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RESUMO 

 

 

No âmbito da ortopedia, a imobilização articular é um recurso terapêutico eficiente e 
amplamente utilizado na prática clínica. Apesar de seu uso ser indispensável no tratamento 
de doenças álgicas ou fraturas, a imobilização ocasiona no paciente uma limitação física 
temporária de suas habilidades, podendo influenciar em sua locomoção e em suas 
atividades do cotidiano. A obesidade interfere muitas vezes na relação do hormônio 
insulina com os mecanismos de síntese e degradação proteica nos músculos. Considerando 
que a insulina exerce papel fundamental facilitando a síntese e inibindo a proteólise, os 
pacientes obesos, podem apresentar um balanço negativo no que se diz respeito à formação 
e degradação da massa muscular em virtude das desordens que estes pacientes geralmente 
apresentam no perfil insulinêmico. O tecido muscular é a reserva mais importante de 
proteína disponível no organismo, porém, este tecido se encontra consideravelmente 
reduzido nos casos de desnutrição proteica. Durante o jejum parcial ou total, a proteína 
corporal é destruída para proporcionar aminoácidos ao organismo, traduzindo-se desta 
forma em uma perda de massa corporal total. Quando consideramos a obesidade e a 
desnutrição proteica, associadas a um paciente imobilizado, a interação dessas condições 
podem vir a potencializar os prejuízos musculoesqueléticos do paciente. O objetivo deste 
estudo foi verificar experimentalmente se a condição de imobilização articular potencializa 
as alterações musculoesqueléticas em animais obesos e desnutridos. Para tal, 60 
camundongos da linhagem C57BL6 foram utilizados e divididos em quatro grupos: 
Controle (GC), Controle Imobilizado (GCI), Obeso Imobilizado (GOI), Desnutrido 
Imobilizado (GDI). A imobilização articular foi realizada utilizando-se um modelo com 
esparadrapo/gesso adaptado para uso em camundongos. Os animais permaneceram 
imobilizados durante 14 dias. A obesidade e a desnutrição proteica foram desenvolvidas 
por meio de ingestão alimentar de dieta específica para cada grupo. Realizou-se análise da 
atividade locomotora; quantificação sérica da enzima creatina quinase; análise 
histomorfométrica da tíbia e dos músculos gastrocnêmio e tibial anterior; determinação do 
conteúdo de glicogênio intramuscular e zimografia das metaloproteinases (2 e 9). Como 
resultado, verificou-se a redução da atividade locomotora noturna nos animais imobilizados 
em relação ao GC; aumento dos níveis séricos da enzima CK nos animais imobilizados em 
relação ao GC; redução na área e no diâmetro das fibras musculares do gastrocnêmio e 
tibial anterior nos grupos imobilizados em relação ao GC; diminuição do conteúdo de 
glicogênio intramuscular no GDI em relação ao GCI; aumento da expressão das 
metaloproteinases 2 e 9 nos grupos imobilizados em relação ao GC. Portanto, podemos 
concluir que o protocolo de imobilização articular utilizado é capaz de gerar atrofia 
musculoesquelética nos animais. Já no caso da interação entre as condições de 
obesidade/imobilização e desnutrição/imobilização, o tecido musculoesquelético apresenta 
acréscimo na atrofia, revelando elevado prejuízo muscular nessas condições. 

 
Palavras-chave: Imobilização; Desnutrição proteica; Obesidade; Atrofia. 
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ABSTRACT 

 

 

Within orthopedics, joint immobilization is an effective therapeutic tool and widely used in 
clinical practice. Although their use is essential in the treatment of painful diseases or 
fractures, the patient immobilization causes a temporary physical limitation of their abilities 
and may influence its locomotion and in their daily activities. Obesity often interferes to the 
hormone insulin in relation with the mechanisms of protein synthesis and degradation in 
muscle. Considering that insulin plays a key role in facilitating the synthesis and inhibiting 
proteolysis, obese patients may have a negative balance as regards the formation and 
degradation of muscle mass because of disorders in these patients insulinemic profile. 
Muscle tissue is the most important reserve available protein in the body, however, this 
tissue is considerably reduced in cases of malnutrition. During the partial or total fasting, 
the body protein is destroyed to provide amino acids to the body, thus translating into a loss 
of total body mass. When we consider obesity and protein malnutrition associated with an 
immobilized patient, the interaction of clinical conditions can come to enhance the patient's 
musculoskeletal damage. The aim of this study was to verify experimentally if the 
condition of joint immobilization enhances musculoskeletal changes in obese and 
malnourished animals. To this end, 60 mice C57BL6 were used and divided into four 
groups: Control (CG), Immobilized Control (ICG), Immobilized obese (IOG), Immobilized 
Malnourished (IMG). The joint immobilization was performed using a model with tape / 
plaster adapted for use in mice. The animals remained immobilized for 14 days. Obesity 
and protein malnutrition were developed by means of specific diets food intake for each 
group. We performed analysis of locomotor activity; quantification of serum CK; 
histomorphometric analysis of the tibia and the gastrocnemius and tibialis anterior muscles; 
determining the content of intramuscular glycogen; zymography of the metalloproteinases 
(2 and 9). As a result, we found reduction in nocturnal locomotor activity in immobilized 
animals relative to CG; increased serum levels of creatine kinase in the immobilized 
animals relative to CG; reduction in the area and diameter of the muscle fibers of the 
gastrocnemius and tibialis anterior in groups immobilized relative to CG; decreased content 
of intramuscular glycogen in the group IMG relative to ICG; increased expression of 
metalloproteinases 2 and 9 in groups immobilized relative to CG. Therefore, we conclude 
that the joint immobilization protocol used is able to generate skeletal muscle atrophy in 
animals. In the case of the interaction between the conditions of obesity / immobilization 
and malnutrition / immobilization, tissue musculoskeletal presents increase in atrophy, 
revealing high muscle injury in these conditions. 
 
Keywords:  Immobilization; Obesity; Protein malnutrition; atrophy. 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVAS 

 

 

A imobilização articular é um recurso utilizado com frequência na prática clínica, 

como forma de tratamento de doenças álgicas ou fraturas. Apesar de seu uso ser 

indispensável nessas situações, a imobilização articular ocasiona no paciente uma limitação 

física temporária de suas habilidades, podendo influenciar em sua locomoção e em suas 

atividades do cotidiano (SANTOS-JUNIOR et al., 2010). Segundo Caierão et al. (2007), 

prejuízos como atrofia do músculo e consequente redução de força, são fenômenos notados 

mesmo em curtos períodos de imobilização. 

De forma geral, a obesidade e a desnutrição proteica afetam um grande número de 

pessoas na população mundial. Ambas as morbidades possuem características específicas, o 

que pode acarretar efeitos deletérios para o tecido muscular dos acometidos (OMS, 2012). 

A obesidade, por vezes, está associada à irregularidade do metabolismo do músculo 

esquelético, mais notadamente à sua resistência insulínica. Com isso, além de exercer 

problemas no transporte e captação de glicose, afeta o metabolismo energético do tecido, a 

resistência à insulina e pode, também, envolver o metabolismo reduzido das proteínas, 

ocasionando um desequilíbrio no mecanismo de síntese e degradação proteica. (O’BRIEN 

& GRANNER, 1991; KIMBALL et al., 1994).  

Estudos mostraram que a restrição alimentar afeta o crescimento e diferenciação de 

tecidos e células no organismo por meio de um desequilíbrio no mecanismo de 

anabolismo/catabolismo das células, uma vez que esse processo é facilitado pelas condições 

de restrição alimentar. Em casos como a desnutrição proteica os músculos se apresentam 

diminuídos em seu volume, delgados e encurtados devido à atrofia das miofibrilas 

(BAPTISTA 2008; SANTOS, 2010). 

Pautados nessas observações, vimos a necessidade de avaliar o tecido 

musculoesquelético de animais desnutridos e obesos sob condições de imobilização 

articular, levando-se em conta que ambas as morbidades, associadas ao recurso da 

imobilização, podem vir a apresentar interações moleculares que potencializam desordens 

musculoesqueléticas ainda pouco exploradas. 
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A caracterização do tecido musculoesquelético por meio das técnicas experimentais 

propostas, tem o intuito de avaliar o risco/benefício que a técnica de imobilização apresenta 

para portadores de obesidade e desnutrição proteica, visto que os mesmos estão 

rotineiramente sujeitos a passarem por um procedimento dessa natureza. A finalização 

deste trabalho visa contribuir com informações científicas relevantes que possam auxiliar 

na prática clínica em casos onde portadores das morbidades citadas tenham que passar por 

uma situação de imobilização articular. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 Imobilização 

 

 

 No âmbito da ortopedia, a imobilização é um recurso terapêutico eficiente e 

amplamente utilizado em diversas situações como, por exemplo, no tratamento de fraturas 

ósseas, rupturas ligamentares, lesões musculares e cirurgias que necessitam de um longo 

tempo de desuso muscular (REARDON et al., 2001). 

 A limitação física temporária, acarretada pela imobilização de uma parte do corpo, 

acomete milhares de pessoas em todo o mundo. Seja por doenças ou acidentes, estas 

pessoas passam pela inconveniente situação de ter uma parte de seu corpo imobilizada, ora 

por meio de atadura gessada, ora com fixadores internos ou externos. Ambas as situações 

levam o paciente a um quadro de limitação provisória de suas habilidades plenas, o que 

pode influenciar negativamente sua locomoção, assim como suas atividades diárias 

(SANTOS-JUNIOR, 2010). 

Vários modelos experimentais em animais são propostos no intuito de estudar as 

mudanças que envolvem um processo de imobilização, merecendo destaque, os modelos 

invasivos e não invasivos (SANTOS-JUNIOR, 2010).  

Na classe dos invasivos podemos encontrar a desnervação, tenotomia e fixação da 

articulação por meio de pinos ou fios (BOOTH e KELSO 1973; ITAI et al., 2004). Dentre 

estas técnicas, destaca-se com maior frequência de uso a desnervação. Essa técnica é 

alcançada por meio de secção ou esmagamento do nervo, ou ainda por bloqueio químico, 

eliminando a comunicação do músculo com o nervo, impedindo a ocorrência de reflexos 

musculares (MUSACCHIA et al., 1988; MARIMUTHU et al., 2010). 

 Com relação aos não invasivos, encontramos o modelo de suspensão do membro, 

imobilização por órtese de algodão, talas de gesso e órteses de resina acrílica (TANAKA et 

al., 2004; SILVA et al., 2006; ONO et al., 2007). De acordo com pesquisas, a utilização de 

meios de imobilização não invasivos, como a imobilização gessada, permite a manutenção 

da integridade dos nervos, músculos e tendões, além de se tratar de procedimento 
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semelhante ao das condições que vivenciamos na prática clínica, tornando-se dessa forma 

um modelo mais indicado para estudar os efeitos da diminuição do trabalho muscular (ITAI 

et al., 2004). No que diz respeito às imobilizações invasivas, estas apresentam 

peculiaridades que podem alterar os índices de atrofia muscular, ficando dessa forma como 

segunda opção para o uso em experimentos (ITAI et al., 2004; SANTOS-JUNIOR, 2010). 

No entanto, é necessário salientar que os estudos de imobilização apresentam caráter 

multifatorial diferindo quanto ao modelo e material utilizado para promover o desuso, 

tempo da imobilização, posição articular, atividade eletromiográfica e tipagem das fibras 

musculares analisadas, e isso, consequentemente, determina os resultados obtidos (DIAS et 

al., 2005, DURIGAN et al., 2005).  

 

 

 2.2. Imobilização e o tecido muscular 

 

 

Cerca de 40% do corpo humano é composto por musculatura esquelética, cuja 

massa e composição são necessárias para a correta regulação de respostas motoras, 

envolvendo as atividades físicas diárias, manutenção e execução dos movimentos, fala e 

respiração. As alterações observadas em sua composição e função podem ser vistas em 

condições patológicas, geralmente em quadros de atrofia muscular esquelética (ST-

AMAND et al., 2001; ZHANG et al., 2006; PELIZZARI et al., 2008). De acordo com 

GUYTON e HALL (2011) todos os músculos do corpo estão constantemente em processo 

de remodelagem para se adequarem às funções impostas e podem ocorrer alterações em seu 

comprimento e diâmetro. 

O músculo esquelético dos vertebrados é composto por dois tipos principais de 

fibras musculares (ARRINGTON et al., 1995; CAHILL et al., 1997; CHINGUI, 2008): 

 As fibras do tipo I ou vermelhas, de contração lenta ou lenta oxidativa, possuem 

baixa força de contração e alta resistência à fadiga. São constituídas de um maior 

numero de mitocôndrias, sua principal fonte energética é o sistema aeróbio e 

exibem cor vermelho escuro devido a grande vascularização e alto conteúdo de 

mioglobina e citocromos. 
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 As fibras do tipo II ou branca de contração rápida, possuem maior diâmetro, com 

predomínio de metabolismo anaeróbio. São subdivididas nos tipos II-A e II-B. As 

fibras do tipo II-A ou oxidativa glicolítica são brancas e com uma capacidade 

oxidativa superior, o que as torna ligeiramente resistente à fadiga. Essas exibem um 

perfil contrátil, metabólico e morfológico intermediário entre os outros dois tipos de 

fibras. As fibras do tipo II-B ou glicolítica rápida possuem o tempo de contração 

mais rápido, menor resistência à fadiga, maior força de contração, menor quantidade 

no número de mitocôndrias e são mais claras por serem praticamente destituídas de 

mioglobina.  

A plasticidade das fibras musculares esqueléticas permite que estas se adaptem, 

deflagrando mudanças na tipagem ou no tamanho das fibras, portanto, múltiplos estímulos 

podem promover essas mudanças, merecendo destaque a imobilização, inatividade 

prolongada e desnervação (SALVINI, 2000). Tanaka et al., (2004) observaram que o 

músculo sóleo tem maior comprometimento em situação de desuso por ser 

predominantemente formado por fibras do tipo I, ao passo que músculos que tenham 

predomínio de fibras do tipo II são menos comprometidos nesta situação. 

Segundo Ferreira et al., (2004) a estrutura e a função dos músculos esqueléticos 

como um todo, são condicionadas por fatores, tais como: inervação motora, carga mecânica 

imposta ao tecido, atividade proprioceptiva, mobilidade das articulações e realização de 

ciclos de estiramento/encurtamento. O comprometimento de um desses fatores certamente 

acarretará um quadro de hipotrofia ou atrofia muscular.  

 Embora seja um recurso muito utilizado para tratamento de lesões 

musculoesqueléticas, a imobilização causa efeitos deletérios em um músculo após um curto 

período de tempo, tais como encurtamento e atrofia muscular, distúrbios na relação 

área/tecido conjuntivo intramuscular das fibras, diminuição do conteúdo protéico, 

diminuição da atividade contrátil e da força e aumento da fatigabilidade muscular. 

Entretanto, o seu entendimento fisiológico necessita ser procurado de forma satisfatória 

(HADDAD et al., 2003). 

A posição em que o membro é imobilizado influencia significativamente no grau de 

atrofia muscular esquelética, sendo a posição encurtada do músculo gastrocnêmio (flexão 
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plantar) a causadora de um rápido aumento na atrofia em relação à posição neutra e 

alongada (JOKL & KONSTADT, 1983; WILLIANS & GOLDSPINK, 1984;).  

No âmbito experimental, Lima-Silva et al., (2007) mostraram que o período de sete 

dias de imobilização é suficiente para promover o estado de hipotrofia e induzir 

importantes adaptações dos sarcômeros, bem como alterações químico-metabólicas na 

musculatura esquelética de ratos. A perda de massa muscular associada ao prejuízo na força 

são as primeiras modificações que ocorrem como resultado da imobilização. Essa perda é 

mais acentuada nas primeiras 72 horas, com índices de 14 a 17%, reduzindo sua velocidade 

após uma semana de imobilização (BOOTH, 1982; MACHIDA, 2004).  

