre 0s mecanismos
moleculares relacionados a atrofia e fraqueza muscular, apenas sendo levantado a

hipotese de uma falha bioenergética no masculo, além da alteracdo mitocondrial que
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ocorre no tecido, afetando diretamente a sintese proteica e consequentemente a forca
muscular (ROCHA, 2021).

Dentre as possiveis formas de tratamento fisioterapéutico que podem ser
utilizadas para a recuperagdo muscular, encontra-se comumente o alongamento
passivo (MENON et al., 2007), estimulacéo elétrica neuromuscular (DURIGAN et al.,
2008), remobilizacéo livre (POLIEZZO et al., 2011), ultrassom terapéutico (ARTIFON
et al., 2012) e mobilizagao articular passiva (GAMA, 2019; KISNER, 1998).

2.3 Mobilizagéo articular passiva

A mobilizacao articular € muito utilizada nas alterag6es osteomioarticulares e é
caracterizada por um deslizamento da superficie articular, através da tracdo desse
componente (GAMA, 2019). Pode também ser definida como “movimento passivo
realizado com velocidade baixa o suficiente para que o utente possa interromper o
movimento” (KISNER, 1998).

Na mobilizacdo articular passiva ndo ha contracdo voluntaria do individuo,
sendo todos os movimentos proporcionados por forca externa, sendo a propria
gravidade, um aparelho, outra pessoa ou outra parte do proprio corpo do individuo.
Geralmente € indicada para minimizar a formacdo de contraturas, manter a
elasticidade muscular, melhorar a circulacao vascular, otimizar a nutricdo articular,
reduzir a dor, auxiliar na cicatrizagéo de lesbes, manutencédo da amplitude muscular,
além de outros beneficios (KISNER, 1998).

Além disso, recupera a artrocinética na articulacdo acometida, otimizando a
movimentacado e promovendo uma melhora da biomecanica, além de reduzir o atrito
na articulacdo, a dor e o edema, reestabelecendo a funcionalidade do membro
acometido (BANKS; HENGEVELD, 2012).

Um conceito muito utilizado para graduar os niveis de mobilizacdo articular &
0 conceito de Maitland, que classifica a mobilizacao articular passiva em graus, sendo
[, I, I, IV e V. O grau | € definido como movimento lento e de pequena amplitude; o
grau Il o movimento é de grande amplitude dentro da parte livre; o grau Ill € composto
de movimentacdo lenta, de grande amplitude e grande resisténcia, chegando ao
maximo de amplitude possivel; o grau IV é realizado com pequena amplitude e grande

resisténcia, chegando ao limite da mobilidade e; o grau V € um movimento brusco, de
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alta velocidade com pequena amplitude, proximo ao ponto final disponivel na
manipulacdo (BANKS; HENGEVELD, 2012).

Quanto aos efeitos da mobilizacdo articular, o grau | € de dificil aplicacao,
devido a sua especificidade de movimento; o grau Il € usado para promover analgesia
na articulacdo; o grau lll € utilizado para o remodelamento tecidual, reducéo de fibrose
no tecido e otimizacédo do colageno; e o grau IV e V séo utilizados para movimento
articular com restricdo (RESENDE et al., 2006; LEDERMAN, 2001).

As repercussodes no tecido podem variar de acordo com o tempo de aplicacao
da mobilizac&o articular. Alguns estudos apontam que em protocolos de 9 minutos de
aplicacao, jA houve um efeito hipoalgésico na regido acometida, indicando que a
mobilizacdo articular passiva pode estar associada com a reduc¢éo da inflamacéo no
local (SLUKA, 2001).

Entretanto a sua acdo na melhora da atrofia muscular ainda néo € bem definida,
ja que ndo possui uma acao tao eficaz quanto a contragcdo muscular ativa voluntéria.
Porém, mesmo que sem atuar diretamente na recuperacao de forgca muscular, sabe-
se que a contratura e rigidez muscular é um dos principais fatores que comprometem
a reabilitacdo de um individuo, e em estudos experimentais, a mobilizacao articular
passiva foi considerada benéfica para a mobilidade articular (CORDEIRO et al., 2007;
PFLUEGLER, 2019).

Pfluegler (2019) evidenciou em seus estudos que essa técnica melhora a
atividade tonica dos musculos profundos, por meio da estimulacdo de
mecanorreceptores articulares que aumentam a sensibilidade do fuso muscular,
melhorando o padrdo motor do individuo. Uma revisdo sistematica realizada pelo
mesmo autor, analisou efeitos da mobilizagcédo espinhal na fungdo muscular, podendo
normalizar a musculatura da regido afetada, entretanto esse assunto ainda é obscuro,
pois ficam lacunas interrogadas, como por exemplo a reducdo da algia e outros
mecanismos envolvidos com a mobilizac&o articular (PFLUEGLER, 2019).

Os efeitos neurobiolégicos da intervencdo sao conhecidos, mas € necessario
um aprofundamento sobre a principal mecanica da mobilizacdo articular passiva na

atrofia muscular provocada pelo desuso.
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3.5 Ultrassom terapéutico

O ultrassom terapéutico pode ser utilizado no tratamento tecidual apds a
imobilizacéo articular pois o seu funcionamento é caracterizado por uma descarga de
energia mecanica com intensidade baixa, transmitida ao tecido lesionado por meio de
ondas acusticas de alta frequéncia. Essas ondas sao formadas através da conversao
de energia elétrica em energia mecanica por meio de um transdutor piezoelelétrico,
promovendo uma regulacdo da proliferacdo e diferenciacdo celular, além das
aberturas de canais da membrana (JIANG et al., 2019; SANTOS et al., 2019).

