ASPECTOS BIOMECANICOSMUSCULARES
RELACIONADOSA ADMINISTRACAO
EXPERIMENTAL DE CORTICOSTEROIDE

SISTEMICO

Elaine Caetano Silva

Dissertacdo apresentada a Interunidades
Bioengenharia / Escola de Engenharia de Sao
Carlos / Faculdade de Medicina de Ribeiréo
Preto / Instituto de Quimica de Sdo Carlos, da
Universidade de S&o Paulo, para obtencéo do
titulo de Mestre em Bioengenharia.

ORIENTADOR: Prof. Dr. Jos¢ A. Baddini
Martinez

Ribeirdo Preto
2002



FICHA CATALOGRAFICA

Silva, El aine Caetano

S586a Aspect os bi omecani cos nuscul ares rel aci onados a
adm ni stragcdo experinental de corticosteréide sistémco /
El ai ne Caetano Silva. — Sdo Carlos, 2002.

Di ssertacdo (Mestrado) — Escol a de Engenharia de Sao
Carl os/ Facul dade de Medicina de R beirdo Preto/lnstituto
de Quim ca de Sdo Carl os- Uni versi dade de Sdo Paul o, 2002.

Area | nteruni dades: Bi oengenhari a.

Oientador: Prof. Dr. José A Baddini Martinez.

1. Corticosterdides. 2. Mopatia. 3. Bionecénica.
4. Ensaio de tracdo. 5. Andlise histoenzinol 6gi ca.

I.Titul o.




Agradecimentos

- A Deus e Jesus Cristo pelo meu aprendizado e evolucdo neste plano.

- Aos meus pais Genésio e Virginia e & minhas irmas Marli e MarciaMaria, meu
eterno agradecimento pelo apoio, incentivo e amor, fundamentais nesta etapa da minha
jornada.

- Ao Prof. Dr. Jos¢ A. Baddini Martinez, minha especid homenagem, pela
credibilidade, confianca, ensinamentos e orientacdo na realizacdo deste traba ho.

- Ao Dr. Antonio Carlos Shimano pelo interesse, dedicacéo e paciéncia.

- Ao Prof. Dr. Nilton Mazzer e a Profa Marisa de Céssia R. Fonseca, pela
oportunidade concedida ao meu crescimento profissiond.

- Ao Prof. Dr. Luciano Neder e aBiomédica Maria PaulaM. Scandar do laboratorio
de Neuropatologia pelos ensnamentos, apoio, paciéncia e importante colaboracdo na
interpretacdo dos achados histol égicos.

- A grande amiga Andréa Ross Campos pela sua amizade, essencia e inestimavel
colaboracéo, tornando possivel aredizacdo de parte do trabal ho.

- Aos técnicos do Biotério do Departamento de Clinica Médica, Adaberto, Mauricio
e Roni, pelaintensa colaboracdo, dedicacdo e amizade.

- Aos técnicos do Laboratério de Bioengenharia, Francisco (Chico), Luiz Henrique e
a funciondria Maria Teresinha pela importante colaboracéo e interesse na realizacdo dos
experimentos.

- Ao amigo Marcos M. Shimano pelo minucioso traba ho de digitacdo

- Aos técnicos Sebastido A. Mazzetto e Paulo Alves Jinior da Cirurgia Experimental
da FMRP-USP, pela importante colaboracdo no desenvolvimento da técnica cirdrgica deste
trabalho.

- Aos meus colegas de mestrado pelo coleguismo e aprendizado mUtuo.

- A amiga Mariam M. Hussein, pelos ensinamentos no nivelamento da érea e

entendimento nos calculos do trabalho.



- A grande amiga Amira M. Hussein, pela amizade em todos 0s meus passos nesta
etapa.
- A todos aqueles que direta ou indiretamente tiveram uma parcela de participacéo,

colaborando no desenvolvimento deste trabal ho.