Segundo Ploug et al., (1995) o desuso muscular produzido por condições de 

inatividade prolongada como a imobilização, induz o quadro de resistência à insulina no 

musculo esquelético, potencializando assim o seu estado catabólico. 

As alterações induzidas pela imobilização de um segmento não se limitam apenas 

ao músculo, também é comum ser observado transtornos de inervação, atrofia óssea, 

alterações ligamentares, circulação, edema e rigidez (CARVALHO et al., 2008; SANTOS-

JUNIOR et al., 2010). 

Na intenção de minimizar as alterações causadas pelo desuso muscular, têm-se 

utilizado diversas técnicas, tais como: a estimulação elétrica neuromuscular, utilização de 

fármacos e de suplementos (CANCELLIERO, 2004; DELFINO et al., 2006; SILVA & 

CANCELLIERO, 2006). 

 

 

 2.3. Imobilização e o tecido ósseo 

 

 

Os ossos são peças duras, resistentes, que servem de apoio aos músculos que os 

circundam. Podem apresentar-se como elementos protetores, onde um conjunto de ossos 

unidos formam cavidades que alojam sistemas e órgãos, ou como elementos articulares, 

onde são unidos entre si por cápsulas, ligamentos e músculos, fazendo parte do sistema 

locomotor (LATARJET & RUIZ-LIARD 1996). 
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 O tecido ósseo é dinâmico e está em constante remodelamento. É um tipo 

especializado de tecido conjuntivo formado por células e material extracelular calcificado. 

De acordo com a lei de Wolff, cada mudança na função óssea é seguida de mudanças na 

arquitetura interna e conformação externa do osso. Dessa forma a carga mecânica é uma 

particularidade essencial para o funcionamento normal do tecido ósseo (CORNWALL, 

1984; TREBACZ, 2001).  

 A realização de determinado exercício ativo pode aumentar ou diminuir o peso, o 

comprimento e a rigidez óssea, dependendo da idade, do gênero e de outras características 

do indivíduo. Já a falta de exercícios, imobilidade, fraqueza e lesão neuromuscular afetam 

de forma negativa o metabolismo do tecido ósseo (CORNWALL, 1984).  

A imobilização resulta em um desequilíbrio no metabolismo ósseo seguido por uma 

rápida perda óssea e consequente prejuízo da função mecânica do osso (TREBACZ, 2001). 

Esta redução da massa óssea em função da imobilização é destacada pela junção de dois 

componentes, o aumento da reabsorção óssea pelos osteoclastos e uma redução na 

formação de massa óssea pelos osteoblastos (SANTOS-JUNIOR, 2010).   

 A perda óssea e de suas propriedades, decorrente de um longo período de 

imobilização, tende a ocorrer em estágios, sendo o primeiro após poucos dias de 

imobilização, o segundo mais tardio, com uma perda óssea mais lenta e de longa duração e 

o último, chamado de período de estabilização, que pode reduzir a massa óssea entre 40% e 

70% da original (DITTMIER & TEASELL, 1993). Devemos ainda ressaltar que o tempo 

necessário para a recuperação de uma atrofia óssea é consideravelmente maior do que o 

tempo em que se desenvolve tal fato em pacientes imobilizados (TREBACZ, 2001). 

 

 

 2.4. Obesidade e o tecido muscular 

 

 

Os maus hábitos alimentares estão associados a diversos prejuízos à saúde, entre 

eles, a obesidade, cujos índices têm crescido nas últimas décadas, como resultado de um 

aumento no consumo de alimentos com alta densidade calórica e redução na atividade 
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física, ocorrendo assim, um problema de saúde pública no Brasil e no mundo (ALMEIDA, 

et al., 2002; ESCOBAR 2009). 

A obesidade pode ser definida como sendo um acúmulo anormal e/ou excessivo de 

gordura nos tecidos, fato que pode ser prejudicial à saúde. Considerada uma doença 

multifatorial, ela é desenvolvida, principalmente, por um balanço energético positivo, ou 

seja, a ingestão alimentar é superior ao gasto energético do indivíduo (OMS, 2012). 

O IMC (índice de massa corporal) é a forma mais utilizada para avaliação da 

obesidade em adultos e, também, recomendada pela Organização Mundial de Saúde (OMS, 

2012), visto que pode ser aplicado para ambos os sexos e adultos de todas as faixas etárias. 

Esse índice é calculado dividindo-se o peso do paciente em quilogramas (Kg) pela sua 

altura, em metros, elevada ao quadrado, e o valor assim obtido estabelece o diagnóstico da 

obesidade. Ainda segundo a OMS (2012), valores de IMC maiores que 25, caracterizam 

sobrepeso e, valores maiores que 30, caracterizam a obesidade. 

O sobrepeso e a obesidade são considerados o quinto fator principal de mortalidade 

em adultos. A OMS (2012) destacou que no mundo, cerca de 1,4 bilhões de adultos, 

encontram-se acima do peso e dentre esses, mais de 200 milhões de homens e 300 milhões 

de mulheres estão enquadrados na categoria de obesos. 

No âmbito da saúde pública, a obesidade torna-se preocupante por ser um 

importante fator de risco para outras morbidades como: enfermidades cardiovasculares 

(principalmente cardiopatias e acidentes cerebrovasculares); transtornos do aparelho 

locomotor (aumento do risco de fraturas); dificuldades respiratórias; hipertensão arterial 

sistêmica; diabetes tipo II; (MELLO, et al., 2004). 

Segundo Martins & Marinho (2003), a obesidade, principalmente a visceral, é um 

grave fator de risco de distúrbio na homeostase glicose/insulina, pois resulta em várias 

alterações fisiopatológicas, como o aumento da produção hepática de glicose e diminuição 

da captação de glicose pelo tecido muscular. 

A obesidade tem sido apontada como um dos principais fatores de risco para o 

diabetes tipo II. Estima-se que entre 80 e 90% dos indivíduos acometidos são obesos e o 

risco está diretamente associado ao aumento do índice de massa corporal (SARTORELLI, 

2003). Francischi (2000) relatou que, para um aumento de 10% no peso corporal, há 

aumento de 2 mg/dl na glicemia em jejum e que se considerando a distribuição da gordura 
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corporal, uma circunferência da cintura maior do que 100 cm pode isoladamente elevar o 

risco do desenvolvimento de diabetes em 3,5 vezes no indivíduo. 

De acordo com O’Brien e Granner (1991) e Kimbal et al., (1994) a obesidade 

interfere muitas vezes na relação do hormônio insulina com os mecanismos de síntese e 

degradação proteica nos músculos. Considerando que a insulina exerce papel fundamental 

facilitando a síntese e inibindo a proteólise, as pessoas obesas, podem apresentar um 

balanço negativo, no que se diz respeito à formação e degradação da massa muscular 

corpórea, em virtude das desordens que estes pacientes apresentam no perfil insulinêmico. 

Portanto, organismos com deficiência no aproveitamento da insulina demonstram perda de 

massa muscular, déficit no crescimento e predomínio da degradação sobre a síntese 

proteica nos tecidos. 

Segundo O’Brien e Granner (1991) as ações da insulina sobre o metabolismo das 

proteínas e dos aminoácidos são orientadas no sentido do anabolismo. De acordo com os 

autores, a insulina após interação com o receptor de membrana, exerce ação anabólica 

sobre o metabolismo proteico por meio dos seguintes mecanismos: estimula o transporte de 

aminoácidos para o interior da célula e aumenta, ao nível ribossômico, a eficiência do 

processo de tradução atuando na etapa de iniciação da síntese proteica. Os efeitos 

anabólicos desse hormônio são reforçados por suas ações anticatabólicas. A insulina inibe a 

proteólise, suprime a liberação e inibe a oxidação dos aminoácidos essenciais (ADAMS, 

1998; LUCIANO et., al., 1998). Essas ações da insulina sobre o metabolismo proteico são 

especialmente importantes no músculo, mas estão, também, presentes, em maior ou menor 

grau, em outros tecidos (SOUZA & LUCIANO, 1996). Além de sua ação ao nível 

ribossômico, a insulina partilha com os chamados fatores de crescimento (IGFs) a 

capacidade de estimular o crescimento celular e, portanto, a síntese proteica, atuando na 

transcrição e aumentando a síntese de RNA mensageiro nos tecidos, inclusive nos músculos 

(KIMBALL et., al, 1994). 

Com relação ao metabolismo dos carboidratos, a homeostasia energética das fibras 

musculares se mantém pela insulina cuja ação facilita a captação e o metabolismo da 

glicose (CHINGUI, 2008).  O transporte de glicose pelas membranas das fibras musculares 

é feito por transportadores chamados GLUT. A insulina, após interação com o receptor de 

membrana, estimula os transportadores de glicose (GLUT), facilitando a entrada de glicose 
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para a célula. Desta forma, fica caracterizada como um hormônio de extrema importância 

para o metabolismo dos carboidratos em muitos tecidos, inclusive no tecido muscular 

(LUCIANO & MELO, 1998).  

 

 

2.5. Desnutrição 

 

 

A fome tem sido considerada um sério problema social, e desponta mundialmente, 

como uma preocupante moléstia no contexto da saúde pública.  O Instituto Internacional de 

Pesquisa de Políticas Alimentares (IFRPRI, 2010) demonstrou que, no mundo, 925 milhões 

de pessoas se encontram dentro dos limites de desnutrição e que, praticamente, a metade 

dos indivíduos afetados são crianças. 

De acordo com Engle (1991) o índice de desnutrição é particularmente alto em 

crianças e ocorre, principalmente, em virtude destas, nessa fase, serem dependentes de 

cuidados maternos. Com isso, a desnutrição é uma problemática importante da saúde 

pública mundial, devido a sua magnitude e consequências desastrosas para o crescimento, 

sobrevivência e desenvolvimento das crianças. Desta forma devem ser tomadas medidas de 

prevenção e controle para amenizar suas causas e consequências (MONTE, 2000). 

A desnutrição é caracterizada por ser uma doença que decorre do aporte alimentar 

insuficiente em energia e nutrientes ou, ainda, com alguma frequência, do inadequado 

aproveitamento biológico dos alimentos ingeridos (MONTEIRO, 2003). Tal fenômeno é 

um problema que acomete principalmente as populações de áreas subdesenvolvidas do 

mundo, especialmente crianças, sendo conceituado como um quadro de carência proteico-

calórica no indivíduo acometido (OMS, 1962).  

A desnutrição apresenta-se sob duas formas clínicas distintas, o marasmo e o 

Kwashiorkor. O Marasmo instala-se nos primeiros anos, preferencialmente no decorrer do 

primeiro ano. Tem sido frequentemente observado em crianças com seis meses de idade em 

fase de desmame precoce, quando passam a receber alimentação deficiente. O 

aparecimento é gradual e a evolução é lenta. A deficiência de crescimento bem como de 
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peso é acentuada, apresentando-se em torno de 60% do normal. Há significativa redução de 

gordura subcutânea e atrofia muscular (TORUN; CHEW, 1994).  

Em relação aos pacientes portadores de Kwashiorkor, a manifestação da desnutrição 

ocorre após o primeiro ano de vida em que o paciente apresenta uma dieta não balanceada 

com calorias normais ou excessiva e deficiente em proteínas (ESCODA, 1989; CUPPARI, 

2002; LIMA, 2003). Apresenta sintomatologia bem definida com quatro sinais sempre 

presentes: edema, atraso no crescimento, alterações psicomotoras com fraqueza muscular, 

alterações na pele e nos olhos (TORUN; CHEW, 1994).  

Os estudos de Nascimento el at., (1990) e Alves et al., (2008) demonstraram que a 

restrição alimentar afeta o crescimento e diferenciação de tecidos e células. Na criança, 

quanto mais precoce a desnutrição, maior a severidade dos efeitos, ocasionando maior 

gravidade e extensão dos danos em diferentes órgãos e sistemas corporais (PATRICIO et 

al., 1994; ALVES et al., 2008). Esses achados reforçam a importância da recuperação 

nutricional em fases iniciais da vida, visando o crescimento e o desenvolvimento normal 

dos tecidos (BAPTISTA, 2008).   

De acordo com Recine e Radaelli (2001), um quadro de desnutrição pode apresentar 

caráter primário ou secundário, dependendo da causa que a promoveu. A causa primária 

ocorre quando a pessoa apresenta uma alimentação quantitativa ou qualitativamente 

insuficiente em calorias, proteínas e nutrientes, dessa forma não satisfazendo as 

necessidades energéticas do organismo. Já a forma secundária ocorre por fatores culturais 

(como crenças e tabus, onde as pessoas são privadas de certos alimentos) e por fatores 

socioeconômicos, onde pessoas provenientes de famílias de baixa renda apresentam 

dificuldade em obter alimentos saudáveis e de alto valor nutritivo, além de apresentarem 

condições sanitárias precárias que também contribuem para o aparecimento de infecções, 

parasitoses e a desnutrição em si.  

A condição de desnutrição proteica gera como consequência uma série de alterações 

na composição corporal e no funcionamento normal do organismo. Portanto, dentre as 

principais consequências se destacam: desaceleração, interrupção e até mesmo involução 

no crescimento; alterações sanguíneas, provocando, dentre elas, a anemia; alterações 

ósseas, tais como más formações; grande perda muscular e dos depósitos de gordura, 
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provocando debilidade física; queda imunitária e alterações psíquicas e psicológicas 

(RECINE e RADAELLI, 2001). 

No âmbito da epidemiologia, o número de crianças desnutridas no Brasil representa 

15,4% do total da população, ou seja, aproximadamente 2,5 milhões de indivíduos.  A 

distribuição destas crianças no território nacional é desigual, caracterizando que, regiões 

com maior índice de pobreza e menor desenvolvimento sócio-econômico apresentam 

elevados índices de desnutrição, como é o caso das regiões norte e nordeste, que 

apresentam média de 25% de crianças desnutridas, enquanto a região sudeste e sul com 

média de 8,5% (MONTEIRO, 1995). 

Dados do IFRPI (2010) mostram que a produção de alimentos não acompanha o 

ritmo de crescimento da população, principalmente em países subdesenvolvidos, o que 

determina um agravante para o problema da desnutrição. Portanto, a produção mundial de 

alimentos precisa aumentar 70% para alimentar a população mundial de 2050, estimada em 

nove bilhões. Além disso, os governos deverão ter políticas voltadas para agricultura e 

programas de assistência social, a fim de reforçar atividades que gerem renda para áreas 

mais pobres. Paulatinamente, as populações se recuperarão da vulnerabilidade da 

desnutrição e esse problema epidemiológico tenderá à normalização. 

 

 

2.6. Desnutrição e o tecido muscular 

 

 

As proteínas são nutrientes necessários à homeostasia da célula e, se a deficiência 

proteica for acentuada, ocorrerá um desequilíbrio, o que acarretará alterações nos tecidos e 

estruturas dos órgãos, tais como redução no peso do concepto, modificações enzimáticas e 

bioquímicas (PATRÍCIO et al., 1984).  

O tecido muscular é a reserva mais importante de proteína disponível no organismo, 

porém, este tecido se encontra consideravelmente reduzido nos casos de desnutrição grave 

em animais de experimentação, bem como em humanos. Durante o jejum parcial ou total, a 

proteína corporal é destruída para proporcionar aminoácidos, traduzindo-se na perda de 

massa corporal total (KRISHNAMURTHY et al., 1992). 
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A desnutrição pode ter início ainda na fase intrauterina causando efeitos que são 

diretamente proporcionais à fase em que se encontra o desenvolvimento embrionário.  

Quanto mais precoce ocorrer a desnutrição e mais tardio iniciar-se a recuperação 

nutricional, os efeitos e as consequências causadas na prole serão mais intensos e 

permanentes (PATRÍCIO et al., 1984). A resultante é a grande morbidade e mortalidade na 

fase de maior importância do desenvolvimento do organismo humano, a infância, 

acometendo particularmente, dentre outros, o tecido muscular, segmento de maior 

armazenamento protéico do organismo. Consistindo esse órgão no único capaz de converter 

energia química em energia mecânica, o inadequado suprimento de calorias e proteínas 

acarreta certamente alterações morfofuncionais no organismo (NASCIMENTO, 1990). 