O ultrassom produz efeitos térmicos e ndo térmicos, que influenciam na
condicdo muscular. O efeito térmico se mostra eficaz na expansibilidade muscular, e
o efeito ndo térmico, cria microbolhas induzidas por cavitacdo acustica, que age na
estimulacdo mecanica muscular. Além dessas vantagens, o ultrassom é utilizado de
acordo com uma determinada frequéncia, que varia de 1 a 3 MHZ e essa frequéncia
consegue controlar o alcance das ondas, através da profundidade do tecido (JIANG
et al., 2019; SANTOS et al., 2019).

Concomitantemente, age na aceleracdo do reparo tecidual das lesdes
musculares, na proliferacéo celular e na sintese proteica, além de otimizar a circulacéo
sanguinea na regidao (MATHEUS et al., 2008). Segundo Ter Haar (1999), o ultrassom
com o efeito ndo térmico melhora a permeabilidade da membrana tecidual, permitindo
melhor troca de nutrientes no tecido, consequentemente melhorando o metabolismo
celular e a liberacdo de aderéncias.

O efeito térmico, otimiza a circulagcdo na area acometida, diminuindo a rigidez
articular, consequentemente aliviando a dor e reduzindo contraturas musculares (TER
HAAR, 1999). Matheus et al. (2008) evidenciaram em seu estudo, que o ultrassom
acelerou o processo de reparagdo de uma musculatura lesionada, evidenciando a
importancia do ultrassom terapéutico nesse tipo de tratamento.

N&do ha referéncias que associem a mobilizagcdo passiva e 0 ultrassom
terapéutico na reabilitacéo de pacientes apds um longo periodo de imobilizacdo. Sabe-
se que a mobilizacdo passiva é amplamente utilizada em hospitais durante o periodo
de imobilizacdo, enquanto o ultrassom terapéutico € mais voltado para casos clinicos

ou ambulatoriais.
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Devido as repercussfes que a imobilizacdo pode gerar no tecido muscular, ha
necessidade de entender melhor a efetividade dos tratamentos para evitar os efeitos
deletérios da imobilizacdo e promover uma maior recuperacao do tecido lesionado.
Sabe-se que a mobilizacao articular passiva € muito utilizada nos hospitais como forma
de tratamento para pacientes imobilizados por um longo periodode tempo. Enquanto o
ultrassom terapéutico & mais utilizado em clinicas de reabilitacdo, visando a melhor
recuperacdo do tecido lesionado, por meio dos seus efeitos anti-inflamatorios e
regenerativos.

Dessa maneira, esse estudo visou analisar os efeitos da mobilizagéo passiva e
do ultrassom terapéutico de maneira isolada apos um periodo de imobilizacdo, além
disso, observar os efeitos que as duas técnicas juntas podem gerar no tecido
lesionado. Devido aos beneficios que essas técnicas podem proporcionar, espera-se
que os animais tratados de maneira associada, tenham uma maior reparacao tecidual

apos o periodo de imobilizacdo, quando comparado aos demais grupos.
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2. PUBLICACAO DO ARTIGO

Enviado para avaliagéo na revista EINSTEN (ISSN: 1679-4508), em fevereiro de 2023.

Segue o0 artigo que esta adaptado conforme as normas da revista, sendo estas,
especificadas como anexo no final do trabalho (ANEXO 2).
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3. ARTIGO

REPERCUS§OES MORFOFUNCIONAIS DA REMOBILIZAQAO COM
MOBILIZACAO ARTICULAR PASSIVA E ULTRASSOM TERAPEUTICO NO
MUSCULO SOLEO DE RATOS WISTAR.

Objetivo: analisar as repercussdes morfofuncionais da mobilizacdo passiva e do
ultrassom terapéutico de maneira isolada e associada, na remobilizacdo do musculo
s6leo de ratos Wistar. Métodos: Foram utilizados 40 ratos, aproximadamente 10
semanas, distribuidos randomicamente em cinco grupos (n=8), sendo grupo
imobilizagéo, remobilizacao livre, remobilizacdo com mobilizagdo passiva (grau V),
remobilizacdo com ultrassom terapéutico (frequéncia de 1,0 MHZ e intensidade de 0,5
w/cm?) e associacdo de ambas as técnicas. Os animais foram imobilizados com
atadura gessada por 21 dias e sequencialmente, tratados por 3 semanas conforme
protocolos estabelecidos. As avaliagdes funcionais de nocicepc¢ao e forca de preenséo
foram realizadas antes, pés imobilizacdo e uma vez por semana durante o tratamento,
totalizando 5 avaliagdes. O musculo séleo foi coletado e processado para analise da
morfologia geral e histomorfometria das fibras musculares, tecido conjuntivo e fusos
neuromusculares em microscopia de luz. Os dados estatisticos foram analisados no
software SPSS 20.0®, por meio dos modelos lineares generalizados (p < 0,05).
Resultados: Todos os grupos evidenciaram menor limiar nociceptivo apés a retirada
da ortese. O grupo associacao apresentou melhor recuperacéo da forca muscular em
comparacdo com os demais. Morfologicamente, o musculo séleo dos animais
imobilizados apresentou alteracdes teciduais mais pronunciadas, comprovadas por
maior pontuacédo no indice histopatoldgico, j& o grupo associac¢ado apresentou o tecido
muscular com melhores aspectos morfoldgicos e recuperacédo tecidual. Concluséo:
A imobilizagdo afeta a funcionalidade e provoca leséo tecidual, ambos os tratamentos
propostos obtiveram melhora funcional e morfolégica, entretanto as técnicas
associadas potencializaram a recuperagéo tecidual.

