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Resumo

Este estudo teve por objectivo avaliar o contributo dos mecanismos de degeneracao
intrinseca e extrinseca no processo de atrofia muscular esquelética por imobilizacao.

A amostra foi constituida por 24 ratinhos da estirpe Charles River, do sexo masculino,
mantidos em condicdes normais de laboratério, com peso compreendido entre os 35,7 e 40,2
g e com 12 semanas de idade. Os animais foram pesados e divididos em quatro grupos, de
acordo com o tempo de imobilizacao a que os seus membros posteriores direitos foram
sujeitos: 24 horas, 48 horas, 72 horas e 7 dias. Este procedimento foi efectuado sob anestesia
com éter etilico, tendo-se imobilizado o membro posterior direito dos ratinhos, com ligaduras
gessadas, por forma a manter a articulacao tibio-tarsica em posicao neutral (90°). No final do
tempo estipulado para cada grupo, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical
e, apos remoc¢ao da ligadura gessada, foram ainda pesados. Em seguida, foram removidos e
pesados os musculos soleus dos membros imobilizados e dos membros contra-laterais. Nos
musculos extraidos, apos pesagem, para além de uma analise qualitativa estrutural e ultra-
estrutural foram ainda avaliadas as proteinas totais bem como a actividade das seguintes
enzimas: Lactato Desidrogenase, Piruvato Kinase, Isocitrato Desidrogenase, Transaminase
Glutamico-Oxaloacetica, B-Glicuronidase e Mieloperoxidase. Os resultados analiticos foram
relativizados aos da pata contralateral, que serviu de controlo.

0 peso total dos ratinhos, diminuiu até as 48 h de imobilizacdo, tendendo a estabilizar
apods este periodo. O peso total do mUsculo imobilizado, diminuiu durante todo o periodo de
imobilizagao, de forma mais acentuada até as 48 horas e mais ligeiramente apds este periodo.
As proteinas totais musculares diminuiram em termos absolutos; no entanto, quando
relativizadas ao peso total do musculo, estas mantiveram-se inalteraveis até as 24 horas,
aumentando apds este periodo. A actividade B-Glicuronidase, apresentou um incremento em
duas fases distintas: uma mais intensa até as 48 h de imobilizagcao e outra mais ligeira apos
este momento. O aumento da actividade da Mieloperoxidase também apresentou duas fases
distintas durante a imobilizacdo: a primeira, menos acentuada, até as 48 horas e a segunda,
mais intensa, apds este periodo. A actividade das enzimas Lactato Desidrogenase, Piruvato
Kinase e Transaminase Glutamico-Oxaloacetica tenderam a aumentar durante o periodo de
imobilizacdo. A actividade da Isocitrato Desidrogenase tendeu a diminuir apartir das 24 horas
de imobilizacao. Pela analise morfologica qualitativa, para além das inimeras evidéncias de
degeneracdo intrinseca e extrinseca nos musculos imobilizados, foi também possivel observar
sinais de regeneracao muscular, mesmo ainda durante o decorrer da imobilizacao.

Os resultados obtidos sugerem a existéncia de duas fases no processo de atrofia
muscular esquelética por imobilizagao: a primeira, mais intensa, decorre aparentemente até
as 48 horas e coincide com as evidencias morfolégicas e bioquimicas de degeneracao
intrinseca, enquanto que a segunda, apos as 48 horas, mais ligeira, parece coincidente com o
processo de degeneragdo extrinseca.

Palavras chave: Atrofia muscular esquelética, Imobilizacdo, Peso do miusculo,

Degeneracao intrinseca, Degeneracao extrinseca
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1. Introducao

A incidéncia de lesdes na actividade desportiva tem aumentado nos
altimos anos devido as grandes exigéncias fisicas que essa actividade
pressupde (Horta, 1995). A maioria destas lesoes localizam-se nos membros e,
em grande parte dos casos, o tratamento implica imobilizacao, para facilitar a
sua recuperacao. Esta experimentalmente demonstrado que esta imobilizacao
induz atrofia muscular esquelética, por desuso, por reducao da funcionalidade
do sistema muscular (Appell, 1990; Thomason e Booth, 1990; Baldwin, 1995;
Bloomfield, 1997).

Apesar das inumeras investigagbes efectuadas, até hoje pouco é
conhecido sobre a base fisiopatolégica da Atrofia Muscular Esquelética por
Desuso (Soares et al. 1993). Segundo Appel (1990), as fibras musculares
desenvolvem determinadas adaptacdes cronicas, morfoldgicas e bioquimicas
que, na situacdo de desuso por imobilizagago muscular, se tornam
desnecessarias e até mesmo agressivas, ja que alteram a homeostasia celular
em determinados locais do sarcoplasma (Hill e LaVia, 1980). Apos a agressao,
as fibras iniciam o processo de autodestruicao, com lise das miofibrilas, do
sarcoplasma, do sarcolema e do reticulo sarcoplasmatico e disrupcao das
mitocondrias (Phillips e Knighton, 1990), processo habitualmente designado
por degeneracdo intrinseca (para refs. ver Duarte, 1993). Segundo Duarte
(1993), este processo destrutivo, aparentemente activado pela perda de
homeostasia celular ao ido calcio, sera idéntico ao descrito para a célula em
geral e envolve: activacdo da Fosfolipase A, (PLA;), aumento da actividade

lisossdmica, activacdo das calpainas, perda do gradiente prototonico



mitocondrial e formacao de Composto Reactivos de Oxigénio (CRO) (para refs.
ver Duarte 1993).

Com a lesao tecidual inicial, surge a resposta inflamatéria que tem como
funcdes, a limpeza e remogdo do tecido danificado, a eliminacao de
elementos toxicos ao tecido e a preparacdo para a regeneracao tecidual
(Macintyre et al., 1995). De facto, com o aumento da permeabilidade vascular
e do fluxo sanguineo tecidual, os neutrdfilos e mondcitos, por mecanismos
quimiotaxicos, migram para os locais lesados, para remocao do tecido
necrético (Maclntyre et al., 1995; Smith e Pyne, 1997). Com esta funcao, os
leucdcitos, além de promoverem a reparagao, podem também contribuir para
o agravamento das lesdes teciduais, através da producao de CRO (Kiriakides,
et al., 1999; Masashi et al., 1999; Pietarinen-Runtti et al., 2000),
provenientes da actividade da NADPH-oxidase e da libertacdo extracelular de
enzimas lisossomicas (Smith e Pyne, 1997).

O que deveria ser, teoricamente, um processo de recuperacao tecidual,
podera, pela sua natureza catabélica, ter um papel bastante importante no
desenvolvimento e/ou agravamento da atrofia muscular por desuso (Macintyre
et al., 1995), podendo contribuir, assim, para o exagero do quadro
morfolégico e funcional (Soares et al. 1994). Este processo degenerativo,
mediado pela resposta inflamatéria, é habitualmente denominado de
degeneracdo extrinseca (para refs. ver Duarte, 1993).

Porque ainda nao é conhecido o papel relativo destes mecanismos (de
degeneracdo intrinseca e extrinseca) No processo de atrofia muscular
esquelética por desuso, ao longo do tempo de imobilizacao, este trabalho

teve por objectivos estudar a importancia daqueles dois mecanismos na



inducdo e evolucao da atrofia muscular por desuso, nos primeiros sete dias de
imobilizacao, no musculo soleus de ratinhos Charles River. A imobilizacao, por
ligadura gessada, situacao que mais se adequa aos problemas das lesoes
desportivas, foi efectuada em posicao neutral e os muisculos soleus, apds

remocao, foram estudados bioquimica e morfologicamente.



2. Atrofia Muscular Esquelética

O sistema muscular esquelético no ser humano desenvolveu-se para,
entre outras funcdes, suportar o peso do corpo numa posicao vertical, numa
postura erecta. Os musculos antigravitacionais da zona lombar, abdomen,
anteriores da coxa e pernas sdo especialmente importantes na manutencao
dessa postura (Bloomfield, 1997).

A funcionalidade desse sistema, segundo Appell (1986a), esta depende
da manutencdo da actividade proprioceptiva e da inervacao motora, da carga
mecanica que permita a realizacdo de ciclos estiramento-encurtamento e da
mobilizacao articular. Quando algum destes factores é alterado, o musculo
esquelético vai, forcosamente, adaptar-se as novas condicoes impostas
(Appell, 1986a, 1990; Petit e Gioux, 1993).

Alteracoes dessa funcionalidade surgem, por exemplo, durante o
tratamento de lesdes dos membros, por imobilizacao, apds traumatismos ou
cirurgias (Booth e Gollnick, 1982; Appell, 1990; Jankala et al., 1997; Clarke et
al., 1998; Appell et al., 2000), ou apos traumatismos na coluna vertebral com
a consequente lesao da medula espinal (Tagerud et al., 1984; Booth et al.,
1992; Gomes e Booth, 1998). A reducao da actividade, observada com o
avanco da idade ou com o abandono da alta competicao (Booth e Golnick,
1982; Booth et al., 1994), bem como o proprio acamamento por doenca
prolongada, sao outros exemplos com importantes repercussoes nessa
funcionalidade (Booth et al., 1992; Bloomfield, 1997; Ferrando et al., 1997;
Leblanc et al., 1997). Mais recentemente, também a auséncia de gravidade,

durante a permanéncia no espaco (Booth e Gollnick, 1982; Clarke et al., 1998;



Stein et al., 1993, 1996, 1997, 2000), demonstrou ter graves repercussoes na
integridade funcional e estrutural muscular esquelética. Todas estas situacoes
descritas ocorrem com alguma frequéncia ao ser humano, motivando o
aparecimento da Atrofia Muscular Esquelética por Desuso (AMED). Dos
modelos experimentais descritos na literatura, a imobilizacao € o que mais se
coaduna com os problemas que surgem no desporto, sendo essa a razao
porque sera mais focada neste trabalho. No entanto, sempre que tal seja
necessario, fazer-se-do também referéncias a estudos envolvendo outros
modelos experimentais.

Por questdes éticas e deontoldgicas, em casos clinicos, a AMED é
quantificada, principalmente, através da comparagdo dos perimetros do
membro atrofiado e o membro normal, verificando-se qual a reducao do
volume do membro em causa (Grande et al., 1999). Este método nao parece
ser o mais preciso visto negligenciar o facto do perimetro/volume do membro
atrofiado poder ser influenciado pela quantidade de tecido conjuntivo e de
tecido adiposo ou ainda pelo edema tecidual subjacente ao processo atrofico;
as mesmas desvantagens podem ser apontadas a tomografia computadorizada
ou aos ultrasons (Appell, 1990; Kannus et al., 1992).

Nos modelos de investigacido com animais de laboratério, a possibilidade
de estudo do musculo na sua totalidade, permite um maior aprofundamento
da investigacao e, consequentemente, a obtencdo de mais e melhores
resultados (Booth et al., 1992). Resultados acerca das variacoes do peso
muscular podem ser obtidos através de estudos em animais de laboratorio.
Contudo, eles poderao estar sujeitos aos mesmos factores de erro relatados

para a avaliacdo do perimetro muscular em humanos, ou seja, nao é possivel



determinar a variacdo do tecido conjuntivo ou da extensdo do edema
tecidual; para além destas desvantagens, também a recolha muscular pode
ser de dificil execucao (Appell, 1990).

A perda de peso nos musculos atrofiados ocorre de forma similar, em
termos temporais, com a diminuicao da for¢a muscular. Deste modo, a maior
perda parece verifica-se nos primeiros dias de imobilizacao, apos os quais os
declinios sao menos acentuados (Kannus et al., 1992a). Ibebunjo e Martyn,
(1999) encontraram no musculo tibial anterior de ratos, uma diminuicao de
peso de 68% ao fim de 7 dias de imobilizagao, enquanto que no final da
experiéncia (28 dias) a perda atingiu os 61%.

Independentemente do modelo animal utilizado, segundo Appell (1990),
o método mais exacto para a comparacao de resultados entre os
investigadores, €, provavelmente, a medicdo da area ou do diametro das
fibras em seccoes transversais; em humanos, este procedimento so pode ser
efectuado através de bidpsias per-cutaneas por agulha ou realizados durante a
cirurgia.

Quando efectuamos comparagoes entre resultados obtidos com musculos
de humanos ou animais, varios sao os factores condicionantes a ter em
consideracdo (Wills et al., 1982). Estes factores podem influenciar o grau de
atrofia bem como o periodo de tempo necessario para a sua recuperagao apos
a imobilizacao.