Pesquisas realizadas em ratos, cães e macacos, com baixo peso ao nascimento, 

demonstraram que a restrição proteica materna no início ou a partir da segunda metade da 

gestação, afeta o peso corporal e o número de fibras musculares da prole (NUNES et al., 

2002). 

 Estudos relativos ao tamanho muscular em animais submetidos à desnutrição pós-

natal revelaram que tal redução é atribuída principalmente à diminuição no volume das 

fibras (hipotrofia) e não ao número total (hipoplasia) de fibras do tecido. Já na desnutrição 

intrauterina, há evidências de que ocorra o fenômeno de hipoplasia (ROWE, 1968; 

STRICKLAND, 1975; ALVES, 2008). 

Nos seres humanos, uma consequência da subnutrição é a progressiva perda das 

reservas corporais de musculatura e de tecido adiposo, com hipotrofia de diversos órgãos, 

incluindo rins, intestinos e órgãos linfóides (MCMAHON & BISTRIAN, 1990).  

O tecido muscular esquelético é sensível à desnutrição proteica por ser um potente 

reservatório, portanto, quando há déficit proteico na dieta, este tecido torna-se alvo de 

depleção, ocasionando alterações nas fases de crescimento e diferenciação das fibras 

musculares (NASCIMENTO et al., 1990; OLIVEIRA et al. 1999).   

Os músculos se apresentam diminuídos em seu volume, delgados e encurtados, por 

atrofia das miofibrilas nos dois tipos clínicos da desnutrição; já o tono muscular é diferente 

conforme o tipo de desnutrição: no subnutrido (marasmático) ele está aumentado, 

oferecendo resistência à movimentação passiva, enquanto que no Kwashiorkor (desnutrição 

intermediária) os músculos encontram-se hipotônicos, com movimentação ativa muito 
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escassa e não oferecendo resistência alguma à movimentação passiva, chegando, às vezes, a 

simular paralisia. Essas alterações musculares podem condicionar posições viciosas de 

articulações, às quais terminam em deformidades não hereditárias, tais como: pés chatos, 

alterações no tórax e joelhos e desvio da coluna vertebral (SANTOS, 2010). 
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1. Objetivo Geral 

 

 

Verificar experimentalmente se o protocolo de imobilização articular causa 

alterações no tecido músculoesquelético de animais controles, obesos e desnutridos. 

 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

 

Considerando os animais perante o protocolo de imobilização articular e nas 

condições nutricionais propostas, propusemo-nos a: 

 

 Avaliar se a imobilização afeta o consumo alimentar e verificar o peso corpóreo e a 

massa muscular dos animais nessas condições;  

 Avaliar experimentalmente a atividade locomotora; 

 Avaliar os aspectos histomorfométricos do tecido ósseo (tíbia) e dos músculos 

gastrocnêmio e tibial anterior; 

 Quantificar o nível sérico da enzima Creatina Quinase (CK); 

 Determinar a quantidade de glicogênio no tecido muscular;  

 Avaliar por meio de zimografia a expressão das metaloproteinase dois (MMP-2) e 

metaloproteinase nove (MMP-9) no tecido muscular. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1. Delineamento experimental  

     

 

Para a realização da experimentação e manipulação animal foram respeitados os 

‘Princípios Éticos na Experimentação Animal’, adotados pela Sociedade Brasileira de 

Ciência em Animais de Laboratório (SBCAL) e com a legislação vigente, LEI Nº 11.794, 

de 08 de outubro de 2008, e DECRETO Nº 6.899 de 15 de julho de 2009. 

O projeto (protocolo Nº 2872-1) foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais da Universidade Estadual de Campinas – CEUA/Unicamp – em 04 de outubro de 

2012. 

A pesquisa foi caracterizada como um estudo controlado do tipo analítico 

experimental no qual foram selecionados 60 camundongos machos adultos da linhagem 

C57/BL6 J/Unib. Os animais foram obtidos por meio de fornecedor cadastrado do biotério 

CEMIB/UNICAMP e mantidos em gaiolas plásticas padrão, com livre acesso à água e 

ração específica para cada grupo. Foram mantidos apenas dois animais por gaiola, com o 

propósito de manter uma boa adaptação dos mesmos e submetidos a condições 

padronizadas de iluminação (ciclo claro/escuro de 12 horas) e temperatura de 22 ºC.   

 

 

4.2. Animais da pesquisa 

 

 

Os 60 animais foram distribuídos em quatro grupos experimentais, conforme 

descritos abaixo: 

 Controle (GC) (N=15): após o desmame receberam uma dieta normoproteica e 

normolipídica por todo o período experimental e ao final foram eutanasiados (105 

dias).  
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 Controle Imobilizado (GCI) (N=15): após o desmame receberam uma dieta 

normoproteica e normolipídica por todo o período experimental (105 dias), sendo 

que, no 91º dia os animais foram submetidos ao procedimento de imobilização 

articular do membro pélvico direito, permanecendo assim por 14 dias até serem 

eutanasiados ao final do experimento. 

 Obeso Imobilizado (GOI) (N=15): após o desmame receberam uma dieta 

normoproteica e normolipídica até completarem 45 dias de vida, e em seguida 

receberam dieta hiperlipídica até o final do experimento (105 dias). No 91º dia os 

animais foram submetidos ao procedimento de imobilização articular do membro 

pélvico direito, permanecendo assim por 14 dias até serem eutanasiados ao final do 

experimento. 

 Desnutrido Imobilizado (GDI) (N=15): após o desmame receberam uma dieta 

hipoproteica por todo o período experimental (105 dias), sendo que, no 91º dia os 

animais foram submetidos ao procedimento de imobilização articular do membro 

pélvico direito, permanecendo assim por 14 dias até serem eutanasiados ao final do 

experimento.  

Os grupos imobilizados foram mantidos nessa posição por meio de uma técnica 

adaptada para o uso em camundongos. Os animais permaneceram dessa forma durante um 

período de 14 dias, tempo considerado hábil para indução da atrofia muscular, conforme 

estudos recentes (BERTOLINI et al., 2010; SANTOS-JUNIOR et al., 2010; ALVES et al., 

2013). 

 

 

4.3. Técnica de imobilização 

 

 

 Após avaliarmos diversos métodos de imobilização, chegamos ao consenso de 

utilizarmos uma técnica com metodologia simplificada (SANTOS-JUNIOR, 2010), a qual 

foi adaptada em nosso estudo para o uso em camundongos. A técnica consistiu em 

anestesiar os animais com Cetamina 50mg/Kg e Xilasina 8mg/Kg de peso do animal, 

posteriormente, o membro pélvico direito foi tricotomizado e imobilizado de forma prévia 
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com micropore hipoalergênico (Cremer). Em seguida, a imobilização foi realizada por tiras 

de esparadrapo (Cremer) impermeável (3 cm de largura), que inclui a pelve, quadril, joelho 

(ambos em extensão) e o tornozelo (em flexão plantar). Na sequência, uma tira de faixa 

gessada (Cremer) (2 cm de largura e 10 cm de comprimento) foi umedecida e aplicada sem 

muita pressão de torque em volta do membro do animal, com o propósito de impedir que o 

mesmo destrua a imobilização feita com o esparadrapo (Figura 1). A imobilização foi 

verificada diariamente, substituída quando danificada e mantida pelo período de duas 

semanas (14 dias). Posteriormente ao procedimento de imobilização articular os animais 

foram mantidos individualmente em gaiolas plásticas. Este procedimento evitou que os 

animais brigassem entre si e com isso danificassem a imobilização esparadrapo/gessada. 

 

 

Figura 1. Protocolo de imobilização articular do membro pélvico dos animais. A= plano 
lateral direito; B= plano ventral. 

 

 

4.4. Indução da obesidade e desnutrição nos animais 

 

 

Previamente aos experimentos os animais passaram por alguns procedimentos a fim 

de desenvolverem o quadro de obesidade e desnutrição proteica, caracterizando, assim, os 
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grupos experimentais (De SOUZA et al., 2007; FILIPUTTI et al., 2008; BATISTA et al., 

2012; RIBEIRO et al., 2012; CAPPELLI et al., 2013; VETTORAZZI et al., 2014).  

Para a indução da obesidade, logo após o desmame, os animais receberam uma dieta 

normoproteica e normolipídica até completarem 45 dias de vida. Em seguida, receberam 

dieta contendo alto teor de gordura (34% dieta hiperlipídica) até o final do experimento 

(105 dias). 

Para a indução da desnutrição proteica, os animais receberam uma dieta 

hipoproteica contendo 6% de proteína logo após o desmame. A ingestão dessa dieta 

permaneceu até o final do período experimental (105 dias).  

A composição nutricional das dietas segue em anexo (anexo I). 

O índice de Lee, peso total dos animais, peso dos tecidos adiposos retroperitoneal e 

perigonadal foram utilizados como variáveis para avaliação e caracterização dos grupos 

obesos e desnutridos.  

Os animais tiveram o peso corpóreo e o consumo energético monitorados em dois 

períodos, um pré e outro pós-imobilização. Os animais foram pesados diariamente na 

semana que antecedeu o procedimento de imobilização articular. Dessa forma foi 

mensurado o peso médio dos animais pré-imobilização. A mesma conduta foi seguida na 

semana seguinte à imobilização, mensurando-se assim o peso médio dos animais pós-

imobilização. Igualmente, o consumo alimentar foi avaliado, obtendo-se valores do 

consumo pré e pós-imobilização. Estes procedimentos foram realizados em todos os grupos 

experimentais. 

 

 

4.5. Avaliação da atividade locomotora 

 

 

Com o intuito de avaliar se a metodologia de imobilização proposta na presente 

pesquisa afeta a locomoção dos animais dentro do ambiente experimental, foi empregado o 

teste de avaliação da atividade locomotora como descrito a seguir. 

Utilizou-se caixas de atividade de campo aberto (Multitake Cage® LE001 PH) em 

policarbonato acrílico transparente (42,5 x 30,5 cm), com feixes de raios infravermelho 
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dispostos em diferentes alturas, o que possibilitou a detecção e contagem automática da 

locomoção do animal, tempo de imobilidade e o comportamento de levantar-se nas patas 

posteriores (Figura 2). O controle das sessões experimentais e o registro dos dados foram 

feitos em um notebook conectado às interfaces das caixas. Para isso, foi utilizado o 

software Compulse® e Actitrack (Pan Lab/Harvad instruments, Barcelona, Espanha) 

acoplado ao sistema.  

Com a finalidade de adaptação do animal, os mesmos foram colocados 

individualmente na caixa teste e permaneceram por um período de 24 horas, antes de iniciar 

o teste. Em seguida o sistema de coleta dos dados foi ligado e os animais foram 

monitorizados pelo aparelho durante um período de 24 horas. Os mesmos animais foram 

avaliados em períodos diferentes (pré e pós-imobilização). Os animais de todos os grupos 

passaram por este procedimento. 

 

 

Figura 2: Equipamentos para o teste de avaliação da atividade locomotora dos animais. 

 

 

4.6. Eutanásia dos animais  

 

 

Ao final dos tratamentos experimentais os animais foram anestesiados por meio da 

inalação de dióxido de carbono. Em seguida, foram sacrificados por decapitação e 
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posteriormente realizou-se a dissecção da tíbia e dos músculos gastrocnêmio e tibial 

anterior. Os músculos e a tíbia foram pesados e mensurados. Uma amostra sanguínea foi 

coletada diretamente do ventrículo esquerdo e armazenada em eppendorf de 1,5 ml sem 

anticoagulante. Posteriormente o sangue foi centrifugado para separação de seus derivados 

e então o soro foi coletado para análises bioquímicas. Em seguida os tecidos adiposos 

retroperitoneal e perigonadal foram dissecados, isolados e posteriormente pesados em 

balança analítica (Shimadzu®, modelo AUW220D). 

 

 

4.7. Quantificação sérica da enzima Creatina Quinase (CK) 

 

 

O sangue dos animais foi coletado no momento da eutanásia. Após a toracotomia e 

exposição do coração, uma seringa foi introduzida no ventrículo esquerdo do animal e um 

volume de sangue coletado e transferido para um eppendorf de 1,5 ml. Em seguida, o 

sangue foi centrifugado (Sigma®, Modelo 3-18k) nas seguintes condições: 8000 RPM, 4°C 

por 15 minutos, sendo o sobrenadante (soro) utilizado para análise. 

 Para quantificação da CK foi utilizado o kit CK-NAC UV AA líquida (Wiener 

Lab®) com método UV otimizado (IFCC). As absorbâncias das amostras foram lidas a 

37°C utilizando-se o analisador clínico de acesso randômico (CM200 – Wiener Lab®) que 

trabalha com um software integralmente desenvolvido para Windows XP ®.  

 

 

4.8. Preparo do osso e dos músculos para a técnica de Hematoxilina e Eosina 

 

 

Após a dissecção e pesagem, os músculos gastrocnêmio e tibial anterior foram 

transferidos para um recipiente e fixados em solução formalina 10% tamponada durante 24 

horas a 22ºC. Em seguida, as amostras foram lavadas, seguindo para desidratação em 

banhos de álcool, posterior diafanização com banhos de xilol e um processo de inclusão em 

parafina rotineiro (KIERNAN, 1981).  



23 

 

A tíbia passou pelos mesmos procedimentos, diferenciando-se apenas pela 

realização de um procedimento de descalcificação com EDTA (0,01 mol/L), após a fixação. 

Devemos ressaltar que a região periarticular distal da tíbia foi utilizada para as analises 

histomorfométricas.  

Após estas etapas, foram realizados cortes transversais de 7m de espessura com 

um micrótomo (Leica®, modelo RM2125RT). Para a coloração em hematoxilina-eosina as 

lâminas foram mergulhadas em solução de Hematoxilina por quarenta segundos, lavadas 

em água corrente, e posteriormente mergulhadas em Eosina por trinta segundos. Em 

seguida, as lâminas foram desidratadas em uma sequência alcoólica (70, 80, 95, 100%), 

mergulhadas em xilol e montadas com lamínulas em Bálsamo do Canadá. Esta coloração 

nos permite uma visualização geral de todo o tecido (KIERNAN, 1981). 

 

 

4.9. Estudos histomorfométricos  

 

 

Para o estudo histomorfométrico das imagens, estas foram capturadas por meio do 

microscópio óptico (Olympus modelo BX53) e de uma câmera (Olympus modelo 

QCOLLOR5) acoplada a este. Todas as imagens foram capturadas na objetiva de 10X para 

os músculos e na objetiva de 4X para a tíbia.  

O estudo histomorfométrico dos músculos quantificou a área e o diâmetro de Feret 

das fibras musculares com auxílio de um Software (Image_J). As áreas e diâmetros de 225 

fibras dos músculos gastrocnêmio e tibial anterior, por animal, foram assim obtidas: 15 

fibras por campo, sendo três campos por corte, num total de cinco cortes por animal. 

Utilizou-se um retículo quadriculado para delimitar o campo e, a escolha das 15 fibras foi 

feita aleatoriamente. Foram quantificadas as fibras musculares de quatro (4) animais por 

grupo, totalizando 900 fibras para cada grupo. A fim de se obter uma quantificação 

morfométrica correta e confiável das variáveis propostas, um segundo observador analisou 

as mesmas variáveis em 10% do total das lâminas e seus resultados foram comparados com 

os do responsável pela pesquisa. 
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O estudo histomorfométrico da tíbia quantificou por meio do Software (Image_J) os 

seguintes parâmetros: espessura da camada cortical, diâmetro do canal medular e número 

de osteócitos. Foram feitos quatro cortes de cada amostra. Em cada corte foram mensurados 

cinco pontos diferentes para a espessura da camada cortical, cinco campos visuais 

aleatórios para contagem dos osteócitos e o diâmetro do canal medular foi mensurado no 

seu total. Todas as variáveis foram quantificadas em quatro animais por grupo (N=4).   