Palavras-chave: atrofia muscular; imobilizagdo; mobilizagdo precoce, terapia por

ultrassom.
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3.1 - INTRODUCAO

A imobilizacéo articular € um dos principais métodos de tratamento em lesdes
osteomioarticulares, como no caso de fraturas ésseas. (Y Por outro lado, os pacientes
sofrem com o desuso muscular, em circunstancias de repouso no leito, como em
unidades de terapia intensiva (UTI), ou até mesmo por condi¢des de salude associadas
com a senilidade. ® Em 2020, em decorréncia do surto mundial de Covid- 19, milhares
de pessoas foram submetidas a longos periodos de internacdo, principalmente
associado ao uso de sedativos e ventilagdo mecéanica invasiva, e sofreram as
repercussdes motoras e funcionais pelo desuso muscular. ¢4

Este desuso, provocado pelo imobilismo, repercute de forma negativa na
morfofuncionalidade muscular, pois provoca inflamacao, atrofia, desorganizacdo do
tecido conjuntivo, desalinhamento dos sarcomeros, aumento de adipogénese,
descompensacédo da regulacdo de sintese de proteina e protedlise, culminando em
fragueza muscular, rigidez articular, reducdo da amplitude de movimento,
enfraquecimento ligamentar e hiperalgesia, sendo que essas alteracdes em conjunto,
podem suscitar em incapacidade, reducdo da qualidade de vida e contribuir para a
mortalidade.®")

As mudancas estruturais provocadas pelo imobilismo podem variar de acordo
com o tipo de musculo estudado e o posicionamento do membro imobilizado,
alterando a quantidade de lesGes teciduais encontradas. ® O miusculo séleo é
amplamente suscetivel as adaptacdes do imobilismo em decorréncia do seu
predominio de fibra tipo I, além disso, pesquisas experimentais analisaram que

musculos imobilizados em encurtamento, apresentam maior déficit em relacdo aos
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musculos imobilizados em alongamento, devido a reducéo de elasticidade na posicao
encurtada. 419

Levando em consideracdo as repercussdes morfofuncionais advindas da
imobilizacdo, é importante buscar protocolos de tratamentos que acelerem a
regeneracdo muscular, minimizem a dor e reestabelecam a funcionalidade ao
individuo e, neste sentido, a mobilizacdo articular passiva vem sendo amplamente
utilizada no ambiente hospitalar, embora pouco se saiba sobre o seu mecanismo de
acdo na morfologia do tecido muscular esquelético. (1112

Quanto ao ultrassom terapéutico, estudos mostram que possui efeito na
regeneracao tecidual e aumento da circulacao local, principalmente em pacientes pos-
operatorios. (1314 Entretanto, sdo escassos estudos que associem essas técnicas e
ha lacunas sobre os parametros que devem ser utilizados como forma de tratamento
apos periodos prolongados de imobilizacao. Dessa forma, o presente estudo analisou
os efeitos morfofuncionais das duas técnicas de maneira isolada e associadas na

remobilizacdo do musculo séleo de ratos Wistar.

3.2 - METODOLOGIA

Animais e grupos experimentais

O presente estudo é de carater experimental, randomizado e exploratorio,
aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal (CEUA) da Universidade Estadual do
Oeste do Parand - UNIOESTE (Protocolo n°. 09-21) 12/07/2021 e realizado

respeitando os preceitos éticos em experimentacéo animal (ANEXO 1).
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Foram utilizados 40 ratos da linhagem Wistar, com idade de 10 semanas e peso
meédio de 278 * 28g, obtidos do Biotério Central da UNIOESTE, que foram alocados
em caixas plasticas de polipropileno, em temperatura ambiente, com fotoperiodo
claro/escuro de 12 horas e com acesso a agua e racao a vontade.

Os animais foram randomizados em 5 grupos experimentais, com 8 animais
em cada grupo, sendo grupo imobilizacao (Gl), grupo remobilizac&o livre (GRL), grupo
remobilizacdo tratado com mobilizacdo passiva (GRMP), grupo remobilizacdo tratado
com ultrassom terapéutico (GRU) e grupo remobilizacao tratado com mobilizac&o

passiva e ultrassom terapéutico (GRMU).

Cronograma do experimento

Apos a fase de adaptacao (sete dias), os animais foram submetidos a avaliagéo
funcional basal (AV0), e no mesmo dia, foram imobilizados com atadura gessada, na
qual permaneceram por 21 dias consecutivos. ©)

Posteriormente, a oOrtese foi retirada e o0s animais realizaram a primeira
avaliacao funcional (AV1), em sequéncia, o Gl foi eutanasiado, para grupo controle
dos efeitos do desuso muscular. Os demais grupos foram submetidos aos protocolos
de tratamento proposto, sendo que o GRL permaneceu em movimentacao livre na
caixa, sem qualquer tipo de intervencao, o GRMP foi tratado com mobilizacéo passiva,
0 GRU com ultrassom terapéutico e GRMU com a associagéo da mobilizagéo passiva
e do ultrassom terapéutico (FIG. 1).

Cada grupo realizou avaliagdes a cada semana de tratamento, sendo assim,
apos a primeira semana de tratamento (7 dias) foi realizada a segunda avaliacao
funcional (AV2), a seguir, na segunda semana (14 dias), a avaliacdo trés (AV3) e

posteriormente na Ultima semana de tratamento, 0s animais realizaram a quarta
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avaliacao funcional (AV4), completando o protocolo de 21 dias de intervencédo (FIG.
1).

Logo apoés 24 horas da ultima avaliacdo, aconteceu a eutanasia dos grupos, e
entdo, realizado a coleta do musculo séleo para o processamento dos materiais e

analise das amostras (FIG. 1).

