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RESUMO

A 1mobilizagdo € uma pratica comum na reabilitacdo de lesdes musculoesqueléticas, mas
que pode, por sua vez, ocasionar, adicionalmente, diversos danos a estrutura inicialmente
comprometida. Dentre os recursos empregados para reverter os danos oriundos da
imobilizagao, a principal foi a terapia aquatica que, aliada aos efeitos benéficos da imersao
em agua auxilia nos ajustes fisiologicos do corpo. O objetivo do presente estudo foi analisar
o conteudo proteico e estrutural da musculatura diafragmatica e hepatica de ratas pos-
imobilizagdo com terapia aquatica. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para o Uso
de Animais da Universidade Estadual do Ceara, sob o protocolo n® 1122178 de 05/10/2017.
Foram utilizadas 32 ratos, fémeas, Wistar, divididas em quatro grupos: Controle (CTR),
Imobilizado (I), Terapia Aquatica (TA) e Imobilizado/Terapia Aquatica (ITA). A
imobiliza¢ao ocorreu no membro posterior direito, incluindo a pelve, o quadril, fémur, o
joelho (extensdo), tibia e tornozelo (flexao plantar), durante duas semanas. A terapia aquatica
ocorreu durante seis dias por semana, ao longo de duas semanas. Apos esse periodo, 0s
animais foram eutanasiados e as estruturas de interesse dissecadas: diafragma e figado. Para
avaliacao muscular e hepatica, foi realizada uma dosagem de proteinas. O trofismo muscular
toi calculado pela razao entre o peso imido do musculo diatragmatico (mg) e o peso corporal
final (g) dos animais. Os dados foram analisados por Anova-One-Way, com p<0.,05 e teste
de Brown-Forsythe e Kruskal-Wallis, aléem de uma correlagdo de Pearson. Os resultados
foram expressos em meédia + erro padrao da meédia. O processo de nao utilizagao por duas
semanas, associados ao tratamento de terapia aquatica ndo foi capaz de alterar
significativamente o conteudo proteico e estrutural da musculatura diafragmatica e das
reservas hepaticas.
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ABSTRACT

Immobilization is a common practice in the rehabilitation of musculoskeletal injuries, but
this may in turn cause several damages to the initially compromised structure. Among the
resources used to reverse the damage from immobilization, the main one was the aquatic
therapy, combined with the beneficial effects of immersion in water, helps with the
physiological adjustments of the body. The objective of the present study was to analyze the
protein and structural content of the diaphragmatic and hepatic muscles of post-
immobilization rats with aquatic therapy. The project was approved by the Committee of
Ethics for the Use of Animals of the State University of Ceara, under the protocol n® 1122178
0f 05/10/2017. Thirty-two female Wistar rats were divided into four groups: Control (CTR),
Immobilized (I), Aquatic Therapy (TA) and Immobilized with Aquatic Therapy (ITA).
Immobilization occurred in the right hind limb, including the pelvis, hip, femur, knee
(extension), tibia, and ankle (plantar flexion) for two weeks. Aquatic therapy occurred for
six days a week over two weeks. After this period the animals were euthanized and the
structures of interest were dissected: diaphragm and liver. For muscular and hepatic
evaluation, protein quantity was evaluated. Muscle trophism was calculated by the ratio of
wet diaphragmatic muscle weight (mg) to the final body weight (g) of the animals. The data
were analyzed by Anova-one-Way, with p<0.05 and test of Brown-Forsythe and Kruskal-
Wallis, Pearson correlation. Results were expressed as the average + the standard error of
measurement. It was found that the process of not using associated with aquatic therapy
treatment for two weeks was not able to significantly alter the protein and structural content
of the diaphragmatic muscles and liver reserves.
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INTRODUCAO

A imobilizagdo € uma pratica muito comum na reabilitacio de lesoes
musculoesqueléticas. Porém, sdo inumeros os efeitos deletérios oriundos desse
procedimento no membro comprometido, assim como em estruturas adjacentes aos locais
das lesdes (SANTOS JUNIOR er al., 2017). Dentre os danos, de ordem estrutural e
tuncional, foi possivel se destacarem os seguintes: lesdes ligamentares (CARVALHO e al.,
2008), articulares (BERTOLINI er al., 2010), musculares, osseas (PONTINHO et al., 2008)
e sistémicas (SANTOS JUNIOR, ez al., 2017; FORTES et al., 2017).