 

 

4.10. Determinação do conteúdo de glicogênio muscular  

 

 

Após os tratamentos experimentais, para realizarmos a dosagem de glicogênio, um 

‘pool’ das amostras dos músculos (35-40 mg) foi inicialmente digerido em uma solução de 

KOH (30% c/ Na2SO4) em temperatura de 100ºC por 30 minutos. Posteriormente, o 

glicogênio foi precipitado a partir da passagem por etanol 95% a frio. Entre uma fase e 

outra da precipitação, a amostra foi centrifugada a 3.100 rpm durante 30 minutos. O 

glicogênio precipitado foi submetido a hidrolise ácida na presença de fenol 5% e H2SO4 

98%, segundo a proposta de Siu et al., (1970). A leitura das amostras foi realizada em 

espectrofotômetro com comprimento de onda de 490 nm. A análise por absorbância foi 

feita em duplicata para cada amostra. Os resultados foram apresentados em g/100g de 

tecido. 

 

 

4.11. Zimografia das metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 

 

 

 O presente trabalho optou por quantificar apenas as isoformas ativas das 

metaloproteinases dois (MMP-2) e nove (MMP-9) no tecido muscular. Os músculos 

gastrocnêmio e tibial anterior foram analisados de forma individual. A técnica de 

zimografia para metaloproteinases foi realizada pelos seguintes procedimentos: 
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 1- Extração: o tecido congelado (músculos) foi triturado e em seguida 

homogeneizado com tampão de extração (Tris-HCl 50mM pH 7.4, NaCl 0,2 M, Triton X-

100 0,1%, CaCl2 10mM e inibidor de protease 100µl /10ml), na proporção de 30mg de 

tecido/100µl de tampão de extração. A extração foi realizada por 2 horas em banho de gelo 

sob agitação. Após a extração, a amostra foi centrifugada a 4000 rpm (4°C) por 20 minutos 

(Centrifuga Sigma®, Modelo 3-18k). O sobrenadante foi coletado e armazenado. O 

precipitado foi ressuspendido com 1/3 do volume do tampão utilizado na primeira extração, 

a solução foi aquecida por 5 minutos a 60°C. Novamente foi feita uma centrifugação a 

4000 rpm (4°C) por 20 minutos e o sobrenadante coletado. Os dois produtos das duas 

extrações foram então misturados. Uma parte do extrato final foi separada para posterior 

dosagem de proteínas totais através do método de Bradford (1976).  

Para realização do método de Bradford (1976) foram utilizadas alíquotas dos 

extratos de zimografia. Como padrão foi empregado albumina bovina sérica (BSA). As 

leituras foram realizadas em espectrofotômetro (Modelo 8452 A Diode Array da HP®) no 

comprimento de onda de 595 nm. 

 2- Aplicação das amostras: a amostra foi aplicada usando-se a proporção de 2µl da 

amostra/1µl do tampão de amostra (5,5ml água destilada, 1,25ml Tris-HCL 0,5M pH 6.8, 

0,3ml glicerol, 0,2ml azul de bromofenol - 0,5% e 0,1g SDS-10%), em gel de 

Poliacrilamida 10% e 0,1% de gelatina. Foram aplicados 0,5 µl de amostra nos géis. A 

amostra mais o tampão foram incubados a 60°C por 5 minutos. 

 3- Eletroforeses (100 v aproximadamente 01h30minh): foram realizadas em 

condições não redutoras a 4ºC. Após a corrida, o gel foi lavado duas vezes de 15 min em 

Triton X-100 para retirar o SDS. Após incubação overnight a 37°C com tampão de 

incubação, o gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue por aproximadamente 2h, e 

descorado (solução metanol 30% e ácido acético 10% em água). Finalmente, foi colocado 

na solução encolhedora (metanol 30% e glicerol 3%). Após a eletroforese o gel foi 

fotografado e verificado por exposição à luz ultravioleta em transiluminador GBOX Chemi 

HR (Syngene®, Frederick, MD, EUA) e em seguida as imagens foram analisadas por meio 

de um software (Scion Image), onde foram realizadas a densitometria de bandas no gel de 

zimografia. 
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4.12 Tratamentos estatísticos 

 

 

Para a análise estatística foi utilizado inicialmente o teste de normalidade de 

Shapiro-Wilk. Em caso de normalidade dos dados, foi utilizada Analise de Variância 

(ANOVA) e teste “post hoc” de Tukey para comparações múltiplas. Esta forma de análise 

foi aplicada nas seguintes variáveis: Peso dos músculos gastrocnêmio e tibial anterior, peso 

dos tecidos adiposos retroperitoneal e perigonadal, índice de Lee, enzima CK sérica, 

glicogênio intramuscular, histomorfometria da tíbia, zimografia das metaloproteinases. 

Quando não houve normalidade dos dados, a escolha foi pelo teste não paramétrico 

de Kruskal-Wallis, seguido do “post hoc” de Dunns de comparações múltiplas. Esta forma 

de análise foi aplicada para as seguintes análises: área e diâmetro das fibras musculares. 

Para a análise da atividade locomotora, peso corpóreo e consumo alimentar dos 

animais antes e depois da imobilização, foram utilizados ANOVA two way, com o objetivo 

de identificar se a condição de imobilização articular afeta a atividade locomotora, peso e o 

consumo alimentar dos animais. 

A significância estatística foi considerada para valores de p<0,05, utilizando como 

recurso de análise o programa GraphPad Prism versão 5.00 para Windows, GraphPad 

Software, San Diego Califórnia USA, (www.graphpad.com). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.graphpad.com/
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5. RESULTADOS 

 

 

5.1. Caracterização dos grupos Controle, Obeso e Desnutrido. 

 

 

Antes do início experimental proposto para a pesquisa, os animais passaram por 

períodos padronizados de ingestão de dietas específicas a fim de que fossem caracterizados 

os grupos experimentais. Para verificação da efetividade da metodologia foram levados em 

conta o peso total (g) e o consumo alimentar dos animais, antes e depois da imobilização, o 

peso dos tecidos adiposos retroperitoneal e perigonadal (mg) após sacrifício, e o índice de 

Lee, calculado, ao final do experimento, a partir da relação entre a raiz cúbica do peso 

corporal e o comprimento nasoanal do animal. Devemos ressaltar que o índice de Lee é 

homólogo ao índice de massa corporal (IMC) em humanos (NOVELLI, et.al., 2007). 

Os resultados das comparações do peso corporal total (g) entre os grupos, antes e 

após a imobilização, apresentaram diferenças estatisticamente significativas.  

Quando comparados ao 91º dia (antes da imobilização), o GOI apresentou peso (g) 

16,3% maior em relação ao GC, enquanto o GDI apresentou peso de 6,8% menor que GC. 

Já o GCI não apresentou diferença estatística quando comparado ao GC. 

Em comparação feita no dia do sacrifício (105º dia) os grupos GCI e GDI 

apresentaram respectivamente uma redução de 8,1% e 17,5% no peso (g) quando 

comparados ao GC. Já o GOI não apresentou diferença significativa quando comparado ao 

GC. 

Considerando-se o fator imobilização, todos os grupos que passaram por esse 

procedimento (GCI, GOI, GDI) apresentaram redução no peso (g) quando comparados 

entre si no período pré-imobilização (91º dia), conforme valores absolutos na Figura 3. 
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Figura 3: Medidas do peso corpóreo dos animais (g) antes e após o procedimento de 
imobilização. GC=Controle; GCI=Controle Imobilizado; GOI=Obeso Imobilizado; 
GDI=Desnutrido Imobilizado; † diferente do GC (91 dias); * diferente do GC (105 dias); # 
diferentes dentro do mesmo grupo quando comparados o período pré e pós-imobilização. 
Valores expressos na forma de media ± erro padrão, ANOVA two way, com p<0,05. 
 

 

 Os resultados mostraram que os animais do GOI consumiram quantidade menor de 

dieta (12,3% e 17,5%), quando comparados ao GC-91º dia e GC-105º dia, respectivamente. 

Já o GDI teve aumento de 11% na ingestão da dieta quando comparado ao GC (105º dia), 

conforme exposto em valores absolutos na Figura 4.  
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Figura 4: Consumo semanal das dietas (g) antes e após o procedimento de imobilização. 
GC=Controle; GCI=Controle Imobilizado; GOI=Obeso Imobilizado; GDI=Desnutrido 
Imobilizado; † diferente do GC (91 dias); * diferente do GC (105 dias). Valores expressos 
na forma de media ± erro padrão, ANOVA two way, com p<0,05. 
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 A análise do índice de Lee apontou diferença estatisticamente significativa para 

todos os grupos no momento do sacrifício, o que mostra uma redução de GCI 4,2%, GOI 

2,2% e GDI 4,7% quando comparados ao GC. Já nas comparações entre os grupos 

imobilizados, o índice de Lee do GOI se apresentou 2,1% maior em comparação ao GCI.   

 Os dados relacionados ao tecido adiposo retroperitoneal apontaram diferença 

estatisticamente significativa. Os valores revelaram uma quantidade 42,33% maior na 

reserva adiposa no GOI quando comparado com o GC e, uma quantidade de 67,93% maior 

quando comparado ao GCI. O grupo GDI apresentou redução na reserva adiposa 

retroperitoneal em relação aos grupos GC e GCI, porém, sem diferença significativa. Os 

resultados observados no tecido adiposo perigonadal apontaram que o GOI apresentou 

reserva adiposa 23,1% maior que o GC e 27,3% maior que o GCI. Já no GDI foi observada 

uma taxa 32% menor da quantidade de tecido adiposo em relação ao GC e 29,6% menor 

em relação ao GCI. Os dados estão expostos em valores absolutos na Tabela 1. 

 
Tabela 1: Índice de Lee, peso dos tecidos adiposos retroperitoneal e perigonadal (mg) 
avaliados de acordo com a dieta específica ingerida por cada grupo. GC=Controle; 
GCI=Controle Imobilizado; GOI=Obeso Imobilizado; GDI=Desnutrido Imobilizado;  

Grupos Índice de Lee 
(Unidade 

arbitrária) 

Tecido adiposo 
retroperitoneal 

(mg) 

Tecido adiposo 
perigonadal (mg) 

GC 0,3240±0,0012 85,57±5,8 254,0±7,8 

GCI 0,3103±0,0013* 72,53±1,9 245,6±12,1 

GOI 0,3169±0,0014*# 121,8±8,1*# 312,7±14,7*# 

GDI 0,3089±0,0010* 67,90±4,6 172,8±14,1*# 

NOTA: *valores estatisticamente significativos em relação ao grupo GC; #valores 
estatisticamente significativos em relação ao GCI (p<0,05). Valores expressos na forma de 
média ± erro padrão, Anova One Way com post hoc de Tukey de comparações múltiplas 
com p<0,05. 
 
 

5.2. Análise da atividade locomotora 
 

 

 Os animais foram avaliados durante o período de 24 horas, sendo as primeiras 12 

horas no período claro (diurno) e as outras 12 restantes, no período escuro (noturno). Os 



30 

 

resultados da análise da atividade locomotora diurna entre os grupos pré-imobilizados (91º 

dia) e imobilizados (105º dia), apresentaram menores variações entre si. No entanto, não 

houve diferença estatisticamente significativa quando comparados esses grupos. Também 

não foram verificados valores estatisticamente significativos quando comparados os grupos 

dentro do mesmo período (91 ou 105 dias). A Figura 5 mostra os valores absolutos da 

atividade locomotora diurna. 
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Figura 5: Atividade locomotora diurna dos animais antes e durante o período de 
imobilização. GC=Controle; GCI=Controle Imobilizado; GOI=Obeso Imobilizado; 
GDI=Desnutrido Imobilizado; Valores expressos na forma de média ± erro padrão, 
ANOVA two way, com p<0,05. Neste caso não foram verificadas diferenças estatísticas 
significantes. 
 

 

Os resultados da análise da atividade locomotora noturna no período pré-

imobilização apresentaram diferenças estatisticamente significativas entre os grupos. 

Quando comparados no 91º dia (pré-imobilização) o GOI apresentou atividade 

locomotora 35,3% menor em relação ao GC. Na mesma observação, o GDI apresentou 

atividade de 41,4% menor que GC, enquanto, o GCI não apresentou diferença estatística 

quando comparado ao GC. 

Em comparação feita no período em que os animais se apresentavam imobilizados 

(105º dia), os grupos GCI, GOI e GDI apresentaram, respectivamente, uma redução de 

54,1%, 54,9% e 52,9% na atividade locomotora quando comparados ao GC. Já na 

comparação entre os grupos imobilizados não houve diferença estatística significante.  
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Levando em consideração o fator imobilização, os grupos (GCI, GOI e GDI), 

apresentaram atividade locomotora reduzida em 53,2%, 28% e 16,9% quando comparados 

com o período pré-imobilização (91 dias), conforme Figura 6. 
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Figura 6: Atividade locomotora noturna dos animais antes e durante o período de 
imobilização. GC=Controle; GCI=Controle Imobilizado; GOI=Obeso Imobilizado; 
GDI=Desnutrido Imobilizado; † diferente do grupo C (91 dias); * diferente do GC (105 
dias). # diferentes dentro do mesmo grupo quando comparados o período pré-imobilizado 
com o pós-imobilizado. Valores expressos na forma de média ± erro padrão, ANOVA two 
way, com p<0,05. 

  

 

5.3. Análise histomorfométrica e peso (mg) da massa muscular. 

 

 

Os dados histomorfométricos e o peso (mg) do músculo gastrocnêmio estão 

relatados em valores absolutos na Tabela 2 e de modo percentual para melhor compreensão 

das variações no decorrer do texto. 

Com relação à área de fibra do músculo gastrocnêmio (Figura 7), foram encontradas 

diferenças estatísticas entre todos os grupos analisados. A área de fibra do GCI mostrou-se 

42,7% menor que o grupo controle, ao passo que os grupos GOI e GDI apresentaram 

respectivamente área de fibra 49,9% e 59,6% menores em relação ao GC. Quando 

comparados apenas os grupos imobilizados, observamos uma diferença estatística na área 

de fibra muscular dos grupos GOI e GDI quando comparados ao GCI. A área de fibra do 
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GOI se apresentou 12,4% menor do que o GCI, da mesma forma que o GDI demonstrou 

área de 29,4% quando comparado com o GCI. 

 Estudando o diâmetro de Feret das fibras musculares do gastrocnêmio (Figura 7) 

verificamos que os grupos imobilizados GCI, GOI e GDI demonstraram, respectivamente, 

uma diminuição de 20,1%, 29,1% e 36% no diâmetro de suas fibras quando comparados ao 

GC. Quando analisamos, exclusivamente, os grupos imobilizados, verificamos uma 

diminuição de 11,2% no GOI e 19,2% no GDI quando comparados ao GCI. 

 Os dados relativos à massa muscular do gastrocnêmio foram analisados e exibiram 

diferenças estatísticas entre grupos. O GC apresentou peso de massa muscular 10,1% maior 

quando comparado ao GCI. No entanto, GOI e GDI expressaram valores 5,9% e 23,1% 

menores em relação ao GC. Na observação entre os grupos imobilizados, apenas o GDI 

apresentou redução de 14,5% da massa muscular em relação ao GCI.  