Figura 1 — Organograma do periodo experimental

Dia O Dia 1l Dia 23 Dia 31 Dia 39 Dia47 DiadB
l 7 dias , 21 dias , T dias | 7 dias | 7 dias ' 1 dia |
| Adaptagio | Imohilizacio | Tratamento | Tratamento , Tratamento |
AVOD AV1 AV2 AV3 AV4 Eutanasia

FONTE: Prépria, 2022.

Avaliacfes funcionais

Os animais foram previamente treinados e adaptados aos equipamentos de
avaliacdo funcional, durante o periodo de 7 dias. As avaliacdes foram realizadas no
primeiro dia antecedente a imobilizacdo articular (AVO0), apés a retirada da ortese
(AV1), na primeira semana de tratamento (AV2), na segunda semana de tratamento

(AV3) e apoOs a terceira semana de tratamento (AV4).

Limiar nociceptivo

Foi utilizado o analgesimetro digital do tipo filamento de Von Frey (Insight ®),
gue possui um transdutor de presséo, medido através de uma ponteira descartavel de
polipropileno, com 0,5 mm de didametro. Os animais foram posicionados em uma caixa

de madeira elevada, com um assoalho inferior de arame ndao maleéavel, possibilitando
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o contato do filamento de forma perpendicular a regido plantar do membro pélvico
direito, com pressédo crescente até que o animal retirasse o membro, fornecendo o

limiar nociceptivo. 1% Foram obtidos 3 valores e a média foi utilizada (FIG. 2).

FIGURA 2 — Avalia¢éo do limiar nociceptivo com o filamento de Von Frey.

Forca do membro pélvico

A avaliacao foi feita através da forca de preensio (Insight®). 8 Os animais
foram posicionados de modo que o membro estivesse agarrado a grade, sendo em
seguida, tracionado pela cauda com forca crescente até que a preenséao fosse perdida.
A partir disso, o aparelho mediu a forca exercida pelo animal para manter a preensao.
Esse teste foi realizado no membro pélvico direito e 0 membro esquerdo foi imobilizado
pela m&o do avaliador para nao interferir na avaliacdo. Foram obtidos 3 valores e a

média foi utilizada (FIG. 3).
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FIGURA 3 — Avaliacéo da forga muscular, através do teste de preenséao.

FONTE: Propria, 2022.

Protocolo de Imobilizacdo

O protocolo utilizado foi adaptado @V, sendo que os animais foram
anestesiados (quetamina: 95 mg/kg; xilazina: 12 mg/kg, intraperitoneal) e imobilizados
com atadura gessada por 21 dias consecutivos. A ortese foi moldada a partir da regido
abdominal, logo abaixo do gradil costal, e seguiu para o membro pélvico direito. A
articulacdo do quadril e joelho permaneceu em extensdo completa e a articulacéo

tibiotarsal, em flexdo plantar maxima (FIG. 4).

FIGURA 4 - Protocolo de imobilizacdo com atadura gessada.

FONTE: Prépria, 2022.
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Protocolo de tratamento com mobilizacdo passiva

O protocolo de tratamento foi aplicado no membro pélvico direito dos animais
pertencentes aos grupos GRMP e GRMU, no qual foi realizado mobilizacao passiva
articular grau 1V (mobilizacdo de pequena amplitude que chega na barreira restritiva).
(1) Na articulagdo do joelho, o movimento foi posteroanterior; e no tornozelo,
anteroposterior. Para ambas as articulacbes, foram aproximadamente 50
movimentacfes em um minuto, por trés vezes na semana, durante 3 semanas,

totalizando 9 sessoées (FIG. 5).

FIGURA 5 - Protocolo de mobilizacéo articular passiva.

3
™

-

FONTE: Prépria, 2022.

Protocolo de tratamento com ultrassom terapéutico

O ultrassom terapéutico foi realizado nos grupos GRU e GRMU. O aparelho
utilizado foi o Sonoplus Ibramed®, com ERA de 3 cm?, frequéncia de 1,0 MHZ e
intensidade de 0,5 w/cm?, emiss&o continua, por 2 minutos no joelho (1 minuto na face

lateral e 1 minuto na face medial) e 2 minutos no tornozelo (1 minuto na face lateral e
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1 minuto na face medial) do membro pélvico direito. Também foi realizado trés vezes

por semana, 3 semanas, totalizando 9 sessdes (FIG. 6).

FIGURA 6 - Protocolo do tratamento com ultrassom terapéutico.

FONTE: Prépria, 2022.

Eutanasia dos animais e analises histomorfologicas

Os animais do Gl foram eutanasiados apés a retirada da Ortese, enquanto o
GRL, GRMP, GRU e GRMU ap6és 21 dias de intervencao. Para a eutanasia, os animais
foram previamente pesados e anestesiados com injecao intraperitoneal de cloridrato
de quetamina e xilazina até a overdose. O musculo séleo foi dissecado, pesado em
balanca digital e medido por meio do paquimetro digital (Digimess®).

Em seguida, foi fixado em Metacarn (70% Metanol + 20% cloroférmio + 10% de
acido acético glacial) por 24 horas e armazenado em alcool 70% até o processamento.
Para a confeccdo das laminas, houve o processo de desidratacdo em série alcéolica
crescente, diafanizacdo em alcool n-butilico e inclusdo em parafina histolégica.
Posteriormente, os musculos foram seccionados em cortes transversais com 7 um de
espessura por meio do micrétomo (CUT 4055 Olympus®) e corados em HE para

andlise geral do tecido muscular. 18
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As laminas foram analisadas em microscépio de luz (BX60 Olympus®), sendo
qgue foram retiradas 10 fotomicrografias de cada animal, em objetiva de 40x, e foram
mensuradas 10 fibras dentro de um mesmo fasciculo, totalizando 100 mensuracgdes
por animal, por meio do programa Image-Pro-Plus 6.0 (Media Cybernetics®).