SUMARIO

LISTADE FIGURAS ... .o I
LISTADE TABELAS ... e 1
LISTA DE ABREVIATURASE SIGLAS.......coo o, IV
RESUMO ...ttt e e e \Y
AB ST RA CT e Vil
1 INTRODUGAO . ...ttt et 1
1.1 TiposdefibrasmusCulares........cccccceecviveiieeeiiiiiiiieneeeens 2
111 FibrasdeContragao Lenta..........ccccceeveereeierieerieeneeseeseeeee s 2
1.1.2 Fibrasde Contracdo Rapida.........cccccccevveieviieiecie e 3
1.2 Diafragma.....ccceeeeiiiiiiieiiiiiee et 4
1.3 GastrOCNEMIO......cccvieeeieee e e et ee e e e e e e e e e e e e s e e e e e e 5
1.4 Miopatiapor corticoster Oides..........ooovvuiieeeeeiiiiiiiieeeeeeenn, 6
1.5 ENSAI0 MECANICO......uuuieieeeiiiiriirieeeeeeirieeeeeeeesnnnneneeaeeeans 13
151 ENnsaio mecanico detraCao.......cccoveveieeieeiiesieesieeieseesreenens 13
152 Ensaio mecanico em tecidoS MOIES..........ccceevvreenerinneenennnns 14
2 OBIETIVO . 20
3 MATERIAL EMETODOS......ccooioeeeeeeeee e, 21
3.1 ANIMAIS...cc it 21

3.2 Sacrificio dos animais e obtencéo dos musculos para
estudos biomecanicos e andlise histologica. ..........cccceeeiiveennnns 22
321 Preparododiafragma .......cccoceveeieiienicie e 22
3.22  Preparo do gastroCNEMI0........ccceverierierierereeieieesee e 23
323 ENsSaio mecaniCo detragao........coverererereeerieeiesiesee e 25
3.3 AnalisehistoldgiCa.......cccceeeeiiiiiiiieee e 32
331 AndlisemorfolOgiCa.....ccooemereiririrereee e 32
3.4 AnaliseestatistiCa......ccceeeiciieee i 34
4  RESULTADOS.. ...ttt 35
4.1 Ensaiodetracdododiafragma........ccccoecieeeiiniieneeniinnnn. 37
411 Tensdo do Limite MAXIiMO .....cccceverenereninineeee e 38
4.1.2 Deformacdo do Limite MAXimO.......cccceveeerereeieenienieseesee e 39
4.1.3 Tensdo do Limite de Proporcionalidade............ccccooevvnierennne. 40
4.1.4 Deformacdo do Limite de Proporcionalidade......................... 41
415 Modulodeeasticidade.........cccovvveveniienininieee e 42
4.2 Ensaiodetracdo do gastroCnémio ..........ccccvvveeeeeeeennene. 43
421 CargadoLimite MaxXimo........cccccooeeveneesieeie e 44
422 Deformacdo do Limite MAXimo........coceveiererienerienenieienenienns 45
4.2.3 CargadoLimitedeProporcionalidade...........cccccevvrverunnnnnne. 46
4.2.4  Deformacdo do Limite de Proporcionalidade......................... a7
N T {10 o (=P 48
426 Local dE RUPIUMA.......ccceieerieeee et 48
4.3 Analise HitolOgICa.........cceeeviiiiee e 49

431 MUSCUIO DIiaffagma ......ccceereeuererieieesiesie et 49



432 MUSCUIO GaStrOCNEMIOD ...t e e e e eeeeeeeeaeeeeeeaens 54
5 DISCUSSAOD ..ottt ee e e e e e e e eeeeeeeeeaeeeeen, 60
B CONCLUSODES.. ... oottt ee e 68
ANEXOS oot e ettt e et e e e e e e e e e e e eeaeseeneeeeeneesreneeaneeneeaes 69
REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS. ..o ottt aeeaens 76



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 — Retirada dos corpos de prova e amostras para andlise histologica. A -
Obtencéo de corpos de prova para ensaio de tragdo com auxilio de um paquimetro. B -
Regido de retirada das amostras No diafragmaL..........coooecvvieieeee e, 23

FIGURA 2 — Mdusculo gastrocnémio medial. A - Retirada da amostra para andlise
histol6gica da porgcdo media do ventre media do misculo gastrocnémio. B - Corpo de
prova para ensaio mecanico com o ventre medial do musculo gastrocnémio, mantido em
suaorigem | o terco distal do fémur e |l o terco proximd detibiaefibula................. 24

FIGURA 3 — Ensaio de tragdo do musculo diafragma. A - Sistema para o ensaio de tragéo
do corpo de prova. Observe o relégio comparador para medida dos aongamentos,
cdula de carga e tracd em sentido longitudina B — Note o sistema de fixagdo e
alinhamento dO COMPO B PrOVA........c.uviiee it e e e 26