Um importante factor condicionante € o comprimento do musculo na
altura da imobilizacdo. Este aspecto tem, contudo, pouca aplicacao ao nivel
da pratica clinica, uma vez que a maioria das articulagbes sao imobilizadas na

posicao neutra, nao se encontrando os musculo nem alongados nem



encurtados (Appell, 1986a). No entanto, foi demonstrado que quando o
musculo é imobilizado nas posicdes neutra ou encurtada, o grau de atrofia é
maior do que na posicao alongada (Bloomfield, 1997; Booth et al.,1992;
Kannus et al., 1992b; Sancesario et al., 1992). Booth et al. (1992) chegam a
sugerir que quando o musculo é imobilizado na posicao alongada pode mesmo
verificar-se hipertrofia muscular. Num trabalho efectuado por Booth et al.
(1996) foram imobilizados os membros posteriores de ratos por um periodo de
7 dias; um dos grupos ficou com os membros em dorsiflexao (soleus em
posicio alongada) enquanto que o outro ficou com 0s membros em flexao
plantar (soleus em posicao encurtada); quando comparados os pesos dos
musculos em causa nao se verificou qualquer alteracao no primeiro grupo
enquanto que no segundo se constatou uma reducao de 55% no peso do soleus.
Num outro estudo, Petit et al. (1993) imobilizaram o musculo peroneus longus
de gatos nas posicbes neutra e encurtada. Quando comparado o peso do
musculo do membro imobilizado com o da pata contralateral, a percentagem
de reducéo foi de 88% ao fim de 2 semanas, 61% no final da 5* semana e 61%
ao fim de 8 semanas, na posicao neutra. Contudo, na posicao encurtada, a
percentagem de variagao do peso foi de 84%, 55%, e 64%, respectivamente,
para os mesmos periodos de tempo. Estes dois estudos vém, de alguma forma,
sugerir a influéncia da posicao dos musculos na altura da imobilizacao como
condicionante do grau de atrofia muscular por desuso.

O sexo e a idade, (Kannus et al., 1992b) constituem outros factores
condicionantes, influenciando o grau de atrofia muscular esquelética e o tipo
de fibras afectadas. A influéncia da imobilizacao em sujeitos imaturos, parece

ser maior nas fibras tipo Il, que presumivelmente precisam de maiores cargas



diarias para a sua maturacdo, visto ser este o tipo de fibra responsavel pela
grande capacidade de gerar forga no musculo esquelético (Appell, 1990). Para
Fisher et al. (1998) e Komalainen et al. (1999), os sujeitos do sexo feminino
parecem ser menos afectados pela atrofia muscular; os estrogéneos sao
sugeridos como os principais responsaveis por este efeito protector na
manutencao da massa muscular durante a imobilizacao.

O tempo de imobilizacdo é outro dos factores condicionantes da
intensidade da atrofia muscular induzida por imobilizagdo. Quanto maior for o
tempo de imobilizacao maior sera, consequentemente, o grau de atrofia.
Apesar de ser durante a primeira semana de imobilizacao que ocorre a maior
percentagem alteragdes teciduais, a atrofia muscular vai-se acentuando
enquanto a imobilizagao é mantida, embora de forma mais suave apos os sete
primeiros dias (Appell, 1986b; Kannus et al., 1992).

No animal de laboratério, o tipo predominante de fibra muscular do
musculo imobilizado, pode também condicionar os resultados ja que, segundo
Appell (1990) e Kannus et al. (1992), as fibras tipo | e tipo Il podem reagir de
modo diferente a imobilizacio. Estes autores verificaram, na literatura, a
existéncia de resultados dispares. De facto, em algumas investigacoes a
atrofia atingiu principalmente as fibras tipo do I, noutras as do tipo Il e, em
alguns estudos ndo se registaram diferencas entre ambas. No entanto, Appell
(1986a, 1990), Thomason e Both (1990) e Jankala et al. (1997) sugerem que
as fibras tipo | sejam mais susceptiveis a atrofia por imobilizacado. O facto dos
musculos antigravitacionais (compostos na sua maior parte por fibras tipo )
serem mais vulneraveis a atrofia do que os restantes (constituidos em grande

proporcéo por fibras tipo I), sugere que as fibras tipo | sejam mais vulneraveis



3 AMED (Kannus et al., 1992). Outra evidéncia da atrofia preferencial das
fibras tipo | apos imobilizacado, foi indicada pelos resultados obtidos com uma
isoenzima da miosina, que demonstraram nao existir alteragao na sua
componente rapida, enquanto que a sua componente lenta sofreu um declinio
continuo e significativo com o tempo de imobilizagdo (Templeton et al.,
1984). Existe assim uma forte possibilidade da imobilizacao poder influenciar
a transformacao das fibras do tipo | em fibras do tipo Il ou, pelo menos,
alterar as suas caracteristicas contracteis (Appell, 1986a, 1990; Thomason e
Booth, 1990; Jankala et al., 1997).

Também algumas contramedidas ou pré-tratamentos, parecem ser um
factor condicionante da intensidade da atrofia muscular por imobilizagao.

Appell (1986b) sugere que a aplicagao prévia de um plano de treino (de
resisténcia muscular ou de *endurance”) possa minimizar o efeito da atrofia
por imobilizacdo. Num estudo por ele realizado, imobilizou dois grupos de
ratos, por um periodo 7 dias, um dos quais havia sido sujeito a um programa
de treino de “endurance” na semana imediatamente anterior a imobilizagao.
No grupo que ndo havia sido sujeito a treino, o grau de atrofia ao nivel do
diametro das fibras foi de 35%, enquanto que no grupo treinado a atrofia foi
apenas de 5%.

Booth et al. (1997) sugerem que a administracao de substdncias
anabolicas (tais como hormona de crescimento), conjuntamente com o treino,
podem prevenir ou pelos reduzir o grau de atrofia.

Também a estimulacdo eléctrica, por periodos curtos de tempo, parece
ajudar na manutencao da massa muscular, reduzindo, assim, os efeitos da

atrofia por imobilizacao (Goldspink & Goldspink, 1985).



Uma vez que o stress oxidativo parece ter um papel importante no
estabelecimento e desenvolvimento da atrofia muscular por imobilizacao
(Kondo et al., 1992a, 1992b, 1993a 1993b), a administracao de substdncias
antioxidantes podera, assim, ter um papel protector nessas condicoes. De
facto, Appell et al. (1997) imobilizaram os membros posteriores de ratos por
um periodo de oito dias, na posicéo neutral, e dividiram os animais em dois
grupos, a um dos quais foi administrado Vitamina E. No final da experiéncia, o
grupo ao qual foi administrado a Vitamina E apresentava menor grau de
atrofia comparativamente ao grupo controlo.

Também a perda de homeostasia celular ao iao calcio parece ter uma
importancia fundamental na etiologia da atrofia muscular. Talvez por essa
raziao a administracao de bloqueadores dos canais lentos de cdlcio, parece
diminuir o grau de atrofia muscular durante a imobilizagao (Soares et al.,
1993). De facto, Soares et al. (1993) imobilizaram os membros posteriores de
ratos e, dividiram-nos em dois grupos: a um grupo foi administrado Nifedipina
um bloqueador dos canais lentos de calcio, enquanto que ao outro grupo
nenhuma substincia foi administrada. No final da investigacao o sujeito a

accao da Nifedipina apresentou menor atrofia na area das fibras.

As grandes diferencas que se verificam nas comparagoes entre 0s
diversos investigadores, parecem dever-se sobretudo ao facto das
metodologias empregues na recolha de resultados serem francamente
divergentes. Para se poderem comparar resultados de uma forma fiavel sera
necessario, entao, que os varios investigadores realizem estudos onde as

diferentes variaveis (tipo de fibras observadas, musculos utilizados, duragcao
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da imobilizacdo, método de desuso e amostra) sejam as mesmas. Caso estes
requisitos ndo se satisfacam é de esperar que os resultados sejam diferentes

de autor para autor (Appell, 1990).
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2.1. Modelos experimentais

Tendo em conta os factores de que depende a funcionalidade do sistema
musculo-esquelético (Appell, 1986a), varios modelos experimentais tém sido
utilizados, quer em humanos quer em animais de laboratério, para melhor se
perceber os mecanismos da atrofia muscular esquelética.

No entanto, o conhecimento actual sobre os eventos e 0s mecanismos da
AMED, é fundamentalmente baseado nos resultados obtidos em estudos
realizados com animais de laboratério. Esta situacao nao € surpreendente do
ponto de vista ético (Appell, 1990). De facto, nas investigacoes com humanos
usando métodos nao invasivos, sO se pode obter resultados através da medicao
do perimetro ou do volume dos membros e pela tomografia computadorizada.
Estudos mais aprofundados com humanos, ja com repercussoes € éticas e
deontoldgicas, so serdo possiveis através de métodos mais invasivos, obtidos
através de biopsias ou cirurgia. Mesmo assim, o uso de animais permite colher
mais e melhor informacédo, do que a obtida através das biopsias em humanos,
devido as grandes variacdes interindividuais observadas nos humanos (Appell,
1990).

De seguida focam-se alguns dos modelos utilizados bem como as suas
vantagens e desvantagens.

v Imobiliza¢do

Este modelo é o que se mais aproxima das situagoes clinicas que ocorrem

no desporto, visto ser a forma utilizada no tratamento habitual das mesmas.

Do ponto de vista experimental, a imobilizacao pode ser conseguida por dois
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métodos: através de ligaduras (bandas ou gesso) ou através da técnica de
“pinning” (Appell, 1990).

As ligaduras gessadas permitem o estudo quer em humanos, quer em
animais, sendo considerado um método experimental excelente pois, para
além de induzir grandes percentagens de atrofia muscular em pouco tempo de
imobilizacao (Booth et al., 1982), existem também bastantes trabalhos para
se poderem comparar resultados.

Segundo Booth et al.(1992), este método parece induzir atrofia de forma
similar em ambos os tipos de fibras (quer nas tipo I, quer nas tipo Il), 0 mesmo
nao acontecendo noutros modelos, particularmente no da hipogravidade. Uma
outra vantagem parece residir na auséncia de contracgdes isotonicas durante
a imobilizacdo. Para além disso, permite a imobilizacdo da articulacao em
varios angulos, fixando os musculos nas posigoes neutra, alongada ou
relaxada, podendo deste modo condicionar o grau de atrofia muscular (Booth
et al., 1992).

Como principais desvantagens apresentam-se a dificuldade de remocao
da ligadura, a privacdo de contracgoes isotdnicas (no caso de se querer
exercitar durante a imobilizacdo) e o facto de permitir a realizacao de
contraccoes isométricas (Booth et al., 1992).

A técnica de “pinning” é um modelo, utilizado apenas no modelo animal
de laboratério, iniciado por Solandt et al., em 1943, e posteriormente
modificado por Fischbach e Robins, em 1969. A imobilizagao é conseguida,
através da insercéo percutinea de agulhas, uma através do calcaneo até a

parte distal da tibia e outra da parte distal do fémur até a parte proximal da
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tibia, fixando a articulacdes num determinado angulo pretendido (Ibebunjo e
Martyn, 1999).

Esta técnica produz as mesmas condicoes que as ligaduras gessadas e,
ndao sé permite a observacdo dos membros durante a imobilizacdo, como
também previne eventuais alteragoes da corrente sanguinea por deficiente
colocacao das ligaduras (Appell, 1990).

v Desinervagdo e Tenotomia

Segundo Appell (1990), estes modelos sao utilizados para reducao da
actividade do musculo, através do bloqueio dos impulsos aferentes, evitando a
ocorréncia, no caso da desinervacdo, dos reflexos musculares; com a
tenotomia, o musculo € diminuido artificialmente no seu comprimento
habitual. Ainda para o mesmo autor, os resultados obtidos por estes dois
métodos nao devem ser comparados com os obtidos na imobilizagao, situacao
em que os misculos mantém a sua normal inervacao bem como o seu
comprimento durante o periodo de desuso por imobilizacao.

A desinervacdo é o método que permite, de forma aproximada, avaliar
as consequéncias neuro-musculares das lesdes medulares ou da coluna
vertebral ocorridas em humanos; contudo, a sua utilizacdo s6 pode ser
efectuada no modelo animal, visto que uma vez induzida nao se consegue
voltar a inervar eficazmente o musculo (Booth e Golnick, 1982).

v'  Hipogravidade

Os modelos de suspensdo de membros e/ou do corpo e o acamamento,
tém sido utilizados para simular situacoes de gravidade zero, experimentada
durante os vdos espaciais ou nas situacdes onde a carga mecanica induzida

sobre o musculo é reduzida.
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A suspensao € um método predominantemente utilizado em animais
(Anzil et al., 1991; Thompson e Shoeman, 1998; Ingalls et al., 1999; Fraysse et
al., 2000), mas também experimentado em humanos (Berg et al., 1991;
Bloomfield, 1997; Gamrin, 1997).