 

 
Figura 7: Cortes histológicos para determinação da área e diâmetro de Feret das fibras do 
músculo gastrocnêmio. A= Grupo Controle; B= Grupo Controle Imobilizado; C= Grupo 
Obeso Imobilizado; D= Grupo Desnutrido Imobilizado. 
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Tabela 2: Massa muscular (g), área (µm2) e diâmetro de Feret (µm) das fibras do músculo 
gastrocnêmio. GC=Controle; GCI=Controle Imobilizado; GOI=Obeso Imobilizado; 
GDI=Desnutrido Imobilizado; 
Grupos Massa muscular (mg) Área de Fibras µm2

 Diâmetro de Fibras µm 

GC 131,9±1,3 1766±11,3 63,1±0,3 

GCI 118,6±1,5* 1011±10,4* 50,4±0,3* 

GOI 124,1±1,6* 885,3±8,9*# 44,7±0,3*# 

GDI 101,4±1,3*# 714±5,6*# 40,4±0,2*# 

NOTA: *valores estatisticamente significativos em relação ao grupo GC; #valores 
estatisticamente significantes em relação ao grupo GCI (p<0,05). Valores expressos na 
forma de média ± erro padrão, Teste de Kruskal-Wallis com o post hoc de Dunns de 
comparações múltiplas com p<0,05. 
 

 

 O músculo tibial anterior seguiu a mesma variação do gastrocnêmio nas análises da 

área e diâmetro das fibras musculares (Figura 8) apresentando diferenças significativas na 

maioria das comparações entre os grupos estudados. 

 Os valores encontrados relataram uma diminuição de 44,2%, 46,6% e 52,8% da área 

de secção transversa dos grupos GCI, GOI e GDI respectivamente, quando comparados ao 

GC. Na verificação entre os grupos imobilizados o GOI apresentou diminuição de 4,2% e o 

GDI de 15,3% quando comparados ao GCI.  

 O estudo do diâmetro de Feret das fibras musculares do tibial anterior proporcionou 

a observação de que os grupos GCI, GOI e GDI apresentaram respectivamente uma 

diminuição de 24,1%, 25,9% e 31,2% em relação ao GC. Já a análise entre os grupos 

imobilizados apontou para uma redução de 2,3% do GOI e 9,3% do GDI, ambos, em 

relação ao GCI. 

 Na observação da massa muscular (g) do tibial anterior, apenas o GDI apresentou 

redução significativa de 10,9%, em relação ao GC, bem como em relação ao GCI. Os 

demais grupos não apresentaram diferenças estatisticamente significativas quando 

comparados entre si. Os dados com os valores absolutos estão expressos na Tabela 3. 
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Figura 8: Cortes histológicos para determinação da área e diâmetro de Feret das fibras do 
músculo tibial anterior. A= Grupo Controle; B= Grupo Controle Imobilizado; C= Grupo 
Obeso Imobilizado; D= Grupo Desnutrido Imobilizado. 
 

 

Tabela 3: Massa muscular (mg), área (µm2) e diâmetro de Feret (µm) de fibras do músculo 
tibial anterior. GC=Controle; GCI=Controle Imobilizado; GOI=Obeso Imobilizado; 
GDI=Desnutrido Imobilizado; 
Grupos Massa muscular (mg) Área de Fibras µm2 Diâmetro de Fibras µm 

GC 40,5±1,1 1225±11,7 52,2±0,4 

GCI 40,5±0,9 682,6±5,2* 39,6±0,3* 

GOI 41,5±0,7 653,9±5,9*# 38,7±0,3*# 

GDI 36,1±1,1*# 578,4±6,9*# 35,9±0,2*# 

NOTA: *valores estatisticamente significativos em relação ao GC; #valores 
estatisticamente significativos em relação ao GCI (p<0,05). Valores expressos na forma de 
média ± erro padrão, Para o peso corpóreo foi utilizado Anova One way com o post hoc de 
Tukey; Para as demais variáveis foi utilizado teste de Kruskal-Wallis com o post hoc de 
Dunns de comparações múltiplas com p<0,05. 
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5.4. Análise histomorfométrica do tecido ósseo (tíbia) 

 

 

O estudo envolvendo a tíbia dos animais apresentou diferenças estatísticas em todas 

as variáveis analisadas. Quantificando o número de osteócitos podemos observar que os 

grupos GCI, GOI e GDI apresentaram, respectivamente, quantidades 7,6% 7,7% e 7,9% 

menores quando comparados ao GC. Na comparação entre os grupos imobilizados não 

houve diferença estatística. 

 Analisando a espessura da camada cortical óssea, os valores encontrados 

demonstraram que os GCI e GDI diferiram significativamente quando comparados ao GC. 

Já na análise dos grupos imobilizados evidenciamos que o GDI apresentou redução 

significativa em comparação ao GCI. 

 Os valores encontrados referentes ao diâmetro do canal medular apresentaram 

diferenças estatísticas em todos os grupos quando comparados ao GC. Quando foram 

comparados apenas os grupos imobilizados, o GOI e o GDI apresentaram, respectivamente, 

valores 20,6% e 20,7% menores quando comparados ao GCI. Os valores absolutos das 

análises da tíbia estão expressos na tabela 4. 

 
Tabela 4: Número de osteócitos, espessura da camada cortical (µm) e diâmetro do canal 
medular da tíbia (µm). GC=Controle; GCI=Controle Imobilizado; GOI=Obeso 
Imobilizado; GDI=Desnutrido Imobilizado; 

Grupos Nº de Osteócitos Espessura da cortical 

µm 

Diâmetro do canal 

medular µm 

GC 23,69±0,56 203,1±1,5 663,6±9,1 

GCI 21,89±0,46* 195,5±2,1* 720,7±9,9* 

GOI 21,87±0,35* 196,7±1,4 869,6±5,2*# 

GDI 21,82±0,36* 164,6±2,1*# 870,1±18,6*# 

NOTA: *valores estatisticamente significativos em relação ao GC; #valores 
estatisticamente significantes em relação ao GCI (p<0,05). Valores expressos na forma de 
média ± erro padrão, Anova One Way com post hoc de Tukey de comparações múltiplas 
com p<0,05. 
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5.5. Quantificação sérica da enzima Creatina Quinase – CK 

 

 

O resultado da dosagem sérica da enzima creatina quinase (CK) apresentou 

diferença estatisticamente significativa em todos os grupos imobilizados quando 

comparados ao GC. A CK se apresentou aumentada em 78,9% no GCI quando comparado 

ao GC. Todavia, os grupos GOI e GDI apresentaram um aumento de 80% e 92,1%, 

respectivamente, quando comparados ao GC. Não houve diferença estatística quando 

comparados os grupos imobilizados entre si. Na Figura 9 são apresentados os valores 

absolutos. 
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Figura 9: Dosagem sérica da enzima creatina quinase (CK). GC=Controle; GCI=Controle 
Imobilizado; GOI=Obeso Imobilizado; GDI=Desnutrido Imobilizado; * diferente do GC. 
Valores expressos na forma de media ± erro padrão, Anova One Way com post hoc de 
Tukey de comparações múltiplas com p<0,05. 
 

 

5.6. Dosagem do glicogênio intramuscular 

 

 

Na análise da dosagem de glicogênio intramuscular verificaram-se três situações 

distintas. A primeira foi o aumento da quantidade relativa de glicogênio intramuscular nos 

GCI e GOI em relação ao GC, entretanto, sem diferença estatística. A segunda, uma 

redução desta dosagem no GDI em relação ao GC, também sem resultado estatisticamente 

significativo. A terceira foi que, quando comparados os grupos imobilizados, o GDI 
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apresentou glicogênio intramuscular reduzido em 68,1% e 70,9% quando comparado ao 

GCI e GOI, respectivamente. Na Figura 10 são apresentados os valores absolutos. 
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Figura 10: Análise conjunta da dosagem de glicogênio intramuscular dos músculos 
gastrocnêmio e tibial anterior. GC=Controle; GCI=Controle Imobilizado; GOI=Obeso 
Imobilizado; GDI=Desnutrido Imobilizado; # diferente dos grupos GCI e GOI. Valores 
expressos na forma de media ± erro padrão, Anova One Way com post hoc de Tukey de 
comparações múltiplas com p<0,05. 
 

 

5.7. Zimografia das enzimas MMP-2 e MMP-9 

 

 

 A técnica de zimografia permitiu analisar isoladamente os músculos gastrocnêmio e 

tibial anterior e apresentou diferenças estatísticas significativas em ambos os músculos 

quando comparados os diferentes grupos. No presente estudo quantificamos apenas as 

isoformas ativas da MMP-2 e da MMP-9. 

 Os resultados do estudo da enzima MMP-2 ativa no músculo gastrocnêmio (Figura 

11) apontaram aumento significativo no GOI (33,1%) e GDI (41,1%) quando comparados 

ao GC. Já o GCI apresentou aumento de 26,2% em relação ao GC, porém, essa diferença 

não foi estatisticamente significativa. Na comparação entre os grupos imobilizados não 

foram observadas diferenças significativas. 

 Na quantificação da enzima MMP-9 ativa do músculo gastrocnêmio (Figura 11) 

apenas o GDI apresentou diferença estatisticamente significativa apontando uma elevação 
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de 54,5% em comparação com o GC. Os demais grupos (GCI e GOI) exibiram aumento na 

quantidade da enzima MMP-9 ativa em relação ao GC, no entanto essa diferença não foi 

significativa. Quando foram comparados apenas os grupos imobilizados, os resultados não 

apresentaram diferenças estatísticas. Os valores absolutos estão expressos na Tabela 5.  

 

 

 

Figura 11: Gel de zimografia para análise da isoforma ativa das MMP-2 e MMP-9 no 
músculo gastrocnêmio. GC= Grupo Controle; GCI= Grupo Controle Imobilizado; GOI= 
Grupo Obeso Imobilizado; GDI= Grupo Desnutrido Imobilizado; 

 

 

Tabela 5: Densitometria das bandas de zimografia das enzimas MMP-2 e MMP-9 ativa no 
músculo gastrocnêmio. Unidades expressas em valor de pixel. GC=Controle; 
GCI=Controle Imobilizado; GOI=Obeso Imobilizado; GDI=Desnutrido Imobilizado; 

Grupos MMP-2 Ativa MMP-9 Ativa 

GC 1217±86,1 1788±127,6 

GCI 1536±75,6 2101±133,7 

GOI 1620±109,4* 2137±216,6 

GDI 1717±128,9* 2892±306,8* 

NOTA: *valores estatisticamente significativos em relação ao GC (p<0,05). Valores 
expressos na forma de média ± erro padrão, Anova One Way com post hoc de Tukey de 
comparações múltiplas com p<0,05. 
 

 

 No estudo da enzima MMP-2 ativa do músculo tibial anterior (Figura 12) os 

resultados apontaram um aumento na quantidade da enzima em todos os grupos 

imobilizados quando comparados ao GC. Os aumentos foram de GCI (211,7%), GOI 
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(215,7) e GDI (375,1%), em relação ao GC. Todos os resultados se mostraram 

estatisticamente significativos. Já na análise entre os grupos imobilizados não houve 

diferença estatística nas comparações. 

 A quantidade da enzima MMP-9 ativa no músculo tibial anterior (Figura 12) se 

apresentou maior em todos os grupos imobilizados quando comparados ao GC, no entanto, 

apenas o GCI apresentou aumento estatisticamente significativo (210%). Na comparação 

entre os animais imobilizados conseguimos averiguar uma maior quantidade da enzima no 

GCI quando comparado aos GOI e GDI, porém, sem significância estatística. Os dados 

com os valores absolutos estão expressos na Tabela 6. 

 

 

 

Figura 12: Gel de zimografia para análise da isoforma ativa das MMP-2 e MMP-9 no 
músculo tibial anterior. GC= Grupo Controle; GCI= Grupo Controle Imobilizado; GOI= 
Grupo Obeso Imobilizado; GDI= Grupo Desnutrido Imobilizado; 
 

 

Tabela 06: Densitometria das bandas de zimografia das enzimas MMP-2 e MMP-9 ativa no 
tibial anterior. Unidades expressas em valor de pixel. GC=Controle; GCI=Controle 
Imobilizado; GOI=Obeso Imobilizado; GDI=Desnutrido Imobilizado; 

Grupos MMP-2 Ativa MMP-9 Ativa 

GC 374±101,8 902±40,3 

GCI 1166±76,1* 2584±573,1* 

GOI 1181±54,6* 2031±148,9 

GDI 1777±126,5* 1470±93,8 

NOTA: *valores estatisticamente significativos em relação ao GC. Valores expressos na 
forma de média ± erro padrão, Anova One Way com post hoc de Tukey de comparações 
múltiplas com p<0,05. 
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6. DISCUSSÃO 

 

 

6.1. Peso corpóreo e consumo alimentar 

 

 

Considerando a dificuldade de estudar a obesidade e a desnutrição proteica em 

humanos dentro de um ambiente experimental, devido a uma condição ética lógica que 

envolve tal procedimento, alguns modelos animais vêm sendo amplamente utilizados com 

o intuito de evidenciar as características específicas desses grupos. 

No caso da obesidade experimental o procedimento mais empregado na literatura 

consiste em submeter animais a uma dieta rica em gordura High-Fat Diet (HFD). Este 

modelo representa com fidedignidade o comportamento alimentar do homem moderno, que 

segundo a organização mundial da saúde (OMS, 2002) tem aumentado consideravelmente 

o consumo de alimentos com alto teor de gordura, sobretudo gorduras saturadas, 

conhecidas por serem potencialmente prejudiciais ao organismo. Seguindo a mesma linha 

experimental, a desnutrição proteica vem sendo desenvolvida em animais por meio de 

procedimentos que evidenciam uma ingestão de alimentos pobres em proteínas e nutrientes 

em períodos característicos da vida, sobretudo na infância, onde, os casos de desnutrição 

são mais frequentes, graves e próximos da realidade humana (ALVES, 2008). 

Nossos resultados mostraram que, animais do GOI, que consomem dieta rica em 

gordura, apresentam redução da quantidade de ração ingerida (g) quando comparados ao 

GC. Contudo, quando consideramos que a HFD utilizada tem um conteúdo calórico maior 

que a dieta controle, esse parâmetro sofre uma inversão.  

Nossos dados são reforçados por resultados encontrados na literatura que mostram 

que animais submetidos a uma HFD consomem quantidade reduzida de dieta (g), porém, 

em termos calóricos, os mesmos consomem volume maior quando comparados aos animais 

do GC. Dessa forma, ocorre um maior ganho no peso corpóreo e consequente acúmulo 

exacerbado de tecido adiposo retroperitoneal e perigonadal, característicos da obesidade 

mórbida. Portanto, nossos dados corroboram com os da literatura (AHREN et al., 1997; 
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HANSEN et al., 2004; VELKOSKA et al., 2005; SHIRAEV et al., 2009) sobre peso 

corpóreo e quantidade de tecido adiposo em animais que consomem HFD.  

Os dados da nossa pesquisa que se referem ao grupo de animais desnutridos (GDI) 

mostraram que o consumo alimentar nesse grupo é maior em relação aos demais em ambos 

os períodos verificados, porém, a diferença estatística é evidenciada apenas no período pós-

imobilização. Esse aumento na ingestão em relação aos demais grupos não deixou de 

caracterizar o GDI, pois, segundo autores esse fenômeno é um reflexo da própria 

desnutrição proteica, uma vez que esta condição induz hiperfagia no animal (BENTO-

SANTOS, 2012). 

Corroborando com nossos estudos alguns autores demonstraram em ratos que a 

restrição alimentar (30% da ingestão do controle) e a desnutrição proteica (8% de caseína) 

durante a gestação e lactação induzem hiperfagia e preferência por alimentos calóricos na 

prole ao longo do desenvolvimento até a idade adulta (VICKERS et al., 2000; COUPE et 

al., 2009). Esses efeitos parecem estar associados a um atraso na sensação de saciedade, um 

aumento no tamanho da refeição e uma redução no período de latência para comer 

(VICKERS et al., 2000; COUPE et al., 2009). No entanto, essa hiperfagia não compensa o 

metabolismo enérgico-proteico do animal, pois, a ingestão de proteínas continua sendo 

menor em relação ao grupo controle e, consequentemente, o peso e as reservas adiposas 

também se apresentam diminuídas nesses animais, fatos que foram evidenciados em nosso 

estudo. 