Para a histomorfometria, foram medidas a &rea de secc¢do transversa, diametro
menor e maior, numero de nucleos, densidade de fibras e de capilares sanguineos.
Para calcular a razdo de nucleo e de capilar por fibra, foi realizada a divisdo do nUmero
total de ndcleos e de capilares pelo numero total de fibras musculares presentes no
mesmo campo visual. 9 Para evitar erro de amostragem, foram excluidas as fibras e
0s capilares sanguineos projetados sobre as bordas superior e direita em todas as

mensuracoes.

Andlise do tecido conjuntivo

Para a estimativa da densidade do tecido conjuntivo foi realizado o mesmo
armazenamento e processo de emblocamento do HE, porém com coloracdo de
Tricomico de Masson. ©0)

As laminas foram analisadas em microscépio de luz (BX60 Olympus®), sendo
que foram retiradas 10 fotomicrografias de cada animal, em objetiva de 40x e
analisadas através do programa Image-Pro-Plus 6.0 (Media Cybernetics®). A area
relativa do tecido conjuntivo (densidade da area) foi calculada dividindo o total de
pixels da fotomicrografia, pelo total de pixels da marcacéo do tecido conjuntivo. %

Foi utilizado a objetiva de 40x com ampliacdo para o fuso muscular, sendo
analisados 6 fusos de cada grupo com medidas da espessura da capsula, area dos
fusos e quantidade de fibras intrafusais, por meio do programa Image-Pro-Plus 6.0

(Media Cybernetics®, Silver Spring, USA). 3
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Histopatologia

O indice histopatoldgico foi utilizado para mensurar o nivel de alteracbes e
lesGes no tecido muscular, classificando em grave, moderada ou leve. ?? O célculo
utilizado é: X = a x w, sendo que “X” indica a soma de dano total do tecido, “a”
representa o score da extensdo da lesdo (O=nenhuma, 2=minima, 4=moderada e
6=grande) e “w” o fator de importancia patolégica (minima, moderada e grande). O
indice de leséo varia de acordo com a pontuacao estabelecida pela formula, sendo
que, quanto maior a pontuacdo (podendo chegar até 320 pontos), maior a lesédo
tecidual.

As laminas foram analisadas em microscopia de luz e as alteracbes vistas
foram plotadas em tabela do Microsoft Excel®, onde foi realizado a mensuracgéo das
estruturas encontradas, classificadas pelo indice como desordens inflamatérias e
circulatérias (Hemorragia, edema, exsudato e infiltrado inflamat6rio), mudancas
regressivas (Fibras arredondadas, anguladas, divididas, com degeneracéo,
vacuolizagdo, atrofia, necrose, mionucleos, aumento de nucleos, tecido adiposo,
alteracdo de tecido nervoso e fusos musculares), e mudancas progressivas
(Hipertrofia ou hiperplasia do tecido muscular, hipertrofia ou hiperplasia do tecido

conjuntivo e neoplasias).@b

Andalise Estatistica

Para andlise estatistica das avaliagdes funcionais, histomorfometria, densidade
do tecido conjuntivo e indice histopatolégico foi utilizado o programa SPSS 20.0®. As

comparacdes foram realizadas por Modelos Generalizados Lineares, com poés-teste
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de Fisher (LSD). O valor de significancia adotado foi de p<0,05 e os resultados

expressos em média e desvio padrao.

3.3 - RESULTADOS

Avaliacfes funcionais

Em relacéo ao limiar nociceptivo, houve diferenca entre as avalia¢cées ao longo
das semanas (p<0,05), porém ndo houve interacao entre os grupos de tratamento. Na
AV1, realizada logo apés a retirada da ortese, todos 0s grupos apresentaram um
menor limiar nociceptivo e com o decorrer das avaliagbes, houve um aumento
exponencial, sendo que na AV4 todos os grupos se igualaram a AVO (FIG. 7A).

Quanto a forca muscular, € possivel observar diferenca significativa intragrupo
ao longo das avaliacfes, representado pelas letras mindsculas (p<0,05). Nota-se que
0 GRL teve o seu menor grau de forca na AV2, e o maior valor na AV4. Os grupos
tratados de maneira isolada (GRU e GRMP) n&o apresentaram diferenca significativa
ao longo das semanas de tratamento. E o grupo associacdo (GRMU), obteve o seu
menor valor na AV1, porém, na Ultima avaliacdo, apresentou valor semelhante ao
inicio do experimento (p<0,05) (FIG. 7B).

Em relacdo a comparacéo intergrupos, indicado pelas letras maiusculas, é
evidente que na AV1, apés a retirada da ortese, o grupo associacdo (GRMU),
apresentou o valor mais baixo de forca em relagcdo aos demais grupos. Na AV2 o
GRMP apresentou maior significancia em relacdo ao GRL. Enquanto na AV3 0 grupo
associacdo (GRMU), se equipara aos demais grupos de tratamento (GRMP e GRU),

0 GRL passa a ser o grupo com menor valor de forca entre os demais. E na ultima



34
avaliacao, todos os grupos (GRL, GRMP e GRMU) apresentaram valores superiores

em relacdo ao GRU.

FIGURA 7 — Resultados da avaliacéo de limiar nociceptivo e for¢a de preenséo.
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Histomorfometria

Na analise histomorfométrica das fibras musculares do séleo, foi possivel
observar que as fibras do grupo Gl apresentaram menor area de secc¢ao transversa
(FIG. 8A), maior numero de fibras e consequentemente maior densidade (FIG. 8B).
Em relacdo aos diametros menor e maior, também se revelou com menores
mensuracdes em relacdo aos demais grupos (p<0,05) (FIG. 8C-D).