A suspensdao de membros é mais utilizado do que a suspensdo total do
corpo; neste modelo, o animal é suspenso pela cauda ou por traccao da
coluna, nao permitido, assim, o contacto dos membros posteriores com o solo;
os membros anteriores, contudo, mantém-se em contacto com o solo
permitindo, assim, o livre acesso & gaiola (Fraysse et al., 2000). Este método
foi introduzido por Morey em 1979 e modificado por Templeton em 1984.

No homem, este modelo foi desenvolvido por Tesch et al., em 1991, e
consiste na manutencao de um membro suspenso, a custa de um arnés posto a
cinta e ligado a um sapato modificado. O angulo do joelho mantém-se entre
os 90 e os 120° e é mantido enquanto os sujeito se deslocam apoiados em
"canadianas”. O sapato da perna contralateral esta elevado em 50 mm na sola
para prevenir qualquer apoio e permitir uma posicdo de relaxe a perna
suspensa e assim limitar a activacao muscular deste membro (Berg et al.,
1991).

Menos utilizado tem sido o modelo de suspensao total do corpo, utilizado
em animais e desenvolvido por Musacchia et al., em 1980; neste caso, 0
animal é suspenso por meio de um arnés com a patas em contacto com o solo.

Ambos os métodos tém como desvantagens uma atrofia menos acentuada
das fibras tipo 1l, quando comparadas com a imobilizacao, e permite a
realizacdo de contracgbes isotonicas, embora com pouca carga (Thomason e

Booth, 1990). Como vantagens, permite o treino durante a imobilizagao, pois
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é facil libertar os animais e voltar a suspendé-los (Booth al., 1992), e a
auséncia de stress nos animais, sugerido pela auséncia de Ulceras gastricas e
hipertrofia adrenal (Templeton et al., 1984).

Neste método, as mudancas verificadas sao bastante aproximadas do
que se verifica durante os voos espaciais, sendo por este motivo apropriado
para a investigacao nesta area. No entanto, os seus resultados nao deverao
ser comparados aos da imobilizacao, uma vez que este modelo permite a
realizacdo de contrac¢des dinamicas, embora com pouca carga mecanica.
Contudo, apesar do grau de atrofia ser diferente, as alteragoes estruturais
observadas sao idénticas em ambos os modelos (Appell, 1986b, Sancesario et

al., 1992; Kauhanen et al., 1993; Krippendorf et al., 1999).
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2.2. Alteracdes estruturais e ultra-estruturais

Em consequéncia da imobilizagao, inimeras alteracoes musculares,
podem ser observadas a nivel estrutural ou ultra-estrutural (Kannus et al.,
1992a).

Segundo Kannus et al. (1998a) o contetdo muscular de tecido conjuntivo
tende a aumentar com o tempo de imobilizacao muscular. Este aumento
parece verificar-se quer no endomisio, quer no perimisio. O aumento deste
tecido pode influenciar quer o processo degenerativo, quer o processo
regenerativo, uma vez que pode reduzir o fornecimento sanguineo as fibras
musculares, devido ao alargamento das barreiras de difusao entre os capilares
e as fibras musculares (Appell, 1990).

Apesar da densidade capilar (capilares/mm?) tender a aumentar nos
musculos sujeitos ao desuso, a média de capilares por fibra tende a diminuir
(Thomason e Booth, 1990). De facto, Kannus et al. (1998a) verificaram uma
diminuicdo de 35% na capilarizagao (n.° de capilares/1000 células), apos 3
semanas de desuso. O aumento da densidade capilar sera, entao, apenas
explicado pela reducdo do diametro das fibras atingidas pelo processo
atrofico.

As alteracdes encontradas a microscopia electronica tém reconhecido
uma certa concordancia entre os diversos investigadores (Appell, 1986b, 1990;
Riley et al., 1990; Anzil et al., 1991; Sancesario et al., 1992; Kauhanen, 1993;
Krippendorf et al., 1994). Entre as alteragoes encontradas, particularmente

nas fibras tipo |, encontram-se a desintegragao das fibrilas, a disrupcao das
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linhas Z e do sistema sarcotubular, bem como a lesdo mitocondrial (Appell,
1986b).

O mesmo autor descreve a presenca de nucleos hipercromaticos, de
fibras com tamanho e forma irregular, de degeneracao vacuolar e a auséncia
de miofibrilas perinucleares. Kauhanen et al. (1993) encontraram dilatacao
mitocondrial, desorganizacao miofibrilar e o aparecimento de vacuolos
citoplamaticos ao fim de 48 horas de imobilizagao.

Também a dissolucdo das miofibrilas pode ser observada nas fibras
lesadas, deixando largos espacos interfibrilares que se preenchem de
sarcoplasma e os nucleos centrais tendem a aparecer nestas fibras. Estas
alteracoes parecem estender-se durante a primeira semana as fibras tipo I,
embora afectem mais severamente as tipo | (Appell, 1986b).

A presenca de vacuolos autofagicos, sugerindo a existéncia d'e actividade
autofagica no misculo atrofiado (Appell, 1990), também tem sido descrita.

Durante a primeira semana os leucécitos invadem o espaco interfibrilar.
Foram descritos macrofagos, mondcitos e granuldcitos, nas vizinhangas de
fibras fragmentadas, que parecem estar envolvidos na remogao de segmentos
necroticos das fibras. Estas alteracoes degenerativas, em termos temporais,
sao acompanhadas ou seguidas de regeneracao muscular ainda durante o

periodo de imobilizagao (Appell, 1986b).

18



2.2.1. Fisiopatologia

Apesar das alteragoes morfologicas musculares esqueléticas, bem como
das suas principais consequéncias funcionais e bioquimicas induzidas pela
imobilizacdo, ja estarem descritas (Thomason e Booth, 1990; Kannus et al.,
1992), a sua etiologia e fisiopatologia continuam ainda por esclarecer.

No entanto, como a reaccao das fibras e do tecido muscular a diversas
categorias de estimulos lesivos parece ser idéntica (para refs. ver Duarte,
1993), entdo, provavelmente, também as manifestacoes morfologicas de
degeneracdo intrinseca, extrinseca e de regeneracao muscular devam ser
semelhantes aos diferentes tipos de lesoes (Carlson e Faulkner, 1983).
Compreende-se, assim, que as alteragdes histologicas musculares associadas
ao desuso, possam ser idénticas a muitas patologias musculares, tais como as
distrofias, as miopatias inflamatérias, as necroses esquemicas (para refs. ver
Duarte, 1993) e a miopatia do exercicio (Duarte, 1993; Mota, 1995; Pereira,
1996).

Assim, quando as células de um tecido ou orgao sao agredidas, qualquer
que seja a sua origem, sdo activadas determinadas vias de degradacao celular
(Armstrong, 1990; Armstrong et al., 1991), tendo, frequentemente, como
consequéncia, o aparecimento de alteragdes funcionais, estruturais e ultra-
estruturais, influenciando até a propria viabilidade da célula (Hill e LaVia,
1980).

Na fibra muscular esquelética a perda da homeostasia ao metabolismo
do ido calcio (Ca?*), é considerada, por alguns, como um dos mecanismos
possiveis pela perda de viabilidade segmentar ou total da célula (Armstrong,

1990; Armstrong et al., 1991, 1993; Byrd, 1992). Os trabalhos de Soares et al.
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(1993), constituem um forte argumento em favor desta teoria do Ca™; de
facto, se o aumento das concentracoes de Ca’** pode, no meio intracelular,
despoletar estes mecanismos de degradacao celular/lesao muscular entao, a
administracao de um bloqueador dos canais lentos de calcio, podera, pelo
menos, atenuando a sua entrada macica no citosol, reduzir as alteracoes
estruturais apds imobilizacao (Soares et al., 1993). A originar esta mudanca na
homeostasia celular ao Ca’*, parecem estar envolvidos diversos mecanismos,
salientando-se como exemplos, a perda de integridade do sarcolema e/ou a
alteracdo na sua permeabilidade (Armstrong, 1990; Armstrong et al., 1991), a
disfuncdo do Reticulo Sarcoplasmatico (RS) (Byrd, 1992) e a producao
exagerada de CRO, motivando o aparecimento de uma situacdo de stress
oxidativo tecidual (Armstrong et al., 1991; Byrd, 1992; Kondo et al., 1992,
1993; Ji, 1995).
A ocorréncia de qualquer um destes mecanismos perturbadores promove
o aumento das concentracoes de calcio no meio intracelular, activando,
hipoteticamente desta forma, os processos de degeneragao intrinseca da
célula, nomeadamente por:
a). activacao das proteases neutras (Busch et al., 1972; Cullen e
Fulthorpe, 1982; Sorichter et al., 1999), nomeadamente das calpainas
(Cullen et al., 1979; Sorichter et al., 1999), que podem contribuir
para a degradacdo das linhas Z ou dos componentes dos filamentos
contracteis;
b) activacdo da fosfolipase A, (PLA;), localizada no sarcolema
(Armstrong, 1990; Armstrong et al., 1991), que para além da fungao

protectora das membranas celulares (Fawthrop et al., 1991) tem, na
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d)

sua accao enzimatica, da qual resultam os fosfolipidos e o acido
araquidénico, um efeito detergente sobre as membranas celulares,
podendo contribuir para a difusao de compostos sarcoplasmaticos
para o intersticio (Brazeau e Fung, 1990);

incrementos na producao de CRO, induzindo situa¢bes de stress
oxidativo com todas as consequéncias nefastas a nivel proteico,
glicidico e lipidico (Baracos et al., 1986; Duarte, 1993);

perda do gradiente prototonico mitocondrial (Byrd, 1992) com a
desacoplacdo da fosforilagdo oxidativa, contribuindo para o
agravamento na incapacidade de producéo de ATP, particularmente
para as bombas de calcio (Duarte, 1993);

activacdo da funcao lisossomica (Duarte, 1993; Appell et al., 2000),
provocando degradacao das proteinas miofibrilares pelas enzimas

proteoliticas existentes nesses organelos (Schwartz e Byrd, 1977).

Os efeitos nocivos do desuso muscular no turnover proteico tem sido

avaliado principalmente através da imobilizacao e suspensdo. Este desuso
induz um estado catabélico muscular como fica demonstrado pelo balango
negativo do nitrogénio, pelo aumento dos niveis de ureia sanguinea e pelo
aumento da excrecio da ureia e amonia (Appell, 1990). A alteracdo da
homeostasia do idao calcio, porque afecta o equilibrio entre a sintese e a
degradacdo proteica (Appell et al., 1994), podera ter um papel preponderante
neste turnover. Para os mesmos autores este desequilibrio deve-se
inicialmente a reducio da sintese proteica. Um decréscimo, de 35% na sintese

proteica, foi observado nas primeiras 6 horas de imobilizacao no musculo
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esquelético de ratos (Booth et el., 1997; Kannus et al., 1992); este facto
parece coincidir com a diminuicao da capacidade respiratoria mitocondrial,
também observavel nas primeiras horas de imobilizacao (Appell, 1990). Este
decréscimo nao parece dever-se ao mRNA visto que as suas concentragoes nao
parecem diminuir nos primeiros dias de imobilizacao (Appell, 1990). Appell,
(1990) e Kannus et al. (1992) constataram que esta perda proteica que se
verifica por desuso, fica a dever-se, em grande parte, a diminuicao das
proteinas miofibrilares, parecendo atingir mais as fibras do tipo |
comparativamente as do tipo Il.

Thomason e Booth (1990) e Cohen et al. (1999), observaram a actividade
aumentada das enzimas lisossdmicas nos musculos esqueléticos em desuso.
Para Appell (1990), o aumento destas enzimas pode ter uma influéncia
importante no iniciar da atrofia muscular ao provocar a degradacao proteica.

A situacdo de stress oxidativo, também tem sido associada a este
fenémeno de auto destruicdo muscular motivada pelo desuso (Kondo et al.,
1992b; Appell et al., 1997). Esta situagéo surge quando se alteram as relacoes
proporcionais entre os compostos oxidantes e antioxidantes celulares e, por
isso, a producdo excessiva de CRO ultrapassa a capacidade neutralizadora do
sistema antioxidante (Kanter, 1994).

Se a formacdo desajustada de CRO esta realmente na origem da lesao
celular, ou se é uma consequéncia dos proprios mecanismos de degeneracao
intrinseca celular, € uma questdo que continua por esclarecer (Duarte, 1993;
Ji, 1995). Por um lado, a producao exagerada de CRO pode, por disfuncao das
bombas de calcio e lise das membranas do RS aumentar os niveis de Ca™

intracelular e originar a posterior degeneracao celular (Kondo et al., 1992b;
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Duarte, 1993). Por outro lado, também a perda de homeostasia celular ao Ca*'
pode estar na origem da producdo anormal de CRO (Armstrong et al., 1991;
Kondo et al., 1993b).