Outro dado importante relacionado à ingestão alimentar foi o fato de que a 

imobilização não foi capaz de causar alterações sobre esse parâmetro, em ambos os grupos 

experimentais, quando comparados em período pré e pós-imobilizados.  

Apesar de não observarmos diferença no consumo alimentar dos animais em 

condições pré e pós-imobilização, os animais imobilizados tiveram perda de peso acentuada 

em relação ao período pré-imobilização. Segundo Dittmier & Teasell (1993), esse 

fenômeno pode ser explicado, principalmente, devido a uma perda da massa muscular 

global, onde devido à imobilização, a velocidade da síntese proteica não acompanha a 

rápida proteólise muscular, fato que já podemos evidenciar após algumas horas de 

imobilização. Dittmier & Teasell (1993) ainda ressalta que o animal/indivíduo não sofre 
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apenas perda do tecido muscular global, e sim em diversos segmentos e sistemas do 

organismo como no tecido ósseo e no cardíaco. 

 

 

6.2. Análise da atividade locomotora 

 

 

O teste de atividade locomotora em campo aberto, descrito originalmente por Hall 

em 1941, explora a reação natural de roedores a espaços abertos e é usado para avaliar o 

comportamento locomotor fornecendo simultaneamente dados/avaliações sobre a 

locomoção e exploração de ambientes (NAHAS, 1999; RIBEIRO et al, 2012). 

Em nossos estudos, quando analisamos a atividade locomotora diurna no período 

pré-imobilização (91 dias), pudemos observar que não houve diferença estatística entre os 

grupos estudados, conforme dados apresentados na Figura 3. Da mesma forma quando 

analisamos aos 105 dias, constatamos que o procedimento de imobilização não reduziu 

significativamente a atividade locomotora nos grupos imobilizados em comparação ao GC 

durante o período diurno. Tal fato pode ser explicado, pois, sabe-se que a maioria dos 

roedores é apontada como espécies de hábitos noturnos e concentram suas atividades na 

fase escura do dia (MEZADRI et al., 2011). Sendo assim, o período diurno ficou destinado 

ao repouso dos animais, fato que justifica nossos achados e aponta que animais 

imobilizados e não imobilizados permaneceram, na maioria desse período, em estado de 

repouso.  

Nossos resultados referentes à atividade locomotora noturna pré-imobilização (91 

dias) demonstraram que os grupos GOI e GDI apresentam redução significativa na 

atividade locomotora quando comparados ao GC (Figura 4). Esses resultados sugeriram 

que os animais que ingeriram dietas hiperlipídica (GOI) e hipoproteica (GDI) apresentaram 

um padrão menor na deambulação quando comparados ao GC em condições pré-

imobilização/livre.  

 Baseado em nossos resultados que revelaram peso corpóreo elevado no GOI em 

comparação ao GC aos 91 dias (Figura 1), sugerimos a hipótese de que esses animais 

apresentam menor atividade locomotora devido ao excesso de peso e ao acúmulo de tecido 
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adiposo no organismo (Tabela 1), episódios diretamente relacionados às condições de 

sedentarismo. 

Estudos indicam que o excesso de peso compromete a saúde dos indivíduos, 

acarretando diversos prejuízos, tais como deficiências na função musculoesquelética e no 

sistema proprioceptivo (STEINDL, et al., 2006; WEARING et al., 2006; D’HONDT, et al., 

2008; BARBACENA, 2011). Pinho e Petroski (1999) verificaram que indivíduos com 

sobrepeso ou obesidade apresentavam o sedentarismo como característico no seu 

comportamento motor. Na literatura é encontrada uma associação entre a obesidade e um 

menor tempo dedicado à atividade física, caracterizando os hábitos sedentários desses 

indivíduos/animais (DURANT et al., 1994).  

Em analogia a nossos achados, as pesquisas de Baruki et al., (2006) e Vader et al., 

(2009) apontaram que indivíduos obesos possuem um comportamento sedentário quando 

comparado aos indivíduos eutróficos. Da mesma forma estudos demonstraram que crianças 

obesas são menos ativas comparadas àquelas que se encontram dentro do peso e IMC 

normais (MALINA et al., 2009). Estes achados literários fortalecem nossa hipótese sobre o 

comportamento de animais obesos em relação à diminuição da atividade locomotora. 

Os resultados da atividade locomotora noturna do GDI no período pré-imobilização 

(91 dias) apontaram que estes animais apresentaram um padrão diminuído de atividade 

locomotora quando comparados ao GC. Tal fato pode ser fundamentado, pois, na literatura 

existem evidências de que há prejuízos na função muscular e consequente diminuição da 

força, na presença da desnutrição (NORMAN et al., 2011). Newman et al., (2003) 

demonstraram, de modo similar, que a desnutrição está associada à diminuição da massa 

magra, e que tal variável está intimamente relacionada à força, podendo dessa forma 

interferir no processo de deambulação dos indivíduos. 

Corroborando com nossos achados Barros et al., (2006) observaram diminuição na 

atividade locomotora de ratos submetidos à desnutrição no período crítico do 

desenvolvimento, o que pode indicar um retardo no desenvolvimento do sistema 

neuro/músculo-esquelético. Já em contraste com nossos resultados Nagy et al., (1977), por 

sua vez, observaram um aumento a partir do 17º dia de vida pós-natal na atividade 

locomotora de ratos desnutridos. Este achado foi associado a um retardo na maturação de 

estruturas do SNC que modulam a expressão do movimento voluntário. 
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Dessa forma, os padrões de locomoção, que se desenvolvem de acordo com uma 

sequência cronológica, e dependem da postura e gravidade, assim como, da integridade do 

sistema neuro/músculo-esquelético, podem sofrer alterações devido à interferência de 

adversidades nutricionais (FOX, 1965; WALTON et al., 1992; GRAMSBERGEN, 1998; 

BARROS et al., 2006).  

A técnica de imobilização com esparadrapo/gesso, adaptada para uso em 

camundongos e utilizada neste estudo, mostrou-se eficiente, de simples aplicação, pouco 

trabalhosa, fundamental para manter o membro na posição encurtada durante todo o 

período estudado (14 dias) e, consequentemente, desenvolveu características específicas 

para os grupos estudados em âmbito experimental.  

Avaliando a atividade locomotora noturna nos animais imobilizados (105 dias) 

pudemos notar que todos os grupos apresentaram diminuição da atividade quando 

comparados ao GC (Figura 1). Sugere-nos, portanto, que o procedimento utilizado de 

imobilização articular gerou uma redução no padrão deambulatório dos animais nos grupos 

GCI, GOI e GDI. Já quando foram realizadas comparações apenas entre os grupos 

imobilizados não foram observadas diferenças estatísticas. 

A imobilização articular possui efeito na função muscular, pois acarreta um 

aumento na vulnerabilidade às perturbações morfológicas, funcionais e biomecânicas no 

músculo (PAIXÃO et al., 2011). Essas perturbações causam prejuízo na qualidade de vida 

do indivíduo, o que concorda com nossos achados, onde verificamos que os animais 

imobilizados apresentaram um padrão deambulatório reduzido quando comparados ao GC, 

sugerindo, assim, uma menor liberdade de locomoção em ambiente experimental. 

Apoiando nossos achados, Silva et al., (2009) verificaram uma diminuição na 

atividade locomotora de animais previamente imobilizados quando comparados com 

animais controle. Sendo assim, os autores demonstraram que a condição de imobilização 

articular conduz o indivíduo a uma situação de redução provisória de suas habilidades 

locomotoras, podendo influenciar negativamente a sua vida e seus hábitos diários. 

 

 

6.3. Dados histológicos dos músculos 
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Cerca de 40% do corpo dos mamíferos é composto por tecido muscular esquelético, 

sua massa e composição estão constantemente em processo de remodelagem para se 

adaptarem às funções impostas no dia-dia, podendo assim ocorrer alterações metabólicas e 

estruturais no tecido muscular, caso haja um desequilíbrio entre as condições impostas ao 

músculo em nosso cotidiano (PAIXÃO et al., 2011). Portanto, o emprego da imobilização 

articular acaba por gerar um comprometimento na homeostasia das fibras musculares. 

Neste estudo, foram priorizados os músculos gastrocnêmio e tibial anterior por 

possuírem fácil acesso, estarem próximos anatomicamente e apresentarem características 

distintas. A imobilização experimental utilizada gerou perda da massa muscular (mg) do 

músculo gastrocnêmio em todos os grupos imobilizados quando comparados ao GC. No 

entanto, o peso do músculo tibial anterior (mg) apresentou redução significativa apenas no 

GDI quando comparado ao GC. Com isso, concluímos que o músculo tibial anterior foi 

menos afetado em relação ao gastrocnêmio. Isso se justifica pelo fato do músculo tibial 

anterior permanecer em uma posição alongada durante o período de imobilização e que, 

segundo Williams e Goldspink (1984), essa posição favorece uma atrofia mais lenta do 

tecido muscular. Corroborando com nossas pesquisas Durigan et al., (2006) salientaram 

que a imobilização por diferentes períodos e diversos métodos resulta em atrofia muscular, 

variando de 15% a 70%, dependendo dos animais utilizados e das fibras avaliadas em cada 

músculo. 

Os resultados expressos nas Tabelas 2 e 3 mostraram uma redução na área de secção 

transversa e no diâmetro das fibras musculares dos músculos esqueléticos nos grupos 

imobilizados quando comparados ao controle. Tal fato indica que houve perda e 

consequente atrofia do tecido muscular, o que condiz com achados de diferentes 

pesquisadores em relação ao músculo esquelético submetido à imobilização (LIMA-SILVA 

et al. 2007; FALEMPIN & MOUNIER, 1998; ZHANG; CHEN; FAN, 2007; SANTOS-

JUNIOR et al., 2010). 

Reforçando nossos estudos, Slimani et al. (2012) demonstraram que os músculos 

gastrocnêmio e tibial anterior, quando imobilizados, apresentavam maior porcentagem de 

atrofia em relação a seus controles, com maior comprometimento do gastrocnêmio. Este 

episódio pode ser explicado ao menos por duas hipóteses: 1) diferença da posição 

anatômica entre os músculos e 2) diferença dos tipos de fibras. 
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Com relação à posição anatômica, os músculos cujas ações são antigravitacionais, 

como no caso o gastrocnêmio, que está localizado posteriormente em relação ao tibial 

anterior, apresenta maior grau de atrofia em situações de desuso como na imobilização 

articular (CAIOZZO et al., 1996). No que concerne à diferença da tipagem de fibras, 

Talmadge (2002) verificou que as fibras do tipo I possuem menor capacidade de adaptação 

quando comparadas às fibras do tipo II e, portanto, são atingidas mais intensamente pelo 

desuso. Este fato foi evidenciado em nossos resultados, pois, o gastrocnêmio é um músculo 

misto com predominância de fibras do tipo I, enquanto o tibial anterior é predominante em 

fibras tipo II.  

Avaliando especificamente os grupos imobilizados podemos notar que o peso dos 

músculos gastrocnêmio e tibial anterior diminuíram significativamente no GDI quando 

comparados ao GCI, enquanto o peso dos mesmos músculos no GOI não apresentaram 

diferenças estatisticamente significativas em relação ao GCI. Todavia, quando analisamos a 

área de secção transversa e o diâmetro das fibras, ambos os grupos, GOI e GDI, tiveram 

uma redução significativa dessas variáveis em comparação ao GCI.  

Considerando os resultados obtidos, concluímos que o tecido muscular dos animais 

GOI e GDI sofreu prejuízo acentuado quando submetido ao procedimento de imobilização. 

Baseados nesses resultados, levantamos a hipótese de que os animais que se alimentam 

com as dietas HSD (GOI) e hipoproteica (GDI) podem desenvolver mecanismos que 

potencializam de forma negativa a atrofia do tecido muscular, o que pode causar um maior 

comprometimento na homeostase dos músculos estudados quando comparados ao GCI. 

Kimball et al. (1994) e Santos-Junior (2010) afirmaram que a perda de massa 

muscular é uma característica comum no estado diabético/obeso, na restrição alimentar ou 

ainda na inatividade física prolongada, como acontece em casos de imobilização articular. 

Pautados nessas informações, acreditamos que em ambas as condições impostas, a 

consequente interação entre os estados de imobilização/obesidade e 

imobilização/desnutrição se mostraram fatores determinantes para o desenvolvimento de 

uma potencialização na atrofia muscular dos grupos GOI e GDI estudados em nossa 

pesquisa. 

Para o desenvolvimento da musculatura esquelética e a manutenção da massa 

muscular nos indivíduos, faz-se necessário um suprimento de insulina e uma quantidade 
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adequada de atividade contrátil (SANTOS-JUNIOR et al., 2010). As ações da insulina 

sobre o metabolismo proteico são especialmente importantes no tecido muscular. Assim, os 

efeitos anabólicos desse hormônio são reforçados por suas ações anticatabólicas. Contudo a 

insulina inibe a proteólise, suprime a liberação e inibe a oxidação dos aminoácidos 

essenciais (LUCIANO, 1998). 

 Considerando-se essas características, acreditamos que os animais dos grupos GOI 

e GDI sofreram danos mais acentuados no tecido muscular, pois além de estarem 

acometidos pela condição de imobilização, comumente, quando em condições de obesidade 

e desnutrição proteica, apresentam distúrbios nos mecanismos de suprimento e utilização 

do hormônio insulina, o que potencializa seu estado catabólico muscular. 

As doenças como a obesidade e a desnutrição proteica parecem atuar como fatores 

etiológicos nas alterações do tecido muscular esquelético. Na obesidade a resistência à 

insulina é caracterizada pela redução do transporte e do metabolismo de glicose tanto nos 

adipócitos quanto no músculo esquelético. Esses fatores comprometem a supressão da 

produção de glicose pelo fígado e com isso, acarretam deficiência na sinalização da insulina 

nos três tecidos-alvos (TONUCCI e TOLEDO, 2011). 

Particularmente no músculo esquelético a condição de resistência à insulina gera um 

mecanismo dificultado de glicogênese com consequente falta de substrato energético para o 

músculo realizar seu ciclo de encurtamento/estiramento. Dessa forma um músculo 

acometido por essas condições pode desencadear um processo de atrofia por resistência à 

insulina (CHINGUI, 2008). 

 Corroborando com nossos achados a respeito da desnutrição proteica, estudos 

experimentais demonstraram que filhotes de ratas expostas a tal procedimento apresentaram 

diminuição na área e no diâmetro das fibras musculares do gastrocnêmio e tibial anterior 

(NASCIMENTO et al, 1990; ALVES et al, 2008). Da mesma forma, outros estudos, 

demonstraram que filhotes de ratas expostas à desnutrição proteica durante a gestação e 

lactação, apresentaram alteração na quantidade e proporções de fibras musculares, além de 

resistência à insulina na idade adulta (OZANE et al., 2003; OZANE et al., 2005; 

TOSCANO et al., 2008).  

No caso das associações entre a obesidade, desnutrição proteica e imobilização 

articular, os músculos analisados obtiveram um acréscimo na atrofia em relação a cada 
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condição isolada. Portanto, o procedimento de imobilização articular de um paciente obeso 

ou desnutrido deve ser criterioso, especialmente pelas consequências que a imobilização 

acarreta ao metabolismo que, por si só, em condições de obesidade e desnutrição, gera um 

comprometimento muscular importante. 

 

 

6.4. Dados histológicos do tecido ósseo (tíbia) 

 

 

Os tecidos do nosso organismo respondem à situação de estresse mecânico e, 

conforme exigidos, modificam suas propriedades. O mesmo pode ser aplicado à ausência 

total de movimento, que pode ser considerado um estresse e, consequentemente, levar à 

adaptações dessas estruturas, fato que pode ser evidenciado até mesmo no tecido ósseo 

(LECOQ et al., 2006; SANTOS-JUNIOR, 2010).  