FIGURA 4 — Demonstragdo dos céculos das propriedades mecénicas do musculo
diafragma: Tensdo do limite maximo (T.s), Deformacdo do limite maximo (Dpsy);
Tensdo do limite proporciona (Tyrop), Deformacdo do limite proporciona (Dprop);
Modulo de elasticidade (inclinacdo da curva no limite de proporciondidade); ............ 27

FIGURA 5 — Sistema para 0 ensaio de tracdo do musculo gastrocnémio media. Observe o
relégio comparador para medida dos a ongamentos, célula de carga, sistema de fixacdo
(garras), alinhamento do corpo de prova e tragdo em sentido longitudind. .................. 29

FIGURA 6 - Demonstracdo dos cdlculos das propriedades mecénicas do muisculo
gastrocnémio medid: Carga méxima (C.s), Deformacdo méxima (D.s); Carga
proporciona (Cyrop), Deformagdo proporcional (Dyrop); Rigidez (inclinagéo da curva no

limite de proporcionalidade).............ceeeiveeiiiiiiiee e 30
FIGURA 7 — Vdores médios e erro padréo da tensdo do limite maximo dos corpos de prova
do diafragma dos grupoS GE € GC.......coeeiuiiiieiiiiiie e eiiiee et e e neee e sneee e 38
FIGURA 8 — Vaores médios e erro padréo da deformacdo do limite maximo dos corpos de
prova do diafragma dos grupos GE € GC.........cueiiiiieiiiiieiieee e 39
FIGURA 9 — Vaores médios e erro padréo da tensdo do limite de proporcionalidade dos
corpos de prova do diafragma dos grupos GE € GC.........cceovvveeeeiiiiiee e 40
FIGURA 10 — Valores médios e erro padréo da deformacdo do limite de proporcionaidade
dos corpos de prova do diafragma dos grupoS GE € GC.........c.eeeveeiiiieeeciiiie e 41
FIGURA 11 — Vaores médios e erro padrdo do médulo de easticidade dos corpos de prova
do diafragma dos grupoS GE @ GC..........cuiiiiiiiii e 42
FIGURA 12 — Vaores médios e erro padréo da carga do limite méximo dos musculos
gastrocnémio dos grupoS GE € GC........ceiiuiieieiiiiiieeeeiiee e s e e siee e e e e sneeeeeanes 44
FIGURA 13 — Vdores médios e erro padréo da deformagao do limite méximo dos musculos
gastrocn@mio dos grupoS GE € GC.......coiveieiiiieiiiee et 45
FIGURA 14 — Vaores médios e erro padrédo da carga do limite de proporcionaidade dos
musculos gastrocn@mio dos grupos GE € GC........ccueveiiiieiiieieiiiee e 46
FIGURA 15 — Vaores médios e erro padréo da deformacdo do limite de proporciondidade
dos miscul os gastrocn@mio dos grupos GE € GC..........eeeeeiiiveieeeiiieee e 47
FIGURA 16 — Vaores médios e erro padréo da rigidez do limite de proporcionaidade dos
muscul os gastrocnémio dos grupoS GE € GC........ccvveeciieeiiiiee e e 48

FIGURA 17 — Fotomicrografia do musculo diafragma de animal do grupo controle na
reacd0 Tricrdbmicro de Gomori modificado (200x). Note o aumento da atividade da
reacdo, pela coloracdo mais acentuada mostrando acimulo de mitocondrias na regido
SUDSSArCOIEMAl (SELBS). ... veeieeeeeie ettt 49

FIGURA 18 — Fotomicrografia do musculo diafragma de anima do grupo controle na
reacdo de ATPase (pH 9,4). ( 100x) Observe o padréo em mosaico a presenca de fibras
TR IR (] o Lol = = ) SRR 50



FIGURA 19 — Fotomicrografia do musculo diafragma de anima do grupo experimental pela
coloragdo Hematoxilina-Eosina(H& E). A- fibras em miofagocitose (100 x). B- necrose
hialina (100x). C- Fibras em miofagoCitose (200X). .....c.veevrvreeriiereriieeniee e 51