De igual modo, a producdo exagerada de CRO pode resultar da activacao
dos leucdcitos que infiltram o tecido, na medida em que estes compostos sao
produzidos e utilizados pelos neutréfilos, monocitos e macréfagos, durante o
processo inflamatorio (Duarte et al., 1994; Macintyre et al., 1995; Smith e
Ryne, 1997).

Também a PLA, muscular, uma enzima determinante na fase de
degeneracao intrinseca das lesdes celulares, podera ser uma fonte de
producdo de CRO (para refs. ver Armstrong, 1990). De facto, esta enzima
quando activada pelos altos niveis de calcio intracelular, utiliza os fosfolipidos
das membranas para produzir acido araquidonico e, consequentemente, da
origem a prostaglandinas e leucotrienos, com producao concomitante de CRO
(Armstrong, 1990; Duarte, 1993).

Esta formacao exagerada e desequilibrada de CRO, induzindo condicoes
celulares de stress oxidativo, motiva alteracdes na estrutura e funcionalidade
da célula com modificacdo nas proteinas funcionais e nos acidos nucleicos,
com evidentes repercussdes, por exemplo, na sintese proteica (Duarte, 1993;
Ji, 1995). Para além disso, os CRO induzem peroxidacao lipidica dos
fosfolipidos das membranas, com consequente alteracao na arquitectura e na
funcionalidade do sarcolema e da membrana dos diferentes organelos (Kondo
et al., 1992b; Kanter et al., 1993; Sen et al., 1994; Tiidus e Houston, 1995).

Como se isto nao bastasse, os CRO afectam ainda negativamente a actividade
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de varias enzimas, entre as quais as ATPase transportadoras de calcio e de
sodio/potassio (Jenkens, 1988; Duarte, 1993; Ji, 1995).

Os estudos de Kondo et al. (1992b), Tiidus e Houston (1995), Appell et
al. (1997), constituem um importante argumento quanto a participacao do
stress oxidativo na inducao das alteracoes celulares por desuso.

E habitual a presenca de leucécitos nos misculos em desuso (Appell,
1986b). Esta presenca € consequéncia de uma resposta tecidual, com
repercussdes sistémicas, que consiste na reaccao inflamatoria. E provavel que
a infiltracdo leucocitaria possa influenciar o processo de AMED (Soares et al.,
1994).

A reaccao inflamatoria caracteriza-se pelo movimento de fluidos,
proteinas plasmaticas e leucdcitos, para os tecidos lesados. O objectivo desta
resposta é promover a limpeza do tecido danificado, eliminar eventuais
invasores microbianos e preparar os tecidos para a recuperacao (Gleeson et
al., 1995; Macintyre et al., 1995).

A resposta sistémica é tipicamente considerada a primeira resposta do
organismo a lesdo, e é caracterizada pela rapida mudanca na corrente
sanguinea e da permeabilidade muscular e activagao, mobilizacao e imigracao
de neutréfilos e mondcitos para os tecidos lesados. O estabelecimento da
processo inflamatorio é caracterizado pela presenca a nivel celular de
linfocitos (B, T e T citotoxicos) e de macrofagos originados dos monocitos que
se infiltraram nos tecidos, ao fim de 3 dias (Gallin, 1989; Duarte, 1993;
Maclntyre, 1995).

A resposta inflamatoria, com repercussdes a nivel local e sistémico, é um

fenémeno complexo, mediado por inimeras substancias, libertadas pelas
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células lesadas e pelas células endoteliais dos capilares adjacentes. Estas
substancias activam, amplificam e propagam o processo inflamatério (para
refs. ver Pereira, 1996).

De entre as varias substancias e compostos que participam, de forma
directa ou indirecta, neste processo, salientam-se os mediadores
inflamatorios propriamente ditos e os factores quimiotacticos associados
(Sprengler et al., 1992).

A regulacao do fluxo sanguineo, a permeabilidade vascular, a activacao e
a mobilizacéo do sistema imunoldgico especifico e nao especifico para a zona
lesada, ¢ controlada pelos mediadores inflamatérios propriamente ditos.
Entre estes podem-se contar: os aminoacidos vasoactivos (histamina e
bradicinina), os factores de complemento (C3a e C5a), o factor de activacao
plaquetaria, as linfocinas (interferons), os produtos do acido araquiddnico
(prostaglandinas nomeadamente a Prostaciclina (PGl;) e a Prostaglandina E;
(PGE;), bem como leucotrienos C4, D4 e E4) e as citocinas (interleucina-1 e
factor de necrose tumoral). Ja os factores quimiotacticos associados
(fibronectina, factor de complemento C5a e leucotrieno B4), atraem os
leucécitos para os locais em causa (Robbins, 1974; Duarte, 1993; Macintyre et
al., 1995; Pederson e Bruunsgaard, 1995; Smith e Pyne, 1997). Estas
substancias, produzidas nos locais afectados, difundem-se através dos
capilares adjacentes, aumentando a adesao leucocitaria as paredes
endoteliais e promovendo, subsequentemente, a migracao dos leucocitos para
os tecidos em degeneracao (Gallin, 1989; Northoff et al., 1995).

A presenca de leucdcitos, nomeadamente dos neutrofilos, nos locais

lesados, é co-responsavel na amplificacdo e propagacao da reaccao
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inflamatoria (Almekinders e Almekinders, 1992; Pederson e Bruunsgaard,
1995; Smith e Pyne, 1997). Durante a fagocitose, estes leucocitos libertam
CRO, proteases e outras enzimas como a elastase e colagenase, factores
quimitaticos, activadores do sistema de complemento, e citocinas
(interleucina-1, interleucina-6, Interleucina-8 e factor de necrose tumoral),
contribuindo para aumentar a degradacdo proteolitica e agravar o proprio
processo inflamatorio (Gallin, 1989; Duarte, 1993; Duarte et al., 1994; Pizza
et al., 1995). Os compostos granulociticos dos neutrofilos contém enzimas
hidroliticas e polipeptideos antimicrobianos. Os granulos azuréfilos contém
mieloperoxidase e enzimas proteoliticas, como a elastase, enquanto que 0s
granulos especificos contém lactoferrina, lisozima e colagenase. A presenca
destes no plasma, indica ocorréncia de desgranulacao celular e, deste modo,
activacdo dos neutrofilos (Smith e Pyne, 1997; Niess et al., 1999).

Também os mondcitos e os macréfagos parecem ter um papel “pivot”,
na resposta especifica e nao especifica do sistema imunitario (Macintyre et
al., 1995). Os mondcitos, apds se infiltrarem no tecido, alteram o seu fenotipo
imunoldgico e o seu reportério funcional e diferenciam-se em macréfagos
(Maclntyre et al., 1995; Bousquet et al., 1996). Tal como os neutrofilos, os
monocitos e macrofagos também sao capazes de produzir CRO e proteases
(Henson e Johnston Jr., 1987; Northoff et al., 1995) sendo considerados a
maior fonte de citocinas. Por tudo isto, sao uma parte integrante do processo
de recuperacio e reparacdo celular, sendo a sua presenca essencial na
regeneracao esquelética apos lesao (Macintyre et al., 1995).

Os macréfagos parecem também estar presentes no tecido muscular

normal, embora ndo se saiba exactamente a sua funcéo (Macintyre et al.,
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1995; Ceddia e Woods, 1999). Para Ceddia e Woods (1999), eles parecem ser a
primeira linha de defesa contra invasdes microbianas e contra estimulos
fagociticos e citotoxicos que ponham em causa a integridade intracelular,
actuando no iniciar da resposta imunitaria.

Os linfocitos, os eosondfilos e os mastocitos também parecem actuar na
resposta inflamatéria. Os linfocitos parecem estar interligados aos monocitos
e macrofagos. Os primeiros, apos activagao, produzem interferon, que
constitui um dos estimuladores dos mondcitos e macrofagos. Por sua vez,
estes ultimos produzem monocinas, influenciando a funcao das célulasBe T
(Robbins, 1974; Macintyre et al., 1995).

E crivel que o processo inflamatorio possa, numa primeira fase, ter um
papel de manutencao e expansao da lesao muscular, devido a formacao de
CRO, de enzimas proteoliticas e material citotoxico.

As alteracdes patologicas sao seguidas pela regeneracao do tecido, na
qual as células satélite tém papel preponderante. Estas células parecem
contribuir para a reparacdo dos segmentos das fibras destruidas ou para a
formacao de novas fibras (Soares et al., 1994). Nao estao ainda determinados
com rigor os estimulos responsaveis pela sua activacao; no entanto, quer o
derramamento de componentes sarcoplasmaticos das fibras lesadas, quer a
libertacio de factores quimiotacticos pelos macrofagos, parecem ser

co-responsaveis por esta activagao (Appell, 1986b).
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2.3. Alteracdes funcionais e bioquimicas associadas

Apesar do musculo esquelético ter uma elevada capacidade plastica
(Soares et al., 1992), apresenta algumas alteragoes, quer funcionais, quer
bioquimicas, associadas ao processo de AMED.

A diminuicdo da forca é uma dessas alteracdes funcionais musculares e
segue o padrao temporal tipico da imobilizacdo: as grandes mudancas
ocorrem durante os primeiros dias de desuso; com prolongamento do tempo
de imobilizacdo esta capacidade funcional continua a diminuir mas de forma
mais ligeira (Kannus et al., 1992). Segundo Appell (1986a) a forca durante a
primeira semana de imobilizacao diminui cerca de 1 a 6%. Esta perda parece
dever-se, em grande parte, a diminuicdo do tamanho do musculo e da tensao
por unidade da area do mesmo (Booth, 1987).

Segundo Miles et al. (1994) tanto a forca isométrica como a dinamica
(concéntrica e excéntrica) diminuem durante a AMED, parecendo ser a
primeira a mais afectada. Estas evidéncias verificaram-se num estudo
realizado em 12 homens cujos pulsos foram imobilizados e suspensos por um
periodo 9 dias. No final da experiéncia, a forca isométrica apresentou uma
maior perda comparativamente a componente dinamica dos mesmos
musculos.

Os miusculos mais afectados pela diminuicdo da forca parecem ser os
extensores comparativamente aos flexores e os dos membros inferiores
comparativamente aos membros superiores (Bloomfield, 1997).

A atrofia muscular por desuso, seja por imobilizacéo seja por suspensao,

resulta na diminuicio do tempo de contraccao, do meio tempo de
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relaxamento, da tensao maxima tetanica e da contracgao maxima (Thomason
e Booth, 1990; Diffee et al., 1991; Ansved, 1992; Ibebunjo e Martyn, 1999).

Este facto parece ser consequéncia do conteldo das isoformas de
miosina (Appell, 1990; Diffee et al., 1991). O quadro funcional sugere que
para além do enfraquecimento dos musculos, existe uma susceptibilidade da
transformacao da isoforma de miosina lenta em miosina rapida. (Appell, 1990)

Diffee et al. (1991), com o intuito de estudarem as altera¢des das
propriedades contracteis dos musculos soleus e plantaris induzidas pelo
desuso, suspenderam ratos por um periodo de 4 semanas. Os resultados
demonstraram uma diminuicao do tempo de contrac¢do, do meio tempo de
relaxamento, da tensao maxima teténica e da tensdo maxima contractil. Na
analise do conteudo das isoformas de miosina, o soleus de controlo
apresentava valores de 91% de miosina lenta, de 7% de miosina intermédia e
de 2% de miosina rapida. Apds as 4 semanas de suspenséao o contetdo tinha-se
modificado, apresentando valores mais baixos de miosina lenta (desceu para
80%) e valores mais altos de miosina intermédia e rapida (13% e 7%
respectivamente). Este estudo vem sugerir a mudanca da caracteristicas das
fibras lentas a rapidas como consequéncia do desuso.

A actividade eléctrica dos musculos durante a atrofia muscular diminui
drasticamente (Appell, 1990; Kannus et al., 1992). Segundo Guth (1969) a
diminuicdo actividade eléctrica surge sem que ocorram alteracoes na
actividade da acetilcolinesterase da juncao neurosmuscular. Assim as
alteracoes sinapticas periféricas nao parecem ser responsaveis pela reducao

electrofisiologica dos membros afectados (Appell, 1990).
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Os resultados sobre a fadiga muscular, como caracteristica funcional,
sao controversos. Thomason e Booth (1990), numa revisao sobre a atrofia
muscular induzida pelo modelo de hipogravidade, sugerem que o
aparecimento da fadiga nos musculos com predominancia de fibras tipo | nao
sofre alteracées, enquanto que nos musculos compostos predominantemente
por fibras tipo ll, mantinha-se ou podia aumentar com o decorrer da
actividade. Miles et al. (1994), nao encontraram alteragdes na inducao de
fadiga muscular com o decorrer do exercicio, ao nivel dos musculos do flexor
do pulso, apds 9 dias de imobilizacdo/suspensao. Booth (1987), defende que a
fadiga muscular pode surgir mais rapidamente nos musculos atrofiados, devido
a diminuicao da capacidade de oxidar acidos gordos.