Trebacz (2001), Silva e Volpon (2004), analisaram os ossos de ratos submetidos à 

imobilização e verificaram que a hipoatividade causou redução significativa nos valores de 

suas propriedades mecânicas, o que ocasionou o seu enfraquecimento. 

Nosso estudo optou pela utilização da tíbia por se tratar de um osso anatomicamente 

relacionado com os músculos priorizados neste estudo. O Protocolo de imobilização 

utilizado gerou redução do número de osteócitos e diminuição no diâmetro do canal 

medular (µ) em todos os grupos imobilizados quando comparados ao GC. No entanto a 

espessura da camada cortical apresentou redução significativa apenas nos grupos GDI e 

GCI quando comparado ao GC. Dessa forma, baseados em nossos resultados, concluímos 

que o procedimento de imobilização articular causa prejuízo no tecido ósseo avaliado. 

O estimulo mecânico pode justificar tais resultados, pois quando diminuído, quer 

seja por hábitos sedentários ou pelo desuso causado por condições sistêmicas ou regionais, 

como a imobilização, acarreta um processo de adaptação com aumento da reabsorção óssea 

e, consequente enfraquecimento ósseo. Resultado que parece estar relacionado com a queda 

no metabolismo ósseo, o que provoca uma diminuição na quantidade de células para a 

manutenção desse tecido (SILVA, 2004; SANTOS-JUNIOR, 2010).  



50 

 

Segundo estudos de Minaire (1989) e Yeh et al.(1993), a imobilização permite a 

reabsorção óssea e a depressão da sua formação. Acarreta em diminuição da massa óssea 

com relação ao seu volume e alterações simultâneas no material e propriedades geométricas 

do osso. Estima-se que cerca de 30% do total da perda óssea induzida pela imobilização 

experimental em ratos seja causada pelo aumento da reabsorção óssea e, aproximadamente 

70% pela diminuição da formação óssea (WEINREB, et al., 1989). 

Reforçando nossos achados, Kiratli (1996) evidenciou que a imobilização articular 

resulta em um desbalanceamento no metabolismo ósseo, seguido por uma perda rápida de 

tecido e comprometimento da função mecânica. De acordo com a teoria de adaptação 

estrutural proposta por Frost (1990), a diminuição do uso mecânico reduz o ganho de massa 

óssea, deprime o crescimento longitudinal do osso e estimula a perda óssea dependente da 

reabsorção.  

Em contrapartida, Portinho, Boin e Bertolini (2008), verificaram que duas semanas 

de imobilização não provocaram alterações significativas no diâmetro do canal medular e 

na espessura óssea do fêmur em ratos Wistar, todavia, ocorreu uma diminuição 

significativa no número de osteócitos nesses animais. Esses achados são justificados 

baseados em estudo prévio, onde o autor verificou que o período de imobilização, idade, 

espécie do animal e o osso analisado influenciam diretamente nos achados referentes ao 

tecido ósseo (TREBACZ, 2001). 

Analisando, especificamente, os grupos imobilizados, pudemos notar que, o número 

de osteócitos não apresentou diferença estatística nas comparações entre os grupos. No 

entanto, o resultado da avaliação da espessura da camada cortical apresentou diferença 

estatística apontando uma redução de 15,8% no GDI quando comparado ao GCI. Na 

avaliação do diâmetro do canal medular os grupos GOI e GDI apresentaram valores 

significativamente maiores quando comparados ao GCI. Pautados nesses resultados 

observamos que os animais do GOI e GDI apresentaram, de forma geral, um maior prejuízo 

no tecido ósseo quando comparados ao GCI.  

A respeito dos resultados encontrados para o GOI, pudemos observar que apenas o 

diâmetro do canal medular apresentou valores elevados em relação ao GCI. Em 

contrapartida, os valores relacionados à contagem de osteócitos e espessura da camada 

cortical não apresentaram diferenças estatísticas em relação ao GCI. Portanto, podemos 
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sugerir que os animais obesos (GOI) apresentaram um pequeno desfavorecimento no 

metabolismo ósseo quando comparados com animais do GCI. 

Estudos realizados em adultos e crianças têm mostrado que a massa óssea está 

diretamente relacionada com o peso corporal do indivíduo, embora existam controvérsias 

quanto ao fato de saber se, a massa gorda ou a magra é o determinante mais importante da 

densidade óssea (REID, 2002; WANG et al., 2005). A associação positiva (direta) entre o 

peso corporal e a massa óssea pode ser atribuída ao aumento da carga mecânica sobre o 

esqueleto, particularmente nos elementos corticais (WANG et al., 2005). 

No entanto, o tecido ósseo parece extremamente sensível à redução no peso 

corporal. Estudos recentes tem mostrado que uma redução de 10% no peso corpóreo pode 

afetar negativamente o tecido ósseo, o que pode reduzir a massa em 2% (COMPSTON et 

al., 1992; RICCI et al., 1998). O impacto pode ser ainda maior em indivíduos expostos a 

uma rápida e intensa perda de peso (FOGELHOLM et al. 2006) quando comparados 

àqueles que apresentam redução moderada em longos períodos (SHAPSES et al., 2001). 

Com base nesses achados sugerimos a hipótese de que o GOI apresentou aumento 

no diâmetro do canal medular devido a uma mudança estrutural óssea ocorrida como 

consequência da perda rápida do peso corpóreo, acontecida no momento em que os animais 

passaram pelo procedimento de imobilização articular. No entanto, para uma melhor 

compreensão desses mecanismos serão necessários estudos elucidativos por meio de 

técnicas celulares e moleculares. 

Considerando-se que os grupos GCI e GDI estão em condições semelhantes, no que 

se refere ao procedimento de imobilização articular, destacamos que os resultados 

apresentados para o GDI indicam que a ingestão da dieta com baixo teor de proteína 

acentuou a perda óssea e o aumento na fragilidade do osso, por meio de mecanismos que, 

provavelmente, envolvem alterações na regulação dos níveis de IGF-1. 

Estudos clínicos e experimentais sugerem que as proteínas da dieta influenciam a 

produção e a ação de fatores do crescimento, particularmente o hormônio de crescimento 

(GH), que pode influenciar no metabolismo ósseo. Além disso, outro fator influenciado 

pelo consumo de proteínas, que também desempenha um papel chave no metabolismo 

ósseo, é o metabolismo do IGF-1. Portanto, altos níveis de IGF-1 contribuem para a 
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formação do osso, enquanto baixos níveis promovem reabsorção óssea (ROSEN, 1994; 

CANALIS, 1996; SCHURCH et al., 1998). 

Segundo Isley et al., (1983) e Thissen et al., (1994), uma dieta protéica influencia na 

produção e na ação do IGF-1 e, assim, no metabolismo ósseo. A restrição proteica reduz os 

níveis plasmáticos de IGF-1 por induzir uma resistência à ação do hormônio GH no fígado 

(VANDEHAAR et al., 1991) e por aumentar a taxa de depuração metabólica do IGF-1 

(THISSEN et al., 1992). Por outro lado, o aumento da ingestão proteica impede a 

diminuição dos níveis de IGF-1 observado em estados de desnutrição, e a realimentação de 

pacientes subnutridos aumenta e restaura os níveis de IGF-1 (JANSEN et al., 1982; 

MUSEY et al., 1993). 

Ammann et al., (2000) observaram os resultados das análises histomorfométricas e 

dos marcadores bioquímicos de remodelação óssea em animais submetidos a quatro meses 

de privação proteica, e estes indicaram que a ingestão de dietas com baixo teor de proteína 

diminuiu a massa e a força óssea, pois ocorre adelgaçamento da camada cortical do osso 

avaliado, fato relacionado a um desacoplamento entre formação e reabsorção óssea. Os 

dados acima reforçam nossos achados e nos faz ainda ressaltar outro estudo de Amman et 

al. 1996 onde os mesmos utilizaram como modelo experimental ratas fêmeas adultas e 

privação proteica seletiva, com uso de dieta isocalórica, contendo baixo teor de proteínas e 

quantidades normais de minerais e, notaram que houve diminuição da densidade mineral 

óssea no tecido esquelético dos animais. Neste modelo as diminuições da massa e força 

óssea foram relacionadas a uma diminuição precoce na quantidade plasmática de IGF-I. 

 

 

6.5. Dosagem da enzima Creatina Quinase (CK) 

 

 

A creatina quinase consiste de uma proteína dimérica globular, composta por duas 

subunidades (B e M) e possui ao menos cinco isoformas, três no citoplasma e duas nas 

mitocôndrias. As isoformas citoplasmáticas são: CK-BB, predominantemente no cérebro, 

CK-MB predominante no miocárdio e, CK-MM predominante no músculo esquelético. Já 

as duas isoenzimas mitocôndriais são a sarcomérica e não sarcomérica. Essas duas 
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isoenzimas mitocondriais são conhecidas como macro-CK, devido aos seus elevados pesos 

moleculares. As isoenzimas (CK-BB, CK-MB e CK-MM) compõem a chamada CK-total e 

cada uma fornece informações específicas do tecido lesionado conforme suas 

predominâncias (HORTOBAGYI e DENAHAN, 1989; BRANCACCIO et al., 2007). 

No tecido muscular esquelético, a CK-MM tem como função auxiliar o 

metabolismo na ressíntese de adenosina trifosfato (ATP) e está envolvida na primeira e 

mais simples via energética para fosforilação do ATP. Além do ATP, encontra-se no 

organismo outra molécula que contém fosfato de alta energia, a creatina fosfato (CP). A CK 

é responsável pela hidrólise da CP, separando o fosfato inorgânico (Pi) da creatina e assim, 

liberando energia e fosfato. Contudo, a energia liberada não é utilizada diretamente na 

contração muscular, mas sim, para ligar uma molécula Pi a uma molécula de ADP, dando 

origem ao ATP (TRUMP et al., 1996; FOSCHINI et al., 2007). 

A concentração plasmática de algumas proteínas miofibrilares é, normalmente, 

utilizada para estimar a ocorrência e magnitude da lesão no músculo esquelético 

(SORICHTER et al., 1997). A creatina quinase (CK), lactato desidrogenase (LDH), 

troponina-I e mioglobina, frequentemente são encontradas como marcadores de dano 

muscular, isso porque o aumento dos seus níveis plasmáticos constitui uma indicação de 

que as células musculares atingidas (atrofiadas) perderam a capacidade de regular a 

permeabilidade dessas proteínas (KASPER et al., 2002). Por esse fato, o aumento da 

concentração sérica dessas enzimas é indicativo de dano no sarcolema e em outras 

estruturas teciduais (KAUHANEN et al., 1993).   

Clinicamente, a CK é o marcador mais utilizado para diagnóstico de lesão muscular. 

No caso de atrofia como, por exemplo, em um protocolo de imobilização por suspensão dos 

membros traseiros, a CK é super expressa, o que a torna um bom marcador da adaptação do 

músculo esquelético ao desuso, e por isso, frequentemente, utilizada (CROS et al., 1999).  

Nossos resultados mostraram em todos os grupos imobilizados, aumento dos níveis 

séricos da enzima CK quando comparados ao GC. Isso nos levou sugerir que o 

procedimento de imobilização utilizado gerou distúrbios nos mecanismos de 

permeabilidade celular das fibras musculares. Por outro lado, na análise dos grupos 

imobilizados não foram evidenciados resultados com diferenças estatísticas entre os grupos 



54 

 

estudados. Esse fato nos permitiu sugerir que os quadros de obesidade e desnutrição 

proteica não influenciaram sobre as quantidades séricas de CK. 

A razão pela qual a enzima CK se apresenta aumentada nos grupos imobilizados 

pode ser explicada pelo fato de que as fibras musculares, em situação de desuso por 

imobilização, desenvolvem determinadas adaptações funcionais, bioquímicas e 

morfológicas e, portanto, tornam-se agressivas ao tecido, uma vez que alteram a 

homeostasia e, consequentemente, a permeabilidade celular em locais específicos do 

sarcolema e do sarcoplasma. (HILL e LAVIA, 1980; APPEL e SOARES, 1990). 

A perda da homeostasia no metabolismo do íon cálcio (Ca2+) na fibra muscular 

esquelética é considerada como um dos mecanismos responsáveis pela perda de viabilidade 

parcial ou total da célula (ARMSTRONG, 1990; ARMSTRONG et al., 1991, 1993; BYRD, 

1992).  

Diversos mecanismos estão envolvidos na alteração homeostática do íon Ca2+ e 

como exemplo, destacamos: a perda da integridade do sarcolema e/ou alteração na sua 

permeabilidade (ARMSTRONG, 1990; ARMSTRONG et al., 1991), a disfunção do 

retículo sarcoplasmático (BYRD, 1992) e a produção exagerada de compostos reativos de 

oxigênio, motivando o aparecimento de uma situação de stress oxidativo tecidual 

(ARMSTRONG et ai., 1991; BYRD, 1992; KONDO et ai., 1992, 1993; JI, 1995). A 

ocorrência de qualquer um destes mecanismos perturbadores promove o aumento das 

concentrações de cálcio no meio intracelular, ativando, hipoteticamente, os processos de 

degeneração intrínseca da célula (CASTRO, 2000). 

Corroborando com nossos estudos Kauhanen et al., (1993) e Leivo et al., (1998) 

demonstraram que a atividade da CK no plasma aumentou drasticamente nas primeiras 

horas de imobilização, atingiu seu valor máximo por volta das 24 horas e manteve-se 

elevada por mais 24-48 horas. Da mesma forma, Cros et al., (1999), analisaram ratos 

imobilizados submetidos ao protocolo de suspensão do membro pélvico e após quatro dias 

notaram um aumento na expressão do RNAm da enzima CK no músculo sóleo desses 

animais. 

Quando Kauhanen et al., (1993) e Leivo et al. (1998) imobilizaram joelhos de 

coelhos, a fim de verificar a atrofia do músculo vasto lateral, notaram que a atividade da 

CK, no grupo controle, apresentava resultados entre 400-1800 g/dl, enquanto no grupo 
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imobilizado, após 12 horas, os animais apresentavam valores bastante elevados, atingindo 

os valores máximos (13000 g/dl) perto das 24 horas. 

Em conformidade com as alterações acima descritas, podemos inferir que, por esta 

enzima ser abundante no sarcoplasma das fibras do músculo esquelético, os resultados 

sugeriram que as membranas das células perderam a sua permeabilidade seletiva em 

consequência do processo de atrofia. 

 

 

6.6. Dosagem do glicogênio intramuscular 

 

 

A musculatura esquelética é o tecido mais importante envolvido na homeostasia 

glicêmica devido à sua capacidade de captar grandes quantidades de glicose após infusão 

ou ingestão. Em condições basais, as fibras musculares esqueléticas apresentam pequenas 

concentrações citosólicas de glicose, porém, frente à hiperinsulinemia, hiperglicemia ou 

atividade física, ocorre uma maior captação da hexose, que pode ser oxidada ou direcionada 

para formação de glicogênio (EXTON, 1987). 

Admitindo-se que o glicogênio intramuscular é a principal fonte energética do 

músculo (CHINGUI, 2008) e que os experimentos desta pesquisa envolveram o tecido 

muscular em situações distintas, optamos por quantificar as reservas de glicogênio nos 

músculos gastrocnêmio e tibial anterior (‘pool’ das amostras) de animais submetidos às 

condições de imobilização, obesidade e desnutrição proteica. 

Os resultados deste trabalho mostraram que o mecanismo de glicogênese muscular 

não foi afetado pelo procedimento de imobilização articular. Sendo assim os animais que 

passaram por esse procedimento não apresentaram diferenças significativas nas reservas de 

glicogênio quando comparados ao GC. 

  Nossos achados diferem dos demais da literatura, onde pesquisas utilizando ratos 

Wistar apontaram que o processo de imobilização gera um considerável comprometimento 

metabólico na musculatura esquelética, induzindo resistência à insulina e, 

consequentemente redução das reservas de glicogênio intramuscular devido a uma 

glicogênese dificultada. (LUCIANO, 1998; PTERMANN et al., 2005; CHINGUI et al., 
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2008). Sugerimos que essa divergência nos resultados possa ser explicada pelo fato de que 

nosso trabalho optou pela utilização de uma linhagem animal que difere dos demais estudos 

verificados e também pela utilização de um ‘pool’ das amostras do tecido muscular. 