FIGURA 20 — Fotomicrografia do musculo diafragma de anima do grupo experimental pela
reacdo da NASBI (100x). Note a presenca de miofibras com coloragdo mais intensa
mostrando aumento da atividade da fosfatase &cida lisossomal (setas)..........cveeeeeneeee. 52

FIGURA 21 — Fotomicrografia do musculo diafragma de anima do grupo experimental
(reacd0 de PAS) (400x).. Observe nas miofibras pela intensa coloracdo, o aumento do
conteldo de gliCOGENIO ( SELES)......ccciuureerieiesiieeeiieeeteeestee e e e sae e srae e e eneeeennneeeneees 52

FIGURA 22 — Fotomicrografia do musculo diafragma de anima do grupo experimental
(reacdo de Qil red “O”) (200x). Note fibra com aumento da quantidade de lipideos no
SACOPIBSIMA (SELA) ... veeenveeeettee ettt ettt ettt ettt et e e sib e i e e s ne e e nneesneeas 53

FIGURA 23 — Fotomicrografia do musculo diafragma de anima do grupo experimental. A-
reacdo de Tricromicro de Gomori modificado (400x). Observe 0 aumento da atividade
da reacdo, pela coloragdo mais acentuada mostrando acimulo de mitocondrias na
regido subssarcolemal (fibras “ragged red” ) (setas). .B- reagdo de SDH (200x). Note
pela cdoragdo mais intensa a presenca de fibras com aumento subssarcolema da
atividade da succinato desidrogenase (SDH) (SEaS).......ceveeireeeeiiiiieeeiiieeeesiieeeeenes 54

FIGURA 24 — Fotomicrografia do musculo gastrocnémio de animal do grupo controle. A —
Hematoxilia & Eosina (H&E) (100x). B — Tricrémicro de Gomori modificado (100x).

Observeem A e B aspecto normal dasfibras.........ccccccveveeiiiieee i 55
FIGURA 25 — Fotomicrografia do musculo gastrocnémio de anima do grupo controle GC
(reac80 de PAS) (100x). Note fibras com contetido normal de glicogénio. .................. 56

FIGURA 26 — Fotomicrografia do musculo gastrocnémio de animal do GC na reacéo de
ATPase (pH 4,65).(40x). Note o predominio das fibras do tipo | (escuras) em relagéo &
fibras do tipo [ (Claras)........cooccuviieieei e 56

FIGURA 27 - Fotomicrografia do musculo gastrocnémio de animal do grupo experimental.
A — Hematoxilia & Eosina ( H&E) (100x). B — Tricromicro de Gomori modificado
(100x). Observe em A e B Agpecto normal das fibras...........coceevceeiiieeiniee e 57

FIGURA 28 — Fotomicrografia do musculo gastrocnémio de animal do grupo experimental
(reacdo de PAS) (400x). Note pela coloracdo mais intensa a presenca de algumeas fibras
com discreto aumento do contetido de glicogénio no sarcoplasma (setas). .................. 58

FIGURA 29 — Fotomicrografia do misculo gastrocnémio de anima do grupo experimental
(reacdo de QOil red “O”) (200x). Observe fibra com discreto aumento quantitativo do
contetido de lipideo no sarcoplasma (SEA).........ccuveeeeeiiiiiee e 58

FIGURA 30 — Fotomicrografia do musculo gastrocnémio de animal do grupo experimental
(reacdo de SDH) (200x). Note pela coloragdo mais intensa ,a presenca de raras fibras
com aumento subssarcolema da atividade da succinato desidrogenase (SDH)............. 59



LISTA DE TABELAS

TABELA 1- Vaores médios do peso dos animais, do diafragma e do gastrocnémio. ........ 35

TABELA 2 — Vaores médios das dimensdes dos corpos de prova do diafragma............... 36
TABELA 3— Vaores médios das dimensdes do musculo gastrocn@mio. .............ceccvveeeennes 36
TABELA 4 — Vaores médios das propriedades mecanicas obtidas do ensaio de tracdo dos

COrpoS de Prova do QIaf TAgMIAL ......ceeiureeeeiiiiieeeeeie e e sieee e e e e e e e s e e e e neee e e s sneeeeeanns 37

TABELA 5 — Vaores médios das propriedades mecanicas obtidas do ensaio de tracéo do
g el Tl = S 1 (0! 1= 1110 T 43



LISTA DE ABREVIATURASE SIGLAS

ACTH

mg

CK

G

mg/Kg
coloragdo PAS
cm/min
MHz
Wicn?