A actividade das enzimas oxidativas, de uma forma geral, tende a
diminuir, quer em termos absolutos quer quando expressa por unidade de
peso (Appell, 1986a, 1990; Jiang et al., 1992; Kannus et al., 1992a; Ohira et
al., 1992; Yoshioka et al., 1992). Quando avaliadas apos desuso, a actividade
da succinato desidrogenase expressa por area de fibra (Jiang et al., 1992;
Ohira et al., 1992) e da citrato sintase (Kannus et al., 1992a), apresentam
menor actividade nos musculos atrofiados

Pelo contrario, a actividade das enzimas glicoliticas parece manter-se
inalterdvel nos musculos imobilizados. A fosfofrutokinase expressa por g de
musculo (Yoshioka et al., 1992), a lactatodesidrogenase (Kannus et al., 1992a;
Cohen, 1999), bem como a a-glicerofosfato desidrogenase quando expressa
por area de fibra (Jiang et al., 1992; Ohira et al., 1992) mantiveram-se

inalteraveis.
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Quanto aos fosfatos energéticos, como a creatina fosfato, o ATP, o ADP
e o AMP, bem como o glicogénio, apresentam valores inalteraveis (Appell,
1996b, 1990; Gamrin, 1998) ou ligeiramente diminuidos (Thomason e Booth,
1990; Kannus et al., 1992a) nos musculos sujeitos a atrofia por desuso, seja
por imobilizacao seja por suspensao.

O aumento da actividade da CK no sangue é vastamente usada em
termos clinicos e aceite como um bom marcador de lesao muscular (Cros et
el., 1999; Kauhanen et al., 1993). A actividade da CK no plasma aumenta
drasticamente desde as primeiras horas de imobilizagao, atingindo o seu valor
maximo por volta das 24 horas, mantendo-se elevada por mais 24-48 horas
(Kauhanen et al., 1993; Leivo et al. 1998).

Quando estes autores imobilizaram os joelhos de coelhos por forma a
verificar a atrofia muscular do vastus lateralis profundus, verificaram que a
actividade da CK no grupo de controlo variava entre as 400-1800 u/l,
enquanto que no grupo imobilizado, os animais apresentavam valores bastante
elevados, apds as 12 horas de imobilizacao atingindo os valores maximos perto
das 24 horas (13000 u/l). Como esta enzima é muito abundante no citosol das
fibras do musculo esquelético, estes resultados sugerem, em conformidade
com as alteracoes descritas anteriormente que as membranas destas células

perdem a sua permeabilidade selectiva.
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3. Parte experimental

3.1. Material e métodos

A amostra foi constituida por 24 murganhos da estirpe Charles River, do
sexo masculino, com peso que compreendida entre os 35,7g e os 40,2 g e com
12 semanas de idade. Os animais foram mantidos em condi¢des ambientais de
laboratério, com temperatura média de 21° C, com uma variagao ciclica de 12
h/luz e 12h/escuro, e tiveram livre acesso a comida e a agua.

Apds anestesia com Eter Etilico, procedeu-se a pesagem dos animais,
numa balanca Cobos® Precision, com aproximacao as 0,01g. De seguida
procedeu-se a imobilizagdo do membro posterior direito, com ligaduras
gessadas, por forma a manter a articulacao do tornozelo imobilizado em
posicao neutral (90°). Em todos os animais a perna esquerda serviu de grupo
controlo.

Apos imobilizagdo, os ratinhos foram divididos em 4 grupos (seis ratinhos
por grupo): grupo 24 horas (24h), grupo 48 horas (48h), grupo 72 horas (72h) e
grupo 7 dias (7d). A denominacdo dos grupos deveu-se ao tempo -de
imobilizacao a que cada um foi sujeito.

Todos os animais dos diferentes grupos foram, ao fim de 24, 48, 72 horas
e sete dias de imobilizacdo, sacrificados por deslocamento cervical. Apos o
sacrificio, retiram-se as ligaduras gessadas dos membros e procedeu-se a
pesagem dos animais.

Para eliminacdo de factores externos, o protocolo experimental teve

lugar sempre a mesma hora/parte do dia. Desta forma quer a imobilizacao
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quer o sacrificio foram levados a cabo sempre a meio da manha (entre as 10
horas e as 11 horas e 30 minutos); assim, tentou-se eliminar influéncias
hormonais cicardianas sobre os resultados obtidos.

Apos a extraccao dos musculos soleus direito e esquerdo, com
quantificacao do seu peso numa balanca digital Kern® 870 com aproximagao as
0,00001g, estes foram seccionados transversalmente em duas partes. Uma
porcao foi congelada a -70° C, para posterior analise bioquimica, e a outra foi
submetida a tratamento para analise morfologica.

A porcao destinada a analise morfoldgica foi seccionada em cubos de 1
mm de aresta e fixada durante 4 horas em glutaraldeido (2,5% de
glutaraldeido em solucao tampao de cacodilato de sédio a 2 M, pH 7.2-7.4).
Estes cubos foram posteriormente lavados em solugao tampao, durante uma
hora, pos-fixados em tetroxido de 6smio a 1 % durante 2 horas e lavados
novamente em solucio tampao, durante trinta minutos. Em seguida, as
amostras sofreram desidratacao progressiva, sob a accao de concentragoes
crescentes de alcool etilico, durante 3 horas, e impregnacao com epon
durante 4 horas. O éxido de propileno foi o composto utilizado na transicao
desidratacéo/impregnacao. O corte das amostras foi realizado apos a fase de
inclusdio de 2 dias. Todos os procedimentos foram realizados a uma
temperatura de 4° C, com excepgao da fase de inclusao, que foi executada
em estufa a uma temperatura de 60° C. Foram utilizados dois tipos de cortes:
(1) os semi-finos, com espessura de 1 pm, destinados a observacao de
microscopia Optica e (2) os ultra-finos, com uma espessura de 500 A,

destinado a observacao em microscopia electronica.
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Os cortes ultra-finos foram contrastados com uma solucao aquosa
saturada de acetato de uranilo (durante 30 minutos) e com uma solucao de
citrato de chumbo (durante 15 minutos), tendo-se procedido a lavagens no
inicio e no final de cada um destes procedimentos. Os cortes semi-finos foram
colocados por aquecimento (2 a 3 minutos) e corados com azul toluidina até
fumegar.

Para o estudo em microscopia de luz foi utilizado um fotomicroscopio
Nikon® Alphaphot z ys2, com camera de video digital Sony® CCD-Iris acoplada
e as imagens foram tratadas através do programa Imaging da Kodak® para o
Microsoft® Windows. Para a analise ultra-estrutural, foi utilizado um
microscopio electrénico Jeol 100 cx Il TEM a 60 Kvolts. As fotografias obtidas,
serviram para avaliacdo qualitativa, através das alteracdes estruturais e ultra-
estruturais encontradas.

A porcao remanescente dos musculos destinada a analise bioquimica, foi
homogeneizada mecanicamente, em 2 ml de solucao tampao de tris-serina-
borato com pH 7,4. O homogeneizado total foi utilizado para quantificar os
seguintes parametros:

1. Proteinas totais, determinadas por espectrofotometria, através de Kit
comercial (690 A da Sigma Diagnostics®);

2. Lactato Desidrogenase (LDH), determinada por espectrofotometria,
através de Kit comercial (153 A da Sigma Diagnostics®);

3. Isocitrato Desidrogenase (IDH), determinada por espectrofotometria,
através de Kit comercial (340 LD A da Sigma Diagnostics®);

4, Piruvato Kinase (PK), determinada por espectrofotometria, através de

Kit comercial (126047 da Boehringer Mannheim);
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5. TGO muscular, determinada com a utilizacdo do Reflotron® Analyser
(Boehringer Mannheim Gmbh Diagnostics); para a referida analise foram
utilizadas palhetas Reflotron® TGO;

6. Mieloperoxidase (MPO), determinada por espectrofotometria, através
de Kit comercial (MPO-EIA™ (Catalogo n.° 21013D) da Bioxytech®);

7. p-Glicuronidase (pG) determinada por espectrofotometria, através de
Kit comercial (325 A da Sigma Diagnostics®).

A actividade das enzimas estudadas foi relativizada ao peso proteico
total do musculo. As proteinas totais musculares de cada musculo foram ainda
relativizadas ao peso total do referido musculo.

Os resultados dos diferentes parametros musculares sao apresentados em
termos percentagem de variagao relativa ao musculo contralateral que serviu
de controlo para cada animal; a percentagem de variacdo para cada

parametro foi obtida pela seguinte formula:

% de Variacao = (Valor imobilizado / Valor contralateral) x 100

As percentagens de variacao do peso do soleus foi calculada em relacao
ao musculo controlo. O peso total dos ratinhos, foi comparado com valores
obtidos antes da imobilizacao (Oh).

Para tratamento dos dados foram utilizadas, como medidas estatisticas
descritivas, a média e o desvio padrao. As diferencas entre as médias foram
testadas através de varidncia unidimensional (ANOVA) para medidas

repetidas, para um nivel de significancia estabelecido em 5%.
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3.2. Resultados

Todos os resultados sao apresentados sob a forma de percentagem de
variacao, de acordo com a formula atras descrita. O valor de controlo foi

assumido como 100%. Os resultados absolutos seguem em anexo.

Peso dos animais e dos musculos soleus
No gréfico 1, estdo indicadas as médias e respectivos desvios-padrao da
% de variacao do peso total dos ratinhos, nos diferentes momentos de

avaliacao.

Grafico 1. Média (M) e respectivos desvios-padrao (sd) da percentagem de variacao do peso total dos ratinhos, nos
diferentes momentos de avaliagao.
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Pela andlise do gréfico 1, verifica-se que os animais reduziram o seu peso
em relacao aos valores das Oh, excepto para o grupo das 72 horas, que o
normalizou. As diminuicées verificadas nos grupos das 48h e 7d, foram
estatisticamente significativas (p<0,05), comparativamente ao peso dos
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animais no inicio do protocolo; a maior diminuicao de peso verificou-se as 48
horas de imobilizacao.
O grafico 2 apresenta o perfil evolutivo das médias e respectivos desvios-

padrao da % de variacdo do peso do musculo soleus imobilizado, nos

diferentes momentos de avaliagao.

Grafico 2. Média (M) e respectivos desvios-padrdo (sd) da percentagem de variagdo do peso musculo soleus
imobilizado, nos diferentes momentos de avaliagao.
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Pela observacao do grafico, verifica-se que o musculo soleus imobilizado
diminui o seu peso, com valores estatisticamente significativos (p<0,05), em
todos os periodos de avaliacdo comparativamente ao mesmo musculo do
membro contralateral. Com o evoluir do tempo de imobilizacao observou-se
uma diminuicdo acentuada do peso dos musculos, tendo os maiores

decréscimos sido verificados ao fim de 24 horas imobilizacao (15,3 %). Entre
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as 72 horas e os 7 dias (18,0 %) de imobilizacao, a perda de peso rondou os 18

%. Contudo, como entre estes dois ultimos momentos de avaliagcao passaram 4

dias, a diminuicao de peso diaria foi, em média, de 4,5 %/dia. Entre as 24 e as

48 horas de imobilizacao a diminuicao de peso foi de 5,7 %.

De acordo com o grafico, parecem existir dois periodos com diferentes

velocidades de perda d peso muscular: o primeiro até as 24 horas e o segundo

apartir dai.

Parametros bioquimicos musculares

No grafico 3, estao assinaladas as médias e respectivos desvios-padrao da

percentagem de variacdo das proteinas totais relativizadas ao peso do

musculo, nos diferentes momentos de avaliacao.

Grafico 3. Média (M) e respectivos desvios-padrao (sd) da percentagem de variagao das proteinas totais musculares,

nos diferentes momentos de avaliagao.
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As proteinas totais quando relativizadas o peso do musculo, sofrem

poucas alteracoes até as 24 horas, aumentando progressivamente nos dias
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subsequentes. Este aumento so é estatisticamente significativo (p<0,05), ao
fim de 7 dias de imobilizacao. Os maiores aumentos verificam-se entre as 24
horas e as 48 horas, e entre as 72 horas e os 7 dias de imobilizacao.