Quanto a relacéo de nucleo por fibra, o0 GI, GRMP e GRU apresentaram menor
guantidade comparado aos demais grupos. Enquanto os grupos de tratamento
(GRMP, GRU e GRMU) néo apresentaram diferencas significativas entre si (FIG. 8E).
No que diz respeito a relacéo de capilar por fibra, 0 GRU apresentou maior quantidade
de capilares (FIG. 8F).

Referente aos fusos musculares, os grupos de tratamento, de maneira isolada
e associada, foram os que mais se assemelharam quanto a &rea, enquanto 0s grupos

Gl e GRMP obtiveram valores aproximados da espessura capsular (FIG. 8G-H).



FIGURA 8 — Histomorfometria do musculo séleo de ratos Wistar corado em Hematoxilina -eosina
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Na imagem A, area da fibra muscular (um)?, em B, densidade de fibras (un), C e D didametro maior e
menor (m), em E, relagcao de nucleo/fibra (un) e F, relagé@o capilar/fibra (um) do musculo s6leo, com a
coloracéo de hematoxilina-eosina (P<0,005). Em G e H, valores da area e espessura capsular dos fusos
neuromusculares (P<0,005), por meio da coloragéo de tricémico de Masson.
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Histomorfologia e indice histopatolégico

Morfologicamente, o Gl apresentou diversas alteracfes teciduais, como fibras
amorfas, hipereosinofilicas e em processo de necrose tecidual, atrofia, vacuolizacao,
presenca de infiltrado inflamatorio, hipertrofia do tecido conjuntivo e desorganizacéo
tecidual (FIG. 9A).

Em relacdo aos grupos de tratamento, o GRL teve presenca de vasos
congestos, além de desorganizacgao tecidual, com hipertrofia do tecido conjuntivo e
células atrofiadas, porém, em menor quantidade do que o Gl (FIG. 9B). Enquanto o
GRMP evidenciou pequena quantidade de tecido conjuntivo desorganizado, algumas
fibras arredondadas e amorfas, e nacleos centralizados (FIG. 9E).

Em contrapartida, o GRU (FIG. 9D) evidenciou grande quantidade de vasos
sanguineos, representando aumento da vasculariza¢do e congestdo sanguinea. E o
GRMU, exibiu maior organizacao tecidual, porém, com algumas aglomeracdes
nucleares e alguns vasos congestos (FIG. 9E).

Na analise do indice histopatolégico o Gl apresentou maior pontuacdo em
relacao aos demais grupos, com uma média de 103 pontos. O GRL obteve uma média
de 64 pontos, superior ao GRMP, GRU e GRMU. Os grupos GRMP e GRU néao
apresentaram diferencas significativas, sendo que as pontuacdes foram de 18 e 22
pontos consecutivamente. Em relacdo ao GRMU, foi o0 grupo que apresentou menor

valor no indice, com uma média de 13 pontos (FIG. 9F).
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FIGURA 9 — Fotomicrografias do musculo sdéleo de ratos Wistar em corte transversal corado com a
técnica de Hematoxilina e Eosina e gréafico do indice histopatoldgico.
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Em A, grupo imobilizado (GI) com hipertrofia e desorganizacdo do tecido conjuntivo (asterisco preto),
atrofia das fibras (asterisco branco), fibras amorfas e hipereosinofilicas (seta branca) e necrose tecidual
(seta preta). Em B, remobilizacéo livre (GRL) mostra vasos congestos (seta branca), atrofia muscular
(seta preta), desorganizacéo e hipertrofia do tecido conjuntivo (asterisco preto). C, grupo mobilizagéo
passiva (GRMP), os nucleos centralizados (seta branca), fibras arredondadas (seta preta) e hipertrofia
do tecido conjuntivo (asterisco preto). Enquanto em D, ultrassom (GRU) é possivel observar grande
guantidade de vasos sanguineos (seta branca). Na imagem E, grupo associagdo (GRMU) nota-se
aglomeracao de nucleos (seta preta) e presenca de vasos sanguineos (seta branca). A imagem F
representa o indice histopatolégico, de acordo com a pontuacgéo de cada grupo representado o grau de
les&o.
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Tecido conjuntivo e fusos musculares

Na analise da densidade do tecido conjuntivo do endomisio e perimisio foi
possivel observar grande quantidade de tecido conjuntivo no Gl e importante
desorganizacao tecidual (FIG. 10A). Quanto aos demais grupos, o GRL ainda
apresentou desorganizacao e aumento do tecido conjuntivo (FIG. 10B). Em seguida
0 GRMP e GRU (FIG. 10C-D), enquanto o GRMU o grupo com menor quantidade de
tecido conjuntivo e maior organizacao tecidual (FIG. 10E).

E visto a diferenca entre os grupos do experimento (p<0,05), sendo que Gl
exibiu 11,2% de tecido conjuntivo, o GRL 7,3%, o GRMP e o0 GRU néo apresentaram
valores significativos entre si, sendo aproximadamente 5% e 4% respectivamente, e
0 GRMU evidenciou a menor quantidade, com 3% (FIG. 10F).

Além disso, é possivel identificar aumento da espessura capsular dos fusos,
nos grupos GRL e GRMU (FIG. 10H-K). Enquanto o Gl, GRMP e GRU néo

apresentaram grande diferenca entre si, conforme visto (FIG. 10G-H).
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FIGURA 10 — Fotomicrografias do musculo séleo de ratos Wistar em corte transversal evidenciando
tecido conjuntivo e fusos musculares, corado com tricbmico de Masson, e grafico da densidade de
tecido conjuntivo.
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Grupo Gl (A), GRL (B), GRMP (C), GRU (D), GRMU (E). Em vermelho as fibras musculares e em verde
o tecido conjuntivo (identificados pelas setas pretas). A imagem F representa o grafico da estimativa de
tecido conjuntivo. E as imagens G, H, |, J, K, sequencialmente representam os fusos neuromusculares
dos grupos GI, GRL, GRMP, GRU e GRMU (sendo evidenciado as capsulas por meio das setas pretas).