Nesse contexto, sao empregados diversos recursos ortopedicos, para reverter os
danos provocados pelo desuso no sistema muscular, assim como em outras estruturas
acometidas por esse processo, tais como: a eletroestimulacao muscular (DURINGAN et al.,
2006), exercicio excéntrico e alongamento (PUCCIARELLI er al., 2016). Dentre esses
recursos, se destaca a terapia aquatica, que alia os efeitos benéficos da imersao em agua
(CANDEROLO e CAROMANO, 2007; CARREGARO e TOLEDO, 2008) no ajuste das
desordens fisiologicas desencadeadas pela imobilizacao (GOMES et al., 2016).
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Portanto, o presente trabalho justificou-se por investigar as lacunas existentes na
literatura, no que tange aos efeitos da terapia aquatica na propriedade proteica do figado e

diafragma, assim como sua ac¢do em situacgoes de trofismo muscular.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de Animais da Universidade
Estadual do Ceara (UECE), protocolo n® 1122178 de 05/10/2017; sendo respeitados todos
0s principios éticos sobre experimentagao e manipula¢ao animal.

Utilizou-se trinta e duas ratos, fémeas, Wistar, idade média de 20 semanas, massa
corporal entre 200+15g, oriundos do biotério da UECE. Durante o periodo experimental, os
animais foram mantidos em ciclo claro/escuro (12 / 12h), em ambiente com temperatura
controlada entre 22 a 25 °C, recebendo ragdo e agua ad libitum. Os animais foram
distribuidos aleatoriamente em quatro grupos experimentais, cada um consistindo em (n=8):
Controle (CTR), Imobilizado (I), Terapia Aquatica (TA) e Imobilizado/Terapia Aquatica
(ITA).

A imobilizagdo foi realizada, conforme modelo proposto por Santos Junior ez al.,
(2010). Inicialmente, os animais foram anestesiados com Cetamina 60mg/kg e Xilasina
8mg/kg e, depois, foram utilicadas ataduras de algoddo, com 4 cm de largura nas
articulagOes, para prevenir ulceras de pressdo. Posteriormente, os animais foram enfaixados
com esparadrapo impermeavel, com tiras diferentes de 5 cm de largura e 15 cm de
comprimento, para o membro e o tronco. O membro posterior direito foi imobilizado.
incluindo a pelve, quadril, fémur, o joelho (extensao), tibia e tornozelo (flexao plantar),
durante duas semanas.

A terapia aquatica foi realizada dentro de um recipiente de plastico (PVC), com
volume aproximado de 60 litros de agua, a uma temperatura meédia de 33 °C. A fim de evitar
flutuagao do animal, foi utilizada uma carga equivalente a 8,0% da massa corporal, atada ao
dorso. Os exercicios na agua foram realizados no periodo matutino, durante seis dias por
semana, ao longo de duas semanas, iniciando com 3 minutos, com acréscimo de trés minutos
por dia, chegando a dura¢do de 36 minutos no ultimo dia de treino, conforme ilustrado na
(Tab. 01) (GOMES et al., 2016).
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Tabela 01: Protocolo do tempo da terapia aquatica.

Segunda Terca Quarta Quinta Sexta Sabado
1% semana 3 min. 6 min. 9 min. 12 mm. 15 min. 18 min.
2" semana 21 min. 24 min. 27 min. 30 min, 33 min. 36 min.

Fonte: Adaptada (GOMES et al., 2016)

No final do periodo experimental, os animais foram anestesiados com Tiopental
Sodico, 150mg/kg, de acordo com a massa corporal e, em seguida eutanasiados, por
decapitagdo, para posterior disseca¢do do musculo diafragmatico e do figado. As estruturas
citadas foram pesadas em balanga de precisao (0,01g).

O trofismo muscular foi calculado, pela razio entre o peso umido do musculo
diafragma (mg) e o peso corporal final (g) dos animais (ROCHA ez al., 2010).

Para analise proteica do figado e do diafragma, apos dissecagao, foram
armazenados em nitrogénio liquido. Posteriormente, porcoes das estruturas citadas foram
homogeneizadas em tampao fosfato (pH=7.4).

A dosagem de proteinas foi realizada, pelo método de Bradford (BRADFORD,
1976), que utiliza o corante Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) para a determinagao de proteinas totais em uma amostra. Em uma placa de 96 pogos,
preparou-se a curva padrao com albumina (1 mg/mL) em triplicata e, em seguida, o pogo
teste (150 pL de reagente Bradford e amostra). Uma vez estabelecido o valor da amostra,
distribuiram-se os diferentes grupos nos pogos em duplicata, com volume final de 150 pL,
colocando-se, primeiramente, o reagente Bradford (maior quantidade) e, por ultimo, a
amostra (menor quantidade). A leitura da placa foi realizada em espectrofotometro
(VersaMax™ELISA Microplate Reader), num comprimento de onda de 595 nm.