No grafico 4, estao assinaladas as médias e respectivos desvios-padrao da
percentagem de variacdo da actividade da PK, nos diferentes momentos de

avaliacao.

Grafico 4. Média (M) e respectivos desvios-padrao (sd) da percentagem de varia¢ao da actividade da Piruvato Kinase

(PK), nos diferentes momentos de avaliacao.

%
175

150 4

1254
1004 =

75

Oh 24h 48h 72h 7d

M+ sd 1000 127,8 £ 16,30 129,5+14,41 131,9+29,73  161,1 + 20,14

(p<0,05) Ohvs.7d  48hvs.7d  72hvs. 7d

A actividade enzimatica muscular da PK, apresentou um aumento
estatisticamente significativo (p<0,05) no grupo 7d, relativamente ao musculo
controlo. Durante as primeiras 72 horas de imobilizacao a actividade desta
enzima, poucas alteracdes sofreu, verificando-se um aumento significativo

entre as 72 horas e os sete dias.
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No gréfico 5, pode observar-se as médias e respectivos desvios-padrao da
percentagem de variacdo da actividade da LDH, nos diferentes momentos de

avaliacao.

Grafico 5. Média (M) e respectivos desvios-padrao (sd) da percentagem de variagcdo da actividade da Lactato

Desidrogenase (LDH), nos diferentes momentos de avaliacao.
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Pela andlise do grafico, verifica-se que a actividade muscular, desta
enzima nao apresenta variagcbes  estatisticamente  significativas,
comparativamente ao membro contralateral. Contudo, a tendéncia é para um
aumento da sua actividade com o tempo de imobilizacao. Constatou-se, um
aumento significativo (p<0,05) entre as 48h e 72h.

No grafico 6, estao representadas as médias e respectivos desvios-padrao
da percentagem de variacao da actividade da IDH, nos diferentes momentos

de avaliagao.



Grafico 6. Média e respectivos desvios-padrao da percentagem de variagao da actividade da Isocitrato Desidrogenase

(IDH), nos diferentes momentos de avaliagao.
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Pela analise do grafico 6, observa-se que a IDH muscular, tende a
diminuir a sua actividade com o tempo de imobilizacdo excepto para o grupo
das 24h. O decréscimo da actividade desta enzima (p<0,05), iniciou-se apds 24
horas e manteve-se até aos 7 dias.

O grafico 7, mostra as médias e respectivos desvios-padrao da
percentagem de variacdao da actividade da Transaminase Glutamico-

Oxaloacética (TGO), nos diferentes momentos de avaliacao.

41



Grafico 7. Média e respectivos desvios-padrao da percentagem de variacao da actividade da Transaminase Glutamico-

Oxaloacetica (TGO), nos diferentes momentos de avaliagao.
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Observa-se que a actividade da TGO muscular (grafico 7), tende a
apresentar valores mais elevados (p<0,05) com o tempo de imobilizacdo; o
aumento verificado ao fim de 7 dias de imobilizacdao foi estatisticamente
significativo (p<0,05). O maior aumento na actividade desta enzima observou-
-se, entre as 72 horas e os 7 dias.

O grafico 8, assinala as médias e respectivos desvios-padrao da
percentagem de variacao da actividade da B-G, nos diferentes momentos de

avaliagao.
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Gréfico 8. Média (M) e respectivos desvios-padrao (sd) da percentagem de variacao da actividade da R-Glicuronidase

(B-G), nos diferentes momentos de avaliagao.
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Pela observacdo do grafico 8, verifica-se que os valores da B-

Glicuronidase muscular, apresentam-se ao fim de 24 horas de imobilizacdo

significativamente elevados (p< 0,05). Apos as 24 horas, a actividade desta

enzima diminui até as 48 horas, sofrendo novo aumento significativo entre as

48 horas e os 7 dias.

No grafico 9, estdo representadas as médias e respectivos desvios-padrao

da percentagem de variacao da actividade da MPO, nos diferentes momentos

de avaliagao.
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Grafico 9. Média (M) e respectivos desvios-padrao (sd) da percentagem de variagao da actividade da Mieloperoxidase

{MPO), nos diferentes momentos de avaliagao.
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A actividade enzimatica muscular da MPO, apresenta valores elevados as
72h de imobilizagao (p<0,05). Entre as 24 e as 48 horas de imobilizacao, a
actividade desta enzima sofreu uma diminuicao significativa (p<0,05),
aumentando significativamente (p<0,05), no periodo compreendido entre as

48 e as 72 horas imobilizacao.



Analise morfolégica qualitativa

Figura 1 - Fotografia de microscopia dptica do musculo soleus do Figura 2 - Fotografia de microscopia electrénica do miscule soleus do
membro contralateral, de um animal do grupo das 48 horas. £ notdria membro contralateral, de um animal do grupo das 72 horas. Onde se
alguma vacuolizagao sarcoplasmatica e alteragdo do padrio estriado observa ligeiro edema intermiefibrilar, algum "swelling” mitocondrial e
(x2000). aparente zona de hipercontracgio das proteinas contracteis. E possivel

observar um fibroblasto com sinais de possivel activagao (x14100).

A analise estrutural e ultra-estrutural dos musculos do membro
contralateral, demonstrou a existéncia de alguns sinais tradutores de lesao
muscular, tais como, vacuolizagao sarcoplasmatica, alteracao do padrao
estriado (fig.1), edema intermiofibrilar, “swelling” mitocondrial e,
aparentemente, zonas de hipercontraccao das proteinas contracteis. Foi ainda

possivel observar alguns fibroblastos com sinais de activagao (fig.2).

Figura 3 - Fotografia de microscopia electrénica do musculo soleus do Figura 4 - Fotografia de microscopia electronica do musculo soleus do
membro imobilizado, de um animal do grupo das 24h. E possivel membro imobilizado, de um animal do grupo das 24h. E visivel uma
observar lisossomas secundarios, algum edema intermiofibrilar e jungao neuro-muscular com degenerescéncia mitocondrial e grande
mitocéndrias e miofibrilas aparentemente preservadas (x24000). acumulacdo de vesiculas sindpticas. Ma fibra muscular é observavel

algum "swelling” mitocondrial (x24000).
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Figura 5 - Fotografia de microscopia electrénica do misculo soleus do
membro imobilizado, de um animal do grupo das 24h, ilustrando a
presenca de lisossomas secunddrios. As mitoctndrias apresentam-se
integras e ha vestigios de edema intracelular (x24000).

Figura 6 - Fotografia de microscopia dptica do musculo soleus do
membro imobilizado, de um animal do grupo das 24h. E possivel
observar algumas fibras com sinais de necrose e vacuolizacio
sarcoplasmatica (x2000).

A analise estrutural nos musculos soleus, imobilizados por um periodo de

24 horas, evidenciou alguns nlcleos centrais, algumas fibras com sinais de

necrose e vacuolizacao sarcoplasmatica (fig.6). Na analise ultra-estrutural, o

mesmo grupo, revelou a presenca de lisossomas secundarios e de algum

edema intermiofibrilar (fig. 3, 5). De uma forma geral as mitocéndrias e as

miofibrilas foram preservadas (fig. 3). Foi possivel observar, degenerescéncia

mitocondrial e acumulagado de vesiculas sinapticas na jungao neurosmuscular,

nas fibras proximas da jungdo neuro-muscular, observou-se algum “swelling”

mitocondrial (fig.4).

Figura 7 - Fotografia de microscopia electrénica do miiscule soleus do
membro imobilizado de, um animal do grupo das 48h, ilustrando
“swelling”  mitocondrial, edema intracelular, vacuolizagao
sarcoplasmatica (sugerindo vacuolos autossémicos) e a presenca de
abundante reticulo sarcoplasmatico rugoso nas reas peri-nucleares. E
ainda observavel um lisossoma secundario (x24000).

Figura 8 - Fotografia de microscopia electrénica do misculo soleus do
membro imobilizado, de um animal do grupo das 48h, £ visivel algum
"swelling” mitocondrial, pregueamento do sarcolema e do niicleo. O
padrao estriado encontra-se alterade com zonas de hipercontracgao
(x14100).
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Figura 9 - Fotografia de microscopia electrénica do musculo soleus do Figura 10 - Fotografia de microscopia dptica do misculo soleus do
membro imobilizado de um animal do grupo das 48h, £ observével membro imobilizado de, um animal do grupo das 48h, E visivel
padrao estriado irregular com aparente destruicio das proteinas vacuolizagao sarcoplasmatica e edema intracelular (x2000).

contracteis, "swelling” mitocondrial e edema intermiofibrilar (x24000).

As 48 horas de imobilizacdo a nivel estrutural, foi possivel observar o
acentuar das alteracoes verificadas no grupo das 24 horas. Na observacao
ultra-estrutural, para além das alteragées mencionadas no grupo das 24h, foi
notéria a alteragdo do padrao estriado com zonas de hipercontraccio e a
presenca de zonas de destruicdo das proteinas contracteis (fig. 7,8,9). E ainda
visivel algum “swelling” mitocondrial (fig. 7,8,9), pregueamento do sarcolema
e do nucleo (fig. 8), a presenca de abundante reticulo sarcoplasmatico rugoso

e vacuolizacao sarcoplasmatica (fig. 7).

Figura 11 - Fotografia de microscopia electrénica do misculo soleus do Figura 12 - Fotografia de microscopia dptica do musculo soleus do
membro imobilizado, de um animal do grupo das 72h, demonstrando a membro imobilizado, de um animal do grupo das 72h. E possivel
presenca de nicleo central, com grande nucléalo evidente, sugerindo observar a presenca de padrao estriado alterado, de nicleos centrais,
sintese proteica acentuada. E possivel observar ainda abundante de fibras jovens e alguma vacuolizagao sarcoplasmatica (x2000).

reticulo sarcoplasmatico rugoso (x24000).
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Figura 13 - Fotografia de microscopia electrénica do musculo soleus do
membro imobilizado, de um animal do grupo das 72h. Onde é notério o
pregueamento do sarcolema, edema intersticial e intracelular e
abundantes fibras de colagénio no espago intersticial. Observa-se ainda
um nicleo central com nucléolo evidente, sugerindo sintese proteica
acentuada. Nas zonas peri-membranares existe vacuolizacao (lipidica?),

Figura 14 - Fotografia de microscopia éptica do musculo soleus do
membro imobilizado, de um animal do grupe das 72h. E notério o
alargamento acentuado de espago intersticial, provavelmente por
edema, a presenca de fibras anguladas, a alteracao do padrao estriado,
alguma vacuolizagdo e a presenca de células intersticiais,
aparentemente leucdcitos (x2000).

bem como é evidente um lisossoma secundario (x24000).

Na analise estrutural dos musculos do grupo imobilizado 72 horas, é
visivel o alargamento acentuado do espago intersticial, provavelmente por
edema, a presenca de fibras jovens (fig.12) e de fibras anguladas bem como
alteracao do padréo estriado (fig.14). A presenca de nlcleos centrais e
alguma vacuolizacdo sarcoplasmatica foi notoria, bem como de numerosas
células intersticiais (aparentemente leucdcitos) (fig.14). Pela andlise ultra-
estrutural, foi possivel observar o pregueamento do sarcolema, edema
intracelular e intersticial com presenca de abundantes fibras de colagénio (fig.
13). Foi ainda notoria a presenca de nlcleos centrais, com nucléolos evidentes
e de abundante reticulo sarcoplasmatico rugoso, sugerindo sintese proteica
acentuada (fig. 11, 13), bem como acentuada vacuolizacao nas zonas peri-

membranares e presenca de lisossomas secundarios (fig. 13).
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Figura 15 - Fotografia de microscopia electrénica do misculo soleus do
membro imobilizado, de um animal do grupo das 7d. E notéria uma
grande acumulacdo de corplsculos residuais, a presenca de
mitocbndrias preservadas e auséncia de edema intermiofibrilar.
Observa-se ainda vaclolos sarcoplasmaticos nas proximidades das
mitocondrias e algum reticulo sarcoplasmatico rugoso (x24000).

Figura 16 - Fotografia de microscopia dptica do misculo soleus do
membro imobilizado, de um animal do grupo das 7d. E possivel abservar
grande variacao do tamanho das fibras, algumas das quais anguladas,
alargamento do espaco intersticial, provavelmente por aumento do
tecido conjuntivo, nicleos centrais evidentes e numerosos e a presenga
de fibras musculares jovens (x2000).