°C

mm

Kof

mm/min

q

dcool 95° G
ATP

M

mM

N/n¥

N/m

Jm?

-horménio adrenocorticotréfico
-miligramas

-creatina fosfoquinase

-gramas

-miligramas por quilograma
-coloracdo écido Periddico de Schiff
-centimetro por minuto
-megahertz

-watt por centimetro quadrado
-grau centigrado

-milimetro

-quilograma-forga

-milimetro por minuto

-teta

-dcool 95 graus Gay-L ussac
-Adenosina trifosfato

-Mol

-miliMol

-Newton por metro quadrado
-metro por metro

-Newton por metro

-Joule por metro cubico
-Newton

-metro



RESUMO

SILVA, E.C. (2002). Aspectos Biomecanicos Musculares Relacionados a
Administracdo Experimental de Corticosterdide Sstémico, Ribeiréo Preto, 2002. 8lp.
Dissertacéo (Mestrado) — Escola de Engenharia de S0 Carlos/Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto/Instituto de Quimica de Sdo Carlos, Universidade de Sao Pauo

O objetivo deste estudo foi avaiar, aravés de ensaios de tragdo, os efeitos do
desenvolvimento de miopatia metabdlica secundéria a administragdo de corticosterdide sobre
propriedades biomecanicas dos muscul os diafragma e gastrocnémio medid de coelhos.

Foram estudadas 30 coelhas abinas adultas da raca Nova Zelandia, divididas em
dois grupos de 15: Grupo Experimental (GE), que recebeu injecdes subcuténeas de succinato
sodico de 21 metil-prednisolona (Solumedrolo; Pharmacia- Up John N.N. / SA. — Puurs -
Bélgica) nas doses de 2 mg/kg/dia, e Grupo Controle (GC) que recebeu soro fisiolégico a
0,9% por via subcutdnea em volumes proporcionais. Ambos os grupos foram tratados
durante 21 dias consecutivos.

Os ensaios de tragéo foram redlizados utilizando uma Maquina Universal de Ensaios
do Laboratério de Bioengenharia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP.

Para 0 hemi-diafragma esquerdo foram feitos 24 ensaios, 12 para o GE e 12 parao
GC e excluidos 3 animais de cada grupo devido a problemas técnicos.

Para 0 gastrocnémio media esguerdo foram feitos 30 ensaios, sendo 15 no GE e 15
no GC

A andlise histoenzimoldgica dos musculos hemi-diafragma e gastrocnémio medial
direitos foi feitaem 3 coelhos do GE e 3 do GC.

O peso medio find dos animais no GE foi 3,6 Kg eno GC 4,0 Kg. A variagdo média
percentud de peso final no GE foi - 8,4% e no GC 3,1%.

O vaor médio de peso find do gastrocnémio no GE foi 5,69 e no GC 7,0g.

Os valores médios de érea, largura e espessura do gastrocnémio no GE foram 2,4 x
10*n, 21,7 mm e 5,4 mm , respectivamente e no GC 2,8 x 10”*n", 24,1 mm e 6,7.mm

Nos diafragmas os valores médios de tensdo e deformacdo do limite méximo, tenséo
e deformacéo do limite de proporcionaidade e médulo de easticidade no GE comparado ao
GC utilizando 0 teste t de Student e teste de Mann Whitney, ndo mostraram diferencas
estatisticamente significantes.

Nos gastrocnémios os valores médios de carga maxima, carga e deformacgédo @
limite de proporciondidade e rigidez no GE comparado ao GC, pelo teste t de Student néo

mostraram diferenca estatistica significante. Porém, o valor médio de deformacdo maxima



no GE foi 26,63 x10°m e no GC 32,33 x10°m , mostrando significancia estatistica entre os
grupos através do teste t de Student. Quanto aos locais de ruptura, no GE, 9 foram no ventre
muscular, 2 na porcdo miotendinea distal e 4 na origem e no GC 8 ocorreram no ventre
muscular, 5 na por¢do miotendinea distal e 2 na origem.

Do ponto de vista histopatologico observamos que: a miopatia metabdlica
apresentou-se mais evidente nos diafragmas do GE; houve ateractes metabdlicas leves nos
gastrocnémios do GE e ocorreu aumento da succinato de desidrogenase (SDH) e Tricromicro
de Gomori modificado nos diafragmas do GC.