Entretanto, mais estudos devem ser realizados com o propósito de elucidar tais achados. 

Estudo realizado por Hirose et al., (2000) verificaram que pacientes inativos 

fisicamente ou imobilizados apresentaram resistência à insulina e consequente redução das 

reservas de glicogênio muscular, porém não ficou elucidado como o desuso muscular 

crônico ou a imobilização alterou a sinalização de insulina. 

O músculo esquelético utiliza preferencialmente a glicose como substrato energético 

e, a captação acontece de maneira multifatorial, dependendo, da presença da insulina, da 

atividade metabólica tecidual ou ainda, da atividade contrátil das fibras (BELL et al., 1990; 

GOODYEAR et al., 1991). O transporte de glicose pelas membranas das fibras musculares 

é feito por transportadores chamados GLUT (KLIP; PAQUET, 1990). O GLUT-1 é 

responsável pela captação basal de glicose e o GLUT-4, mais importante, participa 

efetivamente do controle glicêmico, detendo grandes quantidades de glicose, e pode ser 

translocado de reservatórios vesiculares citosólicos em direção à membrana (BURANT et 

al., 1991). 

Em condições fisiológicas como no desuso muscular, o transporte de glicose por 

meio da membrana celular pode ser dificultado por uma diminuição dos transportadores 

GLUT-4 em resposta a resistência à insulina (HENRIKSEN et al., 1991), o que gera má 

utilização de glicose pelo músculo esquelético (KUBO; FOLEY 1986; CLINE et al., 1999). 

O estilo de vida sedentário é um fator que contribui para o desenvolvimento ou aumento da 

resistência a insulina por sua não sensibilização dos receptores do tipo GLUT (BASSUK; 

MANSON, 2005). 

No que diz respeito aos resultados dos grupos imobilizados pudemos observar que o 

conteúdo de glicogênio intramuscular do GDI foi significativamente reduzido em relação 

aos demais grupos. Essas alterações parecem estar relacionadas ao aparecimento precoce da 

resistência à insulina na idade adulta desses animais. 

Apoiando nossa hipótese, protocolos que utilizaram ratos adultos submetidos à 

desnutrição proteica, demonstraram precoce resistência à insulina associados à redução na 

expressão dos Transportadores de Glicose (GLUT-4), proteínas p85 e p110 (subunidades 
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da fosfatidilinositol 3-kinase) e de Proteína Kinase C zeta (PKC). Essas proteínas estão 

envolvidas positivamente com a propagação do sinal intracelular da insulina, com a 

translocação do GLUT-4 e com o transporte de glicose por meio da membrana 

sarcoplasmática (OZANE et al., 2003; OZANE et al., 2005). 

 

 

6.7. Zimografia das metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 

 

 

A proteólise da matriz extracelular (MEC) nos tecidos é característica do 

remodelamento patológico e/ou de processos fisiológicos tais como: a morfogênese, o 

crescimento e a remodelação (ALLBROOK, 1981). No músculo esquelético o 

remodelamento depende, dentre outros fatores, da ação coordenada da degradação e síntese 

dos componentes da matriz extracelular. Portanto, modificações nos músculos esqueléticos, 

como o aumento ou a diminuição de atividade contrátil, lesão muscular que cause 

inflamação ou atrofia, ocasionarão o remodelamento da MEC (PAVESI, 2008). 

Os componentes da MEC são constantemente renovados nas células por um 

importante grupo de enzimas proteolíticas, as metaloproteinases de matriz (MMPs) 

(BIRKEDAL-HANSEN et al., 1993). As MMPs pertencem a uma família de enzimas cálcio 

e zinco dependente, divididas em cinco categorias principais e classificadas de acordo com 

as suas características bioquímicas e especificidade pelo substrato da MEC (NAGASE et 

al., 1999; GIANNELLI E ANTONACI, 2002). Dessa forma as MMPs são classificadas em 

colagenases, gelatinases, estromelisinas, matrilisinas e metaloproteinases de membrana 

(MATOS et al., 2012). 

A maioria das MMPs são secretadas pelas células em sua forma latente (pró-

enzima) e, assim, precisam ser clivadas por proteases, outras MMPs ou passarem por auto-

processamento para adquirirem uma conformação ativa (STERNLICHT e WERB, 2001; 

PARKS et al., 2004). As células, também, secretam proteínas inibitórias da atividade das 

MMPs. Esses inibidores são conhecidos como inibidores Teciduais de Metaloproteinases 

(TIMPs) (WOESSNER et al., 1991). Assim, a atividade dessas enzimas é regulada por 
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meio de um complexo mecanismo de síntese, ativação e inibição. (PARKS et al., 2004; 

PAGE-MCCAW et al., 2007). 

As MMPs encontradas no tecido muscular são produzidas principalmente por 

células endoteliais (KUME, 2002), fibroblastos (KJAER, 2004) e mioblastos (HAEUSLER, 

2005). Todavia, duas delas recebem destaque, as metaloproteinases dois (MMP-2) e nove 

(MMP-9), conhecidas respectivamente como gelatinase A e B (VISSE e NAGASE, 2003; 

CARMELI et al., 2004; CARMELI, et al., 2005). 

A MMP-2 possui a capacidade de degradar vários componentes do tecido 

conjuntivo incluindo a elastina, fibronectina, colágenos do tipo I, II, III, IV e V e outros 

componentes da matriz extracelular. É expressa e secretada sob condições fisiológicas, 

tornando-se mais expressa diante dos fatores estimulantes (citocinas) em diversas 

condições como: miopatias, inflamação e remodelação muscular (STRONGIN et al., 1995; 

FERRUCI, D. L., 2010). Além de participar da manutenção da integridade da matriz no 

tecido muscular, a MMP-2 parece ser parte integrante do processo de ativação, proliferação 

e diferenciação miofibrilar no tecido em processo de regeneração e remodelamento 

(OHTAKE et al., 2006; FERRUCI, D. L., 2010).  

A MMP-9 é produzida principalmente por células inflamatórias, incluindo 

leucócitos polimorfonucleares, macrófagos e linfócitos (MONTGOMERY et al., 1993; 

STAHLE-BACKDAHI et al., 1994).  É liberada por meio da ativação de neutrófilos por 

mediadores inflamatórios (HASTY, 1990; NATHAN, 2006). Em condições fisiológicas 

não é encontrada em grande quantidade no tecido muscular, entretanto, em situações de 

danos as estruturas musculares ou em condições que envolvam mecanismos de isquemia-

reperfusão, ou seja, que induzem degradação da lâmina basal, a MMP-9 se manifesta com 

mais expressividade. (MATRISIAN, 1992; ROACH, et al., 2002; FERRUCI, D. L., 2010). 

Tem como função fisiológica eliminar células danificadas ou em processo de necrose, 

preparando assim o músculo esquelético para fase de reparo e regeneração (KHERIF, 1999; 

ZIMOWSKA, 2008).  

As metaloproteinases MMP2 e MMP-9 exercem importante papel na manutenção 

da estrutura e atividade da lâmina basal. Tem sido relatado que as MMP-2 e MMP-9, em 

condições normais do músculo esquelético, têm expressão relativamente baixa (CARMELI 

et al., 2005), no entanto, em condições patológicas que promovem a degradação e 
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remodelação da MEC, um aumento na expressão destas enzimas é observado (KHERIF et 

al., 1999; REZNICK et al., 2003; BAR-SHAI et al., 2005; GIANNELLI et al., 2005). 

Optamos pela quantificação da isoforma ativa das MMP-2 e MMP-9, em virtude 

destas serem formas diretamente atuantes nos mecanismos de remodelação da MEC, no 

tecido muscular. Para tanto, os músculos gastrocnêmio e tibial anterior foram avaliados 

individualmente por meio da técnica de zimografia e, posteriormente, quantificados pela 

densitometria de bandas, conforme descrito na metodologia. 

Nossos resultados referentes à análise dos músculos gastrocnêmio e tibial anterior, 

revelaram em todos os grupos imobilizados quando comparados ao GC (Tabelas 5 e 6), 

aumento na quantidade das isoformas ativas da MMP-2 e da MMP-9. De acordo com os 

achados, concluímos que a imobilização promoveu remodelamento da MEC no tecido 

muscular dos animais imobilizados. Segundo Carmeli e Haimovitch (2006) tal fato pode ser 

justificado, pois, alterações na exigência do músculo esquelético (sobrecarga ou redução da 

atividade contrátil) promovem o remodelamento da MEC e consequentemente ativam as 

MMPs específicas que irão garantir este processo. 

Corroborando com nossos achados, Reznick et al., (2003) avaliaram as MMPs nos 

músculos sóleo e gastrocnêmio após imobilização e, verificaram por meio de zimografia, 

que a atividade das MMP-2 e MMP-9 sofreu aumento de expressão durante as quatro 

semanas de imobilização. Igualmente, Carmeli e Haimovitch (2006) revelaram que duas 

semanas de imobilização aumentaram (mas não estatisticamente significante) a expressão 

da MMP-2 no músculo plantar de ratos Wistar.  

Contrário aos nossos achados, Gianelli et al., (2005) não detectaram a presença da 

isoforma ativa de MMP-9 no tecido muscular de animais imobilizados por 14 dias. Os 

autores destacaram que esta discrepância pode estar relacionada ao peso, idade e espécie 

dos animais utilizados nos diferentes estudos. Porém, concordando com nossos resultados, 

ainda Gianelli et al., (2005), observaram um aumento significante da isoenzima ativa da 

MMP-2 em animais imobilizados quando comparados com animais controle. 

O aumento inicial na atividade da MMP-2 e da MMP-9 observado em nosso estudo 

pode ser explicado pelo fato de que ambas as enzimas desempenharam um papel 

fundamental na proliferação e diferenciação dos mioblastos. Imediatamente após uma 

lesão, as células satélite são ativadas e tornam-se precursoras das células musculares, 
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chamadas mioblastos, que expressam um elevado nível de MMPs. Este aumento no nível 

das MMPs resulta na migração celular para áreas lesionadas, com a posterior diferenciação 

e fusão de mioblastos em miofibras (MARQUETI et al, 2008; PAVESI, 2008).  

Na maioria dos estudos, a MMP-2 se relaciona com a regeneração de novas 

miofibras, possivelmente, devido à degradação do colágeno tipo IV na membrana basal. 

Por outro lado, a MMP-9 se relaciona, à ativação inflamatória inicial e a ativação de células 

satélites (KHERIF et al., 1999; OHTAKE et al., 2006; FUKUSHIMA et al., 2007). 

Contudo, Fukushima et al., (2007) sugeriram que ambas as MMPs (2 e 9) se relacionam 

com a degeneração e regeneração das fibras do músculo esquelético. 

Dessa forma é provável que as respostas adaptativas ao desuso devam afetar o 

metabolismo muscular global e fazer com que ocorram algumas alterações na composição 

da MEC (CARMELI e HAIMOVITCH, 2006). Portanto, nossos dados sugerem que o 

aumento da atividade proteolítica da MEC parece desempenhar um papel importante na 

indução de atrofia dos músculos gastrocnêmio e tibial anterior, provavelmente em 

decorrência da diminuição no volume das proteínas da matriz extracelular. (TAKATA e 

VIRTANEN, 2000).  

Com isso, sugerimos que um desequilíbrio proteolítico na MEC pode desempenhar 

um papel importante na atrofia muscular induzida pelo desuso, mas destacamos que são 

necessários estudos posteriores a fim de expandirmos o conhecimento sobre este evento 

comum em nosso cotidiano. 
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7. CONCLUSÃO 

 

 

De acordo com os resultados obtidos em nosso estudo e, a partir da comparação 

desses dados com os demais descritos na literatura, podemos apresentar as seguintes 

conclusões:  

 O protocolo de imobilização articular não reduziu a ingestão alimentar dos animais, no 

entanto, este procedimento gerou perda de peso corpóreo nos grupos experimentais (GCI, 

GOI e GDI) quando comparados em períodos pré e pós-imobilização. Da mesma forma, os 

animais imobilizados apresentaram peso corpóreo reduzido quando comparados ao grupo 

GC. Portanto, concluímos que o procedimento de imobilização articular apresenta 

capacidade de desenvolver atrofia sistêmica no organismo, independentemente do consumo 

alimentar dos animais. 

 Ao se verificar a atividade locomotora diurna, foi possível afirmar que os resultados não 

apresentaram diferenças estatísticas devido ao período de avaliação estar relacionado ao 

repouso dos animais. Já na avaliação da atividade locomotora noturna podemos observar 

que os animais imobilizados demonstraram padrão deambulatório reduzido quando 

comparados ao grupo GC. Sendo assim, concluímos que a condição de imobilização 

articular conduz o individuo a uma situação de redução provisória de suas habilidades 

locomotoras, podendo influenciar negativamente na sua vida e em seus hábitos diários. 

 Com relação aos resultados histomorfométricos da tíbia e dos músculos gastrocnêmio e 

tibial anterior, concluímos que o procedimento de imobilização articular provocou atrofia 

musculoesquelética em animais de experimentação. No caso das associações entre a 

obesidade, desnutrição proteica e imobilização, os músculos analisados demonstraram 

acréscimo na atrofia em relação a cada condição isolada, evidenciando que os animais 

nessas condições apresentam um prejuízo muscular elevado. 

 Baseados nos resultados da dosagem sérica da enzima CK, concluímos que o procedimento 

de imobilização articular provocou distúrbios nos mecanismos de permeabilidade celular 

das fibras musculares, evidenciando o aumento nos níveis plasmático dessa enzima. Por 

outro lado, podemos concluir que os quadros de obesidade e desnutrição proteica não 

influenciaram significativamente sobre a quantidade sérica de CK. 
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 Os resultados da dosagem de glicogênio intramuscular demonstraram que o mecanismo de 

glicogênese não foi afetado significativamente nos animais submetidos ao protocolo de 

imobilização, quando comparados ao grupo GC. Nossos dados diferem dos demais da 

literatura e nos fez sugerir que a linhagem animal estudada pode estar relacionada com a 

divergência verificada em nosso estudo.  

 De acordo com os resultados da análise zimográfica das metaloproteinases 2 e 9 

concluímos que o procedimento de imobilização promoveu o remodelamento da MEC e 

ativou as MMPs especificas. 

 

Em suma, este estudo ampliou o conhecimento dos eventos envolvidos na atrofia 

músculo-esquelética, induzida por imobilização, e associada à obesidade e desnutrição. No 

entanto, estudos mais aprofundados nestas questões deverão ser conduzidos, de maneira 

que proporcione maiores informações científicas sobre a atrofia em períodos de 

imobilização.  
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ANEXOS 

 
 

I - TABELA DE COMPOSIÇÃO NUTRICIONAL DAS DIETAS. 

 

Ingredientes (g/Kg) 

Normoprotéica e 

normolipídica 

(AIN-93M) 

 

Hipoprotéica         

(6% proteína) 

 

Hiperlipídica 

34% lipídeos 

    Caseína 140 71,4 140 

Amido de milho 465,7 511,9 208,7 

Dextrina 155 178,6 100 

Sacarose 100 100 100 

L-cistina 1,8 0,6 1,8 

Fibra (microcelulose) 50 50 50 

Óleo de soja 40 40 40 

      Banha - - 312 

Mistura de sais AIN93G* 

 
35 35 35 

Mistura de vitaminas* 

AIN93G 
10 10 10 

Cloridrato de colina 2,5 2,5 2,5 

* As misturas de sais minerais e vitaminas foram confeccionadas de acordo com a norma 

AIN-93 (REEVES & NIELSEN et al., 1993).  
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ANEXO II: CERTIFICADO DO COMITÊ DE ÉTICA PARA USO ANIMAL. 
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