41

5.7 - DISCUSSAO

No presente estudo, foi analisado as repercussbes morfofuncionais da
imobilizagéo articular por 21 dias, assim como das intervencgdes terapéuticas com
mobilizagdo passiva articular, ultrassom terapéutico e associagdo de ambas as
terapias na remobilizagdo do musculo séleo por 3 semanas.

A imobilizagdo acontece em situacdes de restricdo no leito, como em longos
periodos de internacé@o hospitalar, ou em pacientes acamados devido a senilidade ou
desordens osteomioarticulares. @ E evidente que quanto maior o tempo de desuso
muscular, maior serdo as sequelas e repercussoes, afetando a funcionalidade, através
da fraqueza muscular e reducéo do limiar nociceptivo. (1.23.28)

Pesquisas evidenciaram que a inflamacdo provocada pelo imobilismo,
aumenta a dor, pois interfere no limiar nociceptivo, causando hipersensibilidade. Essa
condicdo pode estar relacionada com uma sensibilizacao central, devido ao estimulo
excessivo provocado pela ortese na periferia do membro 427). Estes dados v&o ao
encontro dos achados do presente estudo, ja que apés a imobilizacdo todos 0s grupos
apresentaram menor limiar nociceptivo em relacdo as demais avaliagcoes.

A forca muscular também foi severamente afetada apds a imobilizacdo. O
imobilismo reduz a sintese proteica e aumenta a protedlise tecidual, provocando
atrofia, e com isso, a contracdo muscular se torna ineficaz, reduzindo a forca
muscular. @ 27 Esses achados podem justificar a diferenca de forgca muscular na
avaliacdo apos a retirada da ortese em comparacdo com a basal. Embora o0 GRMU
tenha apresentado menor for¢ca em relagdo aos demais grupos na AV1, nota-se que

na ultima avaliacdo ele se equiparou aos demais grupos de tratamento, indicando
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gue a associacdo dos tratamentos pode ter auxiliado na recuperacdo da forca
muscular.

Esses achados se complementam com a histomorfometria, a qual evidencia no
Gl maior densidade de fibras, com menor &rea e didmetro, realcando a presenca de
fibras atroficas. 2130 Além disso, pesquisadores descrevem que com o imobilismo,
ocorre a reducdo de nucleos musculares, entretanto, na atual pesquisa 0 grupo
imobilizacdo apenas apresentou menor nucleo em relacdo ao GRL, sendo similar aos
demais grupos de tratamento. 1931 Sabe-se que os mionucleos sdo determinantes de
volume citoplasmético, dessa forma, a atrofia muscular pode prejudicar o seu
funcionamento, reduzindo a agéo transcricional. ©2

No que se refere ao indice histopatoldgico e histomorfologia, o Gl apresentou
maior leséo tecidual, com atrofia, fibras amorfas e hipereosinofilicas, necrose tecidual,
aumento de células inflamatérias e desorganizacdo conjuntiva. @33 Em seguida, o
GRL também apresentou alguns pontos de lesdo, como desorganizacdo tecidual,
além da presenca de fibras atréficas e arredondadas. O GRMP e GRU nao se
diferenciaram em relacdo aos pontos, no entanto, o GRU apresentou maior
guantidade de vasos congestos em relacdo aos demais grupos. Quanto ao GRMU, se
destacou com o menor indice de lesdo, demostrando acdo positiva da associacdo da
mobilizacdo passiva e do ultrassom terapéutico na remobilizacdo do musculo séleo.

Concomitantemente, € possivel observar que animais imobilizados apresentam
uma pontuacdo alta no indice histopatolégico, corroborando com os achados do
presente estudo. %Y O fluxo sanguineo aumentado foi comumente achado nos grupos
estudados, e esta diretamente relacionado com a inflamacéo tecidual e tentativa de
reparo, mais evidentes no GRL e no GRU, sendo que no grupo com ultrassom, esse

aumento do fluxo sanguineo é considerado uma consequéncia do efeito térmico dessa
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terapia. (1314.3435 Além dessas alteragdes, o Gl, GRL e GRMP apresentaram grande
qguantidade de nucleos centralizados, indicando uma adaptabilidade e tentativa de
recuperacao tecidual. 1. 36-37)

Quanto a densidade do tecido conjuntivo, estudos experimentais analisaram
que a imobilizacdo articular aumenta a quantidade de macrofagos no tecido,
desregulando a deposi¢édo de tecido conjuntivo e aumentando as fibroses, além de
alterar a sintese de colageno, acarretando em desorganizacgéo do tecido conjuntivo e
aumento da rigidez local. (14 38-42) Esses achados condizem com a atual pesquisa, pois
o Gl apresentou maior quantidade de tecido conjuntivo e desorganizacdo de seu
arranjo caracteristico na formacao do endomisio e perimisio, seguido do GRL, que
nao foi submetido a nenhum tratamento.