Diante disto, concluimos que: 1) Os diafragmas ndo mostraram alteracfes de suas
propriedade biomecénicas, nas fases plastica e el astica, apresentando a mesma capacidade de
aongamento em ambos 0s grupos, suportando cargas semelhantes; 2) O musculo
gastrocnémio medial manteve suas caracteristicas e capacidade de dongamento na fase
elastica. Entretanto, o tratamento com esterGide, na fase plastica, levou a uma sgnificativa
reducdo do seu limite maximo de deformagdo, apresentando uma menor capacidade de

alongamento, embora com mesma carga méxima do controle.

Palavras-chave: 1. Corticosterdides. 2. Miopatia. 3.Biomecéanica. 4. Ensaio detragao.
5. Andlise hisgoenzimoldgica. I. Titulo
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ABSTRACT

SILVA, E.C. (2002). Aspects of Muscular Biomechanics Related to Experimental
Administration of Systemic Corticosteroids, Ribeiréo Preto, 2002. 81p. Dissertation (Master’
s Degree) Engineering School of Sdo Carlos/Medicine School of Ribeiréo Preto/Chemistry
Ingtitute of S&o Carlos, at University of Sdo Paulo.

The am of this study was to assess, using traction assays, the effects of the
metabolic myopathy secondary to corticosteroids on biomechanica features of the
diaphragm and the media gastrocnemius muscles of rabbits.

The study was composed of 30 ahbino adult rabbits of the New Zealand breed, which
were divided into 2 groups of 15: Experimenta Group (EG), which received subcutaneous
injections of sodium succinate of 21 methil-prednisolone with doses of 2mg/Kg/day, and the
Control Group (CG) which received subcutaneous Sdline in proportiona volumes. Both
groups were treated during 21 consecutive days.

The traction assays were performed by applying the Universal Machine of Assays
from the Bioengenering Laboratory at the Medica School of Ribeirdo Preto - USP.

For the left hemi-digphragm, 24 assays were performed, 12 for EG and 12 CG. Three
animals from each group were excluded due to technical problems.

For the left media gastrocnemius, 30 assays were done, 15 for the EG and 15 for
CG. The histoenzymologic andlysis of both the hemi-digphragm muscles and the right mild
gastrocnemius were performed in three rabbits of the EG, and 3 of the CG.

The final average weight for the animasin EG was 3,6Kg, and in the CG was
4,0Kg. The average percentage variation from the initial to the final weight for the EG was -
8,4% and for the CG 3,1%.

The fina average weight of gastrocnemius was 5,19 in the EG and 7,0g in the CG.
The average value of the area width and thickness of the EG was 2,4 x 10“n7, 21,7 mm and
5,4 mm , respectively, and for the CG 2,8 x 10“n7, 24,1 mm and 6,7mm.

In the diaphragms, the average values of the tenson and deformity in the maximum
threshold, tension and deformity at the proportiona threshold and eagticity module in the
EG compared to the CG, through the Student t Test and the Mann Whitney test, presented no
significant statistical differences.

In the gastrocnemius, average vaues of the maximum load, load and deformity
within the threshold of proportions and stiffness in the EG compared to the CG, according to
the Student t test, did not present a significant Statistical difference.
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However, the average values of maximum deformity were 26,63 x10°m in the EG
and 32,33 x10°m in the GC, showing statistical significant difference between groups.

Concerning the locations of the rupture in the EG, 9 were in the muscle belly , 2 in
the miotendinous distal junction, and 4 in the origin; in the CG the rupture ocurred 8 times in
the muscle belly , 5 in miotendinous distd junction and 2 in the origin.

From a histopathologica view, we have observed that metabolic myophaty was
presented clearly evident in the diaphragms of the EG; there were dight metabolic adterations
in the gastrocnemius of the EG, and there was an increase of the succinic dehydrogenase
(SDH) and modified Gomori Trichrome in the diaphragms of the CG.

In this manner, we conclude that: 1) The digphragms didn’t show dterations of their
biomechanical properties, in elagtic and plastic phases, showing the same elongation capacity
in both groups, with equa loads; 2) The medium gastrocnemius muscles, kept their
biomechanica features and elongation capacity in eagtic phase. However, the steroid
treatment lead to a significant decrease of the elongation capacity in the plastic phase, with
maxima loads smilar to the control group; 3) It was not found a relationship between
histological evidences of metabolic miopathy and changes in the biomechanical properties of
the studied muscles.