Na analise estrutural dos musculos dos membros imobilizados por um

periodo de 7 dias, & possivel observar-se nlcleos centrais evidentes e

volumosos e alargamento do espaco intersticial, provavelmente por aumento

do tecido conjuntivo (quer do endomisio quer do perimisio). As fibras

apresentavam variagdes no seu tamanho, observando-se algumas fibras jovens

e outras anguladas (fig. 17). Pela analise ultra-estrutural foi possivel verificar

grande acumulacao corpusculos residuais, mitocondrias preservadas (fig. 15),

auséncia de edema intermiofibrilar e abundante reticulo sarcoplasmatico

rugoso (fig.15). Era ainda visivel algum edema intracelular (fig. 16).
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3.3. Discussao

A escolha do modelo animal utilizado para a realizacao do nosso estudo
prendeu-se com dois tipos de razoes. A primeira ficou a dever-se a questoes
éticas e deontoldgicas, ja que a recolha deste tipo de resultados no homem
apenas pode ser obtida por bidpsias per-cutaneas ou por cirurgia. A segunda
deveu-se ao facto dos estudos com animais de laboratorio permitirem a
obtencao de resultados em quantidade e em qualidade, para posterior analise
e comparacdo, para além de que existem mais trabalhos no modelo animal
para comparacao.

Optamos por realizar este protocolo com animais do mesmo sexo, porque
as diferencas inter-sexuais poderao actuar como factores condicionantes na
obtencdo de resultados na AMED (Kannus et al.,1992a). A escolha de machos
prendeu-se com o facto das fémeas serem menos afectadas pela atrofia
muscular, provavelmente devido ao efeito protector dos estrogénios na
manutencao da massa muscular (Fischer et al., 1998; Komalainen et al.,
1999).

Também a idade dos sujeitos pode ser um factor condicionante no
desenvolvimento da AMED (Kannus et al.,1992a); por este facto optamos pela
realizacdo do protocolo experimental em ratinhos Charles River maturos, com
idade idéntica. De facto com ratos jovens imaturos, os resultados poderiam
ser alterados pelo processo de crescimento, ja que o aumento de peso
muscular é maior do que noutros grupos etarios. Da mesma forma, os ratinhos

mais idosos poderiam, pela sua idade mais avancada, ter a sua actividade
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diaria menos intensa, e por isso sentirem menos o desuso por imobilizacao
(Ansved, 1994).

De entre os modelos de investigacao utilizados para avaliagao da AMED,
a imobilizacao foi o escolhido. A escolha justifica-se, pelo facto de ser a
propria imobilizacdo o factor determinante da atrofia muscular esquelética
nos desportistas que padecem ou padeceram de lesoes musculares
esqueléticas ou osteo-articulares e que necessitaram de tratamento
conservativo ou cirargico.

Para atenuar as diferencas inter-individuais, optou-se pela comparagao
dos resultados obtidos. no membro imobilizado com os do membro
contralateral. Este processo, no entanto, mostrou-se menos efectivo do que o
previsto, dado que a analise qualitativa morfologica, sugere que alguns
musculos dos membros contralaterais apresentaram sinais sugestivos de lesao
tecidual, tais como edema intermiofibrilar, “swelling” mitocondrial e zonas
de hipercontraccéo das proteinas contracteis. Estas lesbes podem ter surgido,
por um lado, devido ao novo padrdo de marcha adquirido, tendo em
consideracao que o outro membro se encontrava imobilizado. Por outro, o
acréscimo de peso adquirido pela ligadura gessada, acompanhado pelo facto
desse membro ndo ajudar no transporte do peso da parte traseira do corpo,
podera trazer uma maior sobrecarga mecanica e metabdlica no membro
contralateral. Uma vez que alguns musculos dos membros contralaterais,
apresentaram sinais de lesao tecidual, a comparacao dos resultados obtidos
podera ter sido atenuada, pela possivel diminuicao do peso muscular dos

membros contralaterais.
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O tempo maximo de imobilizagdo escolhido (sete dias), deve-se ao facto
das principais alteracdes funcionais e morfoldgicas provocadas pela
imobilizacdo, ocorrerem durante este periodo (Soares et al., 1994; Appell et
al., 2000).

A imobilizacdo dos membros em posi¢ado neutral (90°), justifica-se pelo
facto, de situacdes clinicas, ser esta a sua posicao habitual de imobilizacao.

A realizacdo de quatro momentos de avaliagdo, variando entre as 24
horas e os sete dias, € justificado pelo caracter mais imediato ou mais
retardado da resposta dos diferentes indicadores, e pela importancia de nao
perder, eventualmente, variagdes significativas nestes indicadores em dados
momentos da imobilizacdo. Procuramos ainda, com este procedimento,
analisar o perfil evolutivo destas repercussdes locais, por forma a
compreender qual o papel desempenhado pela degeneracao intrinseca e
extrinseca, na origem e no desenvolvimento da AMED.

Pela analise dos resultados obtidos no nosso estudo, verificou-se uma
diminuicdo do peso total dos ratinhos, em todos os periodos de avaliacao,
excepto ao fim de 72 horas de imobilizacao. Esta diminuicao, segundo Ansved
(1995) e Cohen et al. (1999), parece dever-se ao stress causado pelo
desconforto das ligaduras gessadas. Esta situacao de stress, pelas alteracoes
hormonais que induz, poderd provocar nos animais uma elevacdo do
catabolismo tecidual e/ou uma diminuicao da ingestao calorica, justificando
assim os resultados encontrados. Segundo Ansved (1995), estes dois factores
pouco contribuirao para atrofia muscular observada nos musculos
imobilizados, uma vez que os musculos das patas contralaterais nao

apresentaram alteracoes significativas no seu peso.
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Estes resultados apresentaram-se de acordo com os estudos de Ansved
(1995), Jankala et al. (1997) e Han et al. (1999), onde o peso dos animais em
causa também sofreu diminuicdes, embora so no estudo de Han et al. (1999)
os valores foram mais aproximados aos nossos.. Estes altimos autores
constaram uma diminuicao do peso em 4 % ao fim de 24 horas, 8% ao fim de 3
dias e 5 % ao fim de 7 dias de imobilizacdo. Nos estudos de Ansved (1995) e
Jankala et al. (1997), os valores verificados foram bastante superiores aos
encontrados no nosso estudo, mas perfeitamente justificados pelas diferentes
metodologias utilizadas, quer no tempo de imobilizacdo, quer no numero de
membros imobilizados dos ratinhos.

A utilizacao do peso do musculo, como indicador de atrofia muscular,
parece-nos um modelo valido, uma vez que o musculo soleus € de facil
acesso, pode ser removido integralmente e as variacées do seu peso, durante
a imobilizacao, sao paralelas as alteracoes funcionais e estruturais induzidas
por essa situacdo experimental (Appell, 1990; Kannus et al., 1992a). O peso
dos musculos imobilizados diminuiu em todos os periodos de avaliacao, tendo
essa diminuicao sido maior nos dois primeiros dias de imobilizagao (15,3 % nas
primeiras 24 horas e 5,7 % nas segundas 24 horas de imobiliza¢ao). Apartir das
48 horas, a evolucao da perda de peso foi mais suave, visto que entre este
momento e o sétimo dia de imobilizagao a diminuicao verificada atingiu
apenas os 18%, o que perfaz 4,5 % em média por dia. A diminui¢ao do peso do
musculo, verificado no nosso estudo, parece ter duas fases distintas: uma
mais acentuada que decorreu até as 48 horas, onde se verificou uma reducao
total de 21 % e outra mais ligeira, apartir das 48 horas, onde o peso diminuiu

19,4 % em b5 dias.
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Para além de pequenas diferencas, justificadas pelas diferentes
metodologias utilizadas, estes valores encontram-se em sintonia com 0s de
Han et al. (1999), os de Ibebunjo et al. (1999) e os de Cros et al. (1999).

As proteinas musculares, em termos absolutos, diminuiram em todos os
periodos de avaliagdo, quando comparadas com as proteinas da pata
contralateral (valores em anexo). Esta diminuicao, segundo Appell (1986b) e
Booth et al. (1992), é justificada inicialmente pela diminuicdo da sintese
proteica, que se apresenta reduzida desde apartir das 6 horas de
imobilizacdo. Nesta fase inicial, o aumento do catabolismo proteico parece,
segundo 0s mesmos autores, nao contribuir para este disturbio no “turnover”
proteico, visto que s6 apos o primeiro dia de imobilizacao a degradacao
proteica aumenta significativamente. Contudo, quando relativizadas ao peso
muscular, as proteinas nos musculos imobilizados mantiveram-se inalteraveis
durante as primeiras 24 horas, quando comparadas com os resultados da pata
contralateral. Esta manutencdo do conteudo proteico relativo, explica-se pelo
facto da reducdo do peso do musculo ser da mesma ordem de grandeza que a
diminuicdo das proteinas musculares. Estes resultados encontram-se de
acordo com os de Cros et al. (1999), que verificaram, através do método de
suspensdo, também nao haver alteragao do contetdo proteico dos musculos
em desuso. No entanto, no nosso estudo até as 48 horas observou-se um
ligeiro incremento sofrendo, apartir das 72 horas um aumento
estatisticamente significativo. Este aumento observado apartir das 24 horas
pode ser justificado, quer pela reaccao inflamatoria, com passagem de
proteinas plasmaticas para o espaco intersticial quer, em menor grau, pela

regeneracao muscular que entretanto decorre, manifestada pela presenca de
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nicleos centrais com nlcleolos evidentes, sugerindo sintese proteica
acentuada, bem como pela presenca de fibras jovens.

Estes resultados, & semelhanca dos do peso muscular total, sugerem a
existéncia de dois periodos nitidos na fisiopatologia da atrofia muscular por
desuso. Contudo, aqui, € dificil distinguir o momento de separacao entre os
dois. Provavelmente entre as 24 e as 72 horas serao coincidentes.

A nivel ultra-estrutural foi possivel observar alteracoes do padrao
estriado, com zonas de hipercontraccdo e destruicdo das proteinas
contracteis. Estas alteracbes podem ser justificadas pela perda da
homeostasia celular ao Ca?, com consequente activacdo das calpainas
(Duarte, 1993). Também a presenca de lisossomas secundarios, sugerindo
actividade lisossomica acentuada, vem reforcar aquela hipdtese, tendo em
atencao que a perda de homeostasia ao iao calcio a nivel celular, tem um
papel importante na estimulacdo da actividade lisossomica (Appel et al.,
1993; Ingalls et al., 1999). Também o “swelling” mitocondrial, observado em
microscopia electronica, com a consequente vacuolizagdo descrita a
microscopia de luz, podera ser explicado pelo excesso de ides calcio no
sarcoplasma bem como pela producdo exagerada de CRO (Duarte, 1993).
Segundo Appell et al. (2000) a disfuncdo das mitocondrial pode ser
responsavel pela perda de massa muscular no inicio da atrofia, devido a
diminuicao da producao de energia disponivel para a sintese proteica.

Na analise ultra-estrutural as 24 horas observou-se ainda,
degenerescéncia mitocondrial e acumulacdo de vesiculas sinapticas na juncao
neuromuscular sugerindo uma possivel degenerescéncia desta da jungao. A

perda de funcionalidade da juncao neuromuscular, induzindo uma diminuicao
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da actividade eléctrica do misculo, pode ser um dos mecanismos responsaveis
pela diminuicao da forca observada durante o processo de atrofia muscular
(Deschenes et al., 1994b).

Analisadas as alteracoes morfologicas durante as primeiras 48 horas de
imobilizacao, a perda de homeostasia ao iao calcio (Appel et al., 1993; Appell
et al., 2000) e/ou a producao exagerada de CRO (Kondo et al., 1992b, 1993b),
poderao estar na origem da atrofia muscular esquelética.

As 72 horas, alguns sinais de lesao muscular sdo ainda notorios; contudo,
torna-se mais evidente o alargamento do espaco intersticial provavelmente
devido, pﬁncipalmente ao edema intersticial e, em menor grau, a presenca
de fibras de colageénio.

A presenca de fibras jovens (Appell, 1986b), de nicleos centrais com
nucleolos evidentes, sugerindo sintese proteica acentuada (Duarte, 1993) e de
reticulo sarcoplasmatico rugosos abundante (Appell, 1986b), sao sinais
evidentes de que a regeneracao muscular ja se iniciou, ainda durante a
imobilizacdo. A observacao de numerosas células intersticiais, aparentemente
leucocitos, significara que o processo de degeneracao extrinseca, mediado
pelo processo inflamatorio podera ja estar a decorrer. Foi ainda visivel
acentuada vacuolizagdo nas zonas peri-membranares e presenca de lisossomas
secundarios, sugerindo que o processo de degeneracao intrinseca ainda
decorre.