Para a analise estatistica, foi utilizada a média + erro padrao da média, comparando-
se 0s quatros grupos diferentes. Usou-se a analise de variancia Anova-One-Way com teste
de Brown-Forsythe e Kruskal-Wallis e teste de correlacdo de Pearson, com nivel de
significancia estatistica considerada p<0,05. As analises foram realizadas com o software
GraphPad Prism versao 7.0, San Diego California USA.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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E consensual na literatura que durante o processo de imobiliza¢io, 0 membro em
desuso sofre varias alteragoes estruturais, tais como: atrofia muscular (GOMES et al. 2016),
danos na estrutura e propriedade ossea (OZAKI er al., 2014), assim como alteragoes
proteicas cerebrais e muscular (SANTOS JUNIOR et al., 2015): aléem de efeitos adversos
em orgaos secundarios, tais como o figado (FORTES er al., 2017). Entretanto, no presente
estudo verificou-se que nao houve perda proteica muscular (Fig. 1A) e hepatica (Fig. 1B),
corroborado pela correlagio de Pearson entre os parametros, que nao identificaram

correlagao linear entre as proteinas do figado e do diafragma (Fig. 2) com (r = 0,04282).
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Figura 1: Dosagem de proteina do musculo diafragma e do figado de ratas.

CTR = Controle; I = Imobilizado; TA = Terapia aquatica; ITA = imobilizado/terapia Aquatica.

(Fig. 1A) temos a dosagem de proteinas no diafragma: CTR (3,11% 0,84). I (2,59+£0,077), TA (2,70£0,31) e
ITA (2,83+0,53), p 0,232. (Fig. 1B) vemos a dosagem de proteinas do figado: CTR (13,03+0,90), I
(12,21+0.48), TA (10,0:0,48) e ITA (11,04%0,88), p 0,0570. Nao houve significancia estatistica entre os quatro
grupos.
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Figura 2: Correlacao entre a dosagem de proteinas de figado e do diafragma de ratas

Valor do teste de Correlacdo de Pearson r= 0,04282
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Verificou-se, também, que nao houve diferengas estatisticamente significativas no

trofismo muscular do diafragma dos grupos analisados (Fig. 3).

Os referidos resultados divergiram com os achados relatados na literatura, que
descreveram perda de conteudo proteico no musculo diafragmatico, na ordem de 37,4% em
animais imobilizados; assim como um ganho de proteinas de aproximadamente 45% em
animais submetidos ao tratamento de terapia aquatica (Fig. 1A) (SANTOS JUNIOR et al.,
2012).

Achados semelhantes ao de Santos Junior e colaboradores (2012) foram reportados
anteriormente e caracterizaram o desuso muscular como um processo de redugiao no tamanho
de fibras, contetido de proteinas, area da secg¢do transversa e diminui¢ao da for¢a muscular
(MACHILDA e BOOTH; 2004; ZHANG et al., 2007); mostrando que a diminuic¢io da
sintese e 0 aumento da degradagao proteica relacionadas a esse processo favoreceram a perda
total de proteinas no musculo correspondente e estruturas adjacentes, além de causar atrofia
muscular (ZHANG et al., 2007; SANTOS JUNIOR er al., 2017).

Fortes e colaboradores (2017) relataram que a imobilizagao causou deplegao das
reservas energeticas do figado e que o tratamento com terapia aquatica recompos as reservas
hepaticas. Stein e Wade (2005) verificaram um aumento expressivo de enzimas glicogénicas
nas celulas hepaticas, indicio de um maior consumo energético e, consequentemente,
degradagao proteica em animais imobilizados. Os referidos resultados diferiram dos achados
encontrados neste estudo (Fig. 1B).

E provavel que a velocidade de sintese proteica (que comega a declinar com até 6
horas apos o processo de imobilizagdo) nao tenha sido suficiente para causar perda de
proteinas nos animais analisados neste estudo (Fig. 1A e 1B) e, consequentemente, trofismo
muscular (Fig. 3) (FALEMPIN e MOUNIER, 1998). No que tange aos efeitos do tratamento
da terapia aquatica na imobilizagdo, observou-se que a intensidade e a duracao do protocolo

nao toi capaz de gerar alteragdes expressivas nos niveis proteico e estrutural.
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Figura 3: Trofismo muscular da musculatura diafragmatica de ratas.

CTR = Controle; I = Imobilizado; TA = Terapia aquatica; ITA = Imobilizado/terapia Aquatica.

(Fig. 3) temos o trofismo muscular do diafragma: CTR (0,0034+ 0,0001), I (0,0032+0,00019), TA
(0,0033+0,00017) e ITA (0,0034+0,00012), p 0.7156. Nao houve significincia estatistica entre os quatro
grupos.

CONCLUSAO

A imobiliza¢ao é um recurso terapéutico, muito utilizado no tratamento de lesdes
musculoesqueleticas; contudo, pode desencadear diversos danos estruturais na musculatura
lesada, assim como comprometimento proteico. Uma terapia aquatica surge como um
recurso para amenizar ou reverter as complicagoes oriundas do desuso. Entretanto, verificou-
se no presente estudo que duas semanas de imobilizagdo nao foram o suficiente para
recuperar a estrutura muscular do diafragma, assim como o conteudo proteico do referido
musculo e do figado, devendo serem testados periodos de tempos maiores que o referido

periodo.
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