Key-words. 1. Corticosteroids. 2. Myopathy. 3. Biomechanics. 4. Traction assay. 5.
Histoenzymologic andisys. I. Title



Introducéo - 1

1 INTRODUCAO

Os musculos sdo os elementos do corpo humano com propriedades de encurtamento
e alongamento que quando acionados, de forma voluntaria ou involuntaria, produzem o
movimento dos segmentos corporais. Além disso, atuam no sentido de edtabilizar as
articulactes (JUNQUEIRA ; CARNEIRO, 1999).

Os muscul 0s unem:-se aos 0ssos pel os tenddes, 0s quais sao estruturas continuas com
o tecido conjuntivo denso que envolve 0 muasculo externamente congtituindo a fascia ou
aponeurose. Esse tecido conjuntivo emite septos que ao penetrarem no interior do masculo o
subdividem em fasciculos ou feixes de fibras. Cada um destes feixes consiste em um
conjunto de fibras, as unidades funcionais musculares. Cada fibra também subdivide-se em
fibrilas, porém, do ponto de vista préatico, esta subdivisdo ndo tem valor, pois as fibrilas de
uma fibra contraem-se conjuntamente.

Cada fibra muscular possui uma bainha eléstica, 0 sarcolema, que contém em seu
interior numerosos nucleos. Esta bainha confere a fibra propriedades que permitem seu
alongamento e encurtamento. No interior das fibras musculares existem proteinas com
propriedades contréteis, as miofibrilas, dispostas como unidades em paralelo as quais séo
ativadas por um nervo motor (LEVY, 1984).

Uma fibra nervosa ao perfurar o sarcolema forma uma placa terminal, dependente do
sistema nervoso central, emitindo descargas el étricas, provocando as contragdes musculares.
Entre as fibras musculares ha muitos vasos sanguineos, assegurando a elas uma boa
irrigacéo. Dentre os tecidos bioldgicos, 0 musculo € o mais pléstico, caracterizando-se por
sua capacidade de adaptacdo e de resposta a estimulos normais ou patoldgicos (ROSE ;

ROTHSTEIN, 1982).
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1.1 Tiposdefibrasmusculares

As fibras musculares esquel éticas possuem caracteristicas heterogéneas que podem
ser macroscopicamente diferenciadas pela coloragdo que apresentam. Assim, elas podem ser
distinguidas como fibras vermelhas , brancas e intermediarias.

Apesar de inUmeros debates quanto a0 método, terminologia e critérios para a
classificacd dos musculos esqueléticos, dois tipos distintos de fibras foram identificados e
classificados quanto & suas caracteristicas contrateis e metabdlicas em fibras tipo | (fibras
vermelhas), tipo I1b (fibras brancas) e tipo Ila (fibras intermediarias). Todos estes trés tipo de
fibras ou sga, tipo I, 1lb e Ila encontram-se presentes na maioria da musculatura dos

mamiferos (LEVY, 1984; KELLY ; RUBISTEIN, 1994).

1.1.1 Fibrasde Contracéo Lenta

A energia paraacontracdo das fibras de contracéo lenta € gerada a partir do sistema
aerobico. Estas fibras possuem: nivel de atividade de miosina ATPase relativamente baixo,
menor capacidade para manipular o célcio, velocidade de contracéo reduzida e capacidade
glicolitica menos desenvolvida, comparadas s fibras de contragdo rapida.

Engel (1962) e Stein ; Padykula (1962), em estudos empregando andlises
histoquimica e citolgica em musculos periféricos de humanos e ratos demonstraram que as
fibras de contracdo lenta tém uma quantidade significativa de mitocondrias relativamente
volumosas, atos nivels de mioglobina, presenca de goticulas de lipideos, grande contetido de
enzimas oxidativas mitocondrias, tais como a desidrogenase succinica e citocromo oxidase.
Assm, devido a estas caracteristicas estas fibras foram denominadas fibras vermelhas e
dependentes do metabolismo oxidativo.