Ao fim de 7 dias de imobilizacao, varios sinais de regeneragcao muscular
eram evidentes, salientando-se os niicleos centrais volumosos, as fibras jovens
e anguladas, as mitocdndrias preservadas e a auséncia de edema

intermiofibrilar. O alargamento do espago intersticial foi notodrio
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provavelmente pelo aumento do tecido conjuntivo, (quer do endomisio, quer
do perimisio). Como sinais reminescentes do processo de degeneracao
intrinseca, particularmente do aumento actividade lisossomica, era possivel,
nesta fase observar grande acumulagao de corpusculos residuais.

Apds as 48 horas, o processo de degeneracao extrinseca parece ser de
grande importancia na manutencao e agravamento da lesao muscular, devido
ao papel preponderante que o processo inflamatorio parece ter por altura das
72 horas, justificada pela presenca de leucocitos na analise morfologica. Este
processo inflamatério podera ter perpetuado por mais tempo a lesao
muscular, quer pela producao de CRO, quer pela libertacao de enzimas
proteoliticas (Smith e Pyne, 1997). Para além da degeneracao extrinseca,
também a regeneracdo muscular parece ocorrer apés as 48 horas de
imobiliza¢ao.

Pela analise da actividade da B-G, foi também possivel observar duas
fases de aumento da actividade desta enzima. A primeira, mais intensa,
ocorrendo durante as primeiras 24 horas de imobilizagao, foi coincidente com
a vacuolizacdo sarcoplasmatica (provavelmente vacuolos autossomicos) e a
presenca de lisossomas secundarios. A segunda fase, menos intensa, verificou-
se apds as 72 horas de imobilizacdo, podendo ser justificada pelo aumento da
infiltracdo dos leucdcitos, também observavel na analise morfoldgica
qualitativa .

A MPO foi utilizada como marcador de actividade leucocitaria. Esta
enzima proteolitica estd contida nos granulos azurdfilos dos neutrofilos e o
aumento da sua actividade indica desgranulagao dos neutrdfilos e,

consequentemente, a sua activacao (Smith e Pyne, 1997; Niess et al., 1999). A
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analise dos resultados obtidos com a MPO, aparenta também ter duas fases
distintas. A primeira ocorre até 24 horas de imobilizagao, com um aumento
ligeiro da actividade desta enzima, sugerindo pouca ou nenhuma actividade
leucocitaria nesta fase. Apds as 48 horas, ocorre a segunda fase na qual se
verifica um aumento significativo da actividade da MPO, sugerindo uma
grande activacio leucocitaria, mais propriamente dos neutréfilos. A analise
deste resultados, sugere que a degeneracao extrinseca com a sua resposta
inflamatdria, tem a sua fase de desenvolvimento, provavelmente apos as 48
hora de imobilizacao.

As enzimas LDH e PK foram utilizadas como marcadoras musculares do
metabolismo glicolitico. Estas enzimas apresentaram durante o periodo de
imobilizacdo, um comportamento ligeiramente diferente apesar da tendéencia
ser para um aumento das suas actividades musculares. O aumento da
actividade destas enzimas, pressupdoe uma elevacao relativa do metabolismo
glicolitico. Uma razdo para este aumento, pode residir na possivel
transformacdo das caracteristicas contracteis das fibras; de facto, pela
analise das isoformas de miosina, Diffee et al. (1991), verificaram alteragao
nas propriedades contracteis do musculo, tendo as fibras passado a ter maior
percentagem de isoforma de miosina rapida apos o desuso e em relagado aos
valores iniciais.

Pela anélise dos resultados obtidos verificou-se que a actividade da IDH
comeca a diminuir apos as 24 horas de imobilizacao, embora sem significado
estatistico. Estes resultados estao de acordo com os relatados por Booth
(1987) e Appell (1986a) para as enzimas oxidativas. A diminuicao da

actividade desta enzima pareceu evoluir paralelamente a degenerescéncia
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mitocondrial, observada na analise morfoldgica qualitativa, tal como sugerido
por Appell (1990). De facto, verificou-se que até as 24 horas de imobilizacao,
as mitocondrias mantinham de uma forma geral, uma estrutura preservada.
Na avaliacdo efectuada apds esse momento, foi visivel o aparecimento e o
exagero progressivo do “swelling” mitocondrial, sinal evidente de que as
mitocdndrias comecaram a perder a sua funcionalidade, podendo assim
justificar a diminuicao da actividade da IDH. Apesar de ao fim de 7 dias, as
mitocondrias ja se encontrarem aparentemente preservadas, o facto de
apresentarem um menor volume (Appell, 1990), pode perfeitamente explicar
os valores ainda reduzidos da actividade da enzima IDH observados ao fim de
uma semana de imobilizacao.

Pela analise dos resultados obtidos verificou-se que actividade da TGO
tende a aumentar, durante todo periodo de imobilizacdo nos musculos
sujeitos ao desuso, atingindo ao sétimo dia de imobilizacao valores
estatisticamente significativos, relativamente aos musculos do membro
contralateral. O incremento da actividade desta enzima nos musculos
imobilizados pode ser tradutor de um aumento relativo do metabolismo

proteico.
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3.4. Conclusoes

A analise dos resultados obtidos permite-nos retirar as seguintes
conclusoes:

1) o peso ratinhos diminuiram durante as primeiras 48 horas de
imobilizacao, aparentando recuperar apartir deste momento; o stress causado
pelas ligaduras podera ser a justificacao para essa situacao.

2) o peso do musculo imobilizado diminuiu durante todos os periodos de
avaliacdo, aparentando a existéncia de duas fases distintas: uma mais
acentuada até as 48 horas de imobilizagao e outra mais ligeira apos este
momento

3) as proteinas totais (em termos absolutos) dos musculos dos membros
imobilizados diminuiram, comparativamente aos musculos da pata
contralateral, durante todos os periodos de avaliacao;

4) as proteinas totais, quando relativizadas ao peso do musculo,
mantiveram-se estabilizadas até as 24 horas de imobilizacao, seguindo-se um
aumento progressivo até ao final da imobilizacao;

5) as actividades das enzimas glicoliticas apresentaram comportamentos
diferentes durante os varios periodos de avaliacao. Enquanto a LDH, manteve
nos musculo imobilizados, niveis de actividade quase inalteraveis com ligeira
tendéncia para o seu aumento, relativamente aos musculos do membro
contralateral, a PK tendeu a aumentar com o evoluir da imobilizacao,
atingindo valores significativos ao fim de 7 dias de imobilizacao; uma causa
possivel explicacdo, podera ser a mudanga nas caracteristicas contracteis das

fibras;
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6) a actividade da IDH nos musculos imobilizados, tendeu a diminuir apos
as 24 horas de imobilizacdo, apresentando niveis de actividade
significativamente reduzidos ao fim de 7 dias de imobilizacao, relativamente
aos musculos do membro contralateral;

7) a diminuicdo da actividade desta enzima em termos temporais (24
para as 48 horas), pareceu coincidir com as alteracoes estruturais das
mitocéndrias, podendo ser esta a razao para a diminuicao da actividade das
enzimas oxidativas;

8) a actividade da TGO nos musculos imobilizados tendeu a apresentar
niveis de actividade superiores aos musculos da pata contralateral, atingindo
valores significativos ao sétimo dia de imobilizacao, sugerindo uma elevacao
relativa do metabolismo proteico;

9) a actividade da B-Glicuronidase nos musculos imobilizados, apresentou
duas fases distintas: uma mais acentuada até as 48 horas e outra mais ligeira
apos este periodo;

10) actividade da mieloperoxidase nos musculos sujeitos a imobilizacao,
também apresentou duas fases distintas: a primeira, mais ligeira, ocorreu até
as 48 horas, enquanto a segunda, mais intensa, ocorreu apos as 48 horas;

11) na perda de massa muscular verificada na fase mais intensa, até as
48 horas, parece estar principalmente envolvido o processo designado por
degeneracdo intrinseca. No entanto desconhece-se a etiologia que
desencadeia este processo;

12) a degeneracdo extrinseca provavelmente so tera influéncia numa 2°
fase, uma vez que a resposta inflamatoria so se torna evidente entre as 48 e

as 72 horas.
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Anexos

Médias e respectivos desvios padrao do peso total dos ratinhos, valores absolutos e % de

variacao
24h 48h 72h 7d
O horas 38,7+ 2,18 37,2 + 3,18 38,2 +1,78 38,2+ 1,87
Final da 39,3 +2,34 39,15+ 2,03 38,3+1,98 39,1 +1,76
imobilizacao
% variagao 98,5 + 3,63 95 + 3,18 100,2 + 1,24 97,6 + 4,8

Médias e respectivos desvios padrao do peso total do musculo soleus (mg), valores absolutos e

% de variacao

24h 48h 72h 7d
Imobilizado 57+1,0 6,3:+1,3 5,6 + 0,51 4,7 +1,29
Contralateral 6,8 +0,4 7,8 +0,35 7,0 + 0,62 8,0 + 0,87
% variacao 84,7 + 13,56 79 + 15,12 77,6 + 7,1 59,6 + 16,84

Médias e respectivos desvios padrao das proteinas totais (mg), valores absolutos e % de

variacao
24h 48h 72h 7d
Imobilizado 1,12 + 0,26 0,97 + 0,32 1,4+0,13 1,26 + 0,16
Contralateral 1,38 + 0,12 1,02 + 0,18 1,44 + 0,25 1,43 + 0,22
% variacao 72,1 + 13,56 84,5 + 38,13 98,9 + 16,24 88,5 + 5,82

Médias e respectivos desvios padrao das proteinas totais, valores relativizados ao peso do

musculo e % de variacao

24h 48h 72h 7d
Imobilizado 0,19 + 0,04 0,16 + 0,02 0,26 + 0,03 0,30 + 0,07
Contralateral 0,20 + 0,03 0,13 + 0,03 0,21 + 0,04 0,17 + 0,03
% variacao 95,2 + 10,85 128 + 22,98 128,4 + 22,46 174,7 + 33,69
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Médias e respectivos desvios padrao da actividade da PK, valores absolutos e % de variacao

24h 48h 72h 7d
Imobilizado 3962,4 + 1295,39 | 8175,7 + 3029,2 | 2717,6 + 964,19 | 3833,7 + 1283,44
Contralateral 3064,0 + 815,52 | 7298,4 + 3264,69 | 2125,1 + 761,37 | 2933,1 + 2325,55
% variacao 127,8 + 16,3 129,5 + 14,4 131,9 + 29,48 161,1 + 20,1

Médias e respectivos desvios padrao da actividade da LDH, valores absolutos e % de variacao

24h 48h 72h 7d
Imobilizado 833,1 + 539,25 1088,2 + 291,77 736,3 + 31,91 635,0 + 130,37
Contralateral 766,5 + 165,48 1175,1 + 391,07 524,4 + 209,08 571,6 + 136,37
% variacao 119,4 + 18,4 92,6 + 14,71 140,3 + 91,33 111,1 + 28,86

Médias e respectivos desvios padrao da actividade da LDH, valores absolutos e % de variacao

24h 48h 72h 7d
Imobilizado 54,4 + 18,57 66,9 + 52,9 28,7 + 6,59 31,41+ 2,49
Contralateral 48,5 + 16,97 83,1 + 60,33 38,2 + 15,83 47,3 + 24,83
% variacao 117 + 25,78 80,5 + 11,31 75,2 + 24,6 66,5 + 22,1

Médias e respectivos desvios padrao da actividade da TGO, valores absolutos e % de variacao

24h 48h 72h 7d
Imobilizado 0,46 + 0,27 0,96 + 0,12 0,44 + 0,09 0,61 + 0,09
Contralateral 0,28 + 0,08 0,48 + 0,03 0,33 + 0,08 0,32 + 0,09
% variagao 164,6 + 40,48 125 + 48,81 133,4 + 29,48 199,2 + 43,31
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Médias e respectivos desvios padrao da actividade da B-G, valores absolutos e % de variacao

24h 48h 72h 7d
Imobilizado 0,0009 + 0,0002 | 0,001 + 0,0004 | 0,0001 + 0,0001 | 0,0001 + 0,0001
Contralateral 0,0003 + 0,0002 | 0,001 + 0,0007 | 0,0001 + 0,0001 | 0,0002 + 0,0002
% variacao 178,9 + 56,27 80,5 + 27,52 255,2 +107,0 136,2 + 98,9

Médias e respectivos desvios padrao da actividade da B-G, valores absolutos e % de variacao

24h 48h 7zh 7d
Imobilizado 3,33 0,77 6,38 + 3,36 34,54 + 4,7 24,6 + 24,92
Contralateral 2,40 + 0,45 8,85 + 3,73 13,53 + 7,41 28,95 + 26,35
% variacao 138,6 + 51,9 72,2 + 28,14 255,2 + 107,0 100,7 + 58,89
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