Em relagcdo aos fusos neuromusculares, pouco se sabe sobre as suas
adaptacdes como tentativa de defesa e reparacdo, entretanto, pesquisadores
especulam que o espessamento da capsula ao redor das fibras intrafusais, indica um
mecanismo de defesa, como resposta adaptativa para que as fibras ndo sofram
atrofia. No atual estudo, o GRL e 0 GRMU apresentaram capsulas mais espessas em
relacdo aos demais grupos, corroborando com a hipotese de que o tecido esta
tentando se recuperar das repercussoes do imobilismo. %33

Uma possivel justificativa para a presenca de tantas adaptacdes teciduais na
presente pesquisa, € o fato de que o musculo estudado possui predominéancia de
fibras I, que sdo mais suscetiveis as repercussdes do desuso muscular, © 38 além do
fato de ter sido imobilizado em posicao de encurtamento, o que também favorece as
lesdes teciduais quando comparado em imobilizagbes com alongamento muscular,

assim como outros estudos ja reportaram. (10:44)
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E para tratar as repercussodes da imobilizacao articular, a mobilizacdo passiva
€ muito utilizada em unidades de terapia intensiva como exercicio em casos de
sedacdo prolongada. Entretanto, muitos profissionais se questionam em relacdo ao
seu uso, devido a falta de evidéncia dos beneficios propostos por essa técnica no
desuso muscular. Sugere-se que através do deslizamento articular, ocorre maior
lubrificacdo e nutricdo local, auxiliando no processo de combate inflamatério,
regeneracao e cicatrizacao local. (12:45-47)

Embora ndo se tenha ciéncia de todos os beneficios da mobilizacdo passiva,
no presente estudo, os animais desse grupo apresentaram uma resposta eficaz ao
tratamento, evidenciando que de determinada maneira, essa técnica contribui para a
reorganizacdo do tecido conjuntivo, recuperacdo da fibra e forca muscular. Em
estudos com humanos, € visto que a mobilizacdo passiva melhora o padrdo motor e
estimula os mecanorreceptores. “8 Entretanto, esta técnica ndo se mostrou eficaz
para 0 aumento da circulacdo sanguinea no GRMP, ao contrario do que outros
estudos avaliaram em humanos, de que a técnica pode estar relacionada com o
aumento da circulacdo sanguinea, avaliada por meio da frequéncia cardiaca, débito
cardiaco e presséao arterial de pacientes internados. “9

Referente ao ultrassom terapéutico de maneira isolada, os animais desse grupo
também obtiveram uma resposta eficaz ao tratamento proposto. Essa técnica
transmite ao tecido lesionado ondas acusticas que auxiliam na proliferacao celular e
reparo tecidual. Na atual pesquisa foi utilizado o parametro do ultrassom continuo,
sabendo que, em intensidades como a proposta, proporciona efeito térmico, assim
age diretamente na extensibilidade tecidual, no aumento da sintese proteica, redugéo

de contraturas e aumento da circulagéo local. (13.14.50)
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Embora o ultrassom terapéutico seja muito utilizado em ambito ambulatorial e
raramente utilizado em unidades de terapia intensiva, as duas técnicas de maneira
associada potencializaram a recuperacdo dos animais desse grupo. Destacando a
melhora da forca, reducéo de fibras atréficas, contencao da inflamacao local, melhor

organizacao tecidual e reducéo da hipertrofia do tecido conjuntivo.

Limitacbes: Os beneficios da mobilizacdo passiva ainda sdo incertos na
literatura, e nesse estudo a mobilizacdo passiva pode ter sido limitada, pois os animais
nao estavam sedados durante a aplicacdo do exercicio, dificultando uma mobilizacéo
realmente passiva, Visto que 0s animais se movimentavam e realizavam em algumas

situacdes, resisténcia contra o movimento.

5.8 - CONSLUSAO

Conclui-se com o presente estudo, que a imobilizacdo prolongada gera
inimeras alteracdes no tecido muscular estriado esquelético, provocando lesbes
morfologicas e sequelas funcionais. E como forma de tratamento, a mobilizacédo
passiva e o ultrassom terapéutico de maneira isolada, foram eficazes na recuperacéo
tecidual ap6s a imobilizagdo. Entretanto, o uso das terapias associadas potencializou
a remobilizagdo, com melhor recuperacao tecidual, reorganizagao e reducéo do tecido
conjuntivo, menor quantidade de células atréficas e indicios de lesdo tecidual,

provocadas pelo desuso muscular.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Dessa forma, o presente estudo evidencia que a imobilizacdo articular gera
inUmeras alteracdes no tecido, provocando lesdes morfologicas e sequelas motoras.
A remobilizacdo livre com o passar do tempo, promove a recuperacao parcial do
tecido, embora, seja obscuro o tempo necesséario para a recuperacao total apés o
desuso.

Quanto as formas de tratamento, a mobilizacdo passiva e o ultrassom
terapéutico se mostraram eficaz na recuperacao tecidual apds a imobilizacdo, sendo
gue o ultrassom promoveu uma melhora da circulag&o local. Em contrapartida, o grupo
associacao foi o grupo que melhor apresentou recuperacao tecidual, obtendo uma
reorganizacao e reducao do tecido conjuntivo, menor quantidade de células atroficas
e reducéo inflamatéria.

Sendo assim, esse estudo indica que tanto a mobilizacdo passiva, quanto o
ultrassom terapéutico, de maneira isolada, podem auxiliar no processo de
recuperacao tecidual, entretanto, as duas técnicas associadas sdo mais eficazes em

situacdes de desuso muscular.
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All tables (= 4 tables) should contain the title and heading for columns and must be
mentioned in the text. They should be numbered sequentially by Arabic numerals, in
the order they appear in the text. Table footnotes should have a definition for
abbreviations and statistical tests used.

Figures

Any figure (images, graphs, photographs and illustrations) should be mentioned in the
text and submitted in greater than or equal to intended display size. The journal
accepts no more than four figures per article. They should be numbered
sequentially by Arabic numerals; in the order they appear in the text. If the figures have
already been published, a written permission for reproduction must be provided by the
author/editor, and legends should include the source of publication. When saved in
digital files, the resolution should comply with the following instructions:
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