Estas fibras sGo resistentes a fadiga, sendo apropriadas ao exercicio aerdbico

prolongado. Além disso, diferencas na capacidade oxidativa dos dois tipos de fibras é que
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determinam a capacidade de fluxo sangliineo através do musculo, sendo este em maior

proporcdo nas fibras de contragdo lenta (MacARDLE ; KATCH ; KATCH., 1998).

1.1.2 Fibrasde Contracdo Répida

Estas fibras musculares, denominadas tipo |1, séo subdivididas em tipo lla e llb.

As fibras Ila em relagdo as tipo | e llb tém diémetro, volume mitocondria e
capacidade de gerar forca intermediarios, atividade da enzima ATPase e capacidade
glicolitica dtas, capacidade oxidativa média a dta, moderada a alta resisténcia afadiga e
atividade elétricafasica

No entanto, as fibras tipo llb comparadas & fibras tipo | e Illa tém como
caracteristicas. grande didmetro, atividade da enzima ATPase, capacidade glicolitica,
resisténcia afadiga e capacidade de gerar forca atas, baixo volume mitocondria, atividade
da ATPase dta e atividade elétricafasica. (MacARDLE ; KATCH ; KATCH, 1998).

Engd (1962) e Stein ; Padykula (1962), em estudos empregando andlises
histoquimica e citol6gica em muscul os periféricos de humanos e ratos demonstraram que as
fibras de contragdo rdpida tem um contelido enzimético mitocondrial menor e eevada
atividade da enzima fosforilase e outras enzimas sarcoplasmaticas. Assim, estas fibras,
também denominadas tipo |1, dependem de forma essencia de seus sistemas glicoliticos
bastante desenvolvidos para transferir energia. Estes fatos explicam como estas fibras séo
ativadas em atividades rapidas e de curta duracdo, bem como em outras contragdes
vigorosas, onde a producdo de energia depende quase que exclusivamente do metabolismo

anaeréhio.
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1.2 Diafragma

O diafragma € uma estrutura presente apenas nos mamiferos e em poucas espécies de
passaros (AGOSTONI ; SANT'AMBROGIO, 1970). Condtitui-se no principal musculo da
respiracdo, sendo responsavel por 75% da alteracéo do volume torécico durante a respiracéo
cama. Sua arquitetura tem o formato de uma clpula e separa a cavidade torécica da
abdomina (RUPPEL, 2000).

As fibras musculares diafragmaticas estdo agrupadas em trés porcOes. vertebral,
costal e esternal. As fibras vertebrais originam-se das segunda e terceira vértebras lombares,
ligamento arqueado media (psoas) e laterd (quadrado lombar). As fibras costais tém origem
a0 lado e na margem superior das seis costelas inferiores, interdigitando-se com asfibras do
transverso abdomina. A por¢do esternal tem origem na parte posterior do processo xifoide.

Gauthier ; Padykula (1966) em estudos citoldgicos, comparando o diafragma costal
de diversos mamiferos, inclusive coelhos, demonstraram que este musculo € composto por
trés tipos de fibras. Assim, observaram que: (1) os animais de menor tamanho, como o rato,
apresentavam diafragma de aspecto homogéneo, contendo em grande parte fibras de
pequeno didmetro, coloragdo vermelha, abundante conteldo mitocondria e goticulas de
triglicé&rides; (2) nos animais de tamanho intermediario inclusve coelho e homem, o
diafragma era mais heterogéneo, o didmetro de suas fibras, conteldo mitocondrial e
goticulas de triglicérides eram intermediérios entre 0s grupos de animais menores e maiores;
(3) nos animais de maior tamanho predominou fibras de didmetro maior, contetdo
mitocondrial baixo e goticulas de triglicerideos esparsas ou ausentes

Green ; Reichmann ; Pette (1984) em experimento por microfotometria, analisaram a
atividade da desidrogenase succinica (SDH) e a composi¢éo de fibras do diafragma costal
em varios mamiferos com amplas diferencas na frequéncia respiratoria. Observaram que a

atividade média da desidrogenase: (1) ndo foi significantemente diferente nas fibras tipo | e
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Ila dos animais estudados; (2) foi significantemente menor nas fibras Ilb, comparada &
fibras | e lla no gato, cobaia, rato e coeho, enquanto no camundongo n&o houve diferenca;
(3) foi maior nas fibras tipo | no camundongo e rato, intermedi&ia no coelho e cobaia e
menor no gato. Quanto a composicdo de fibras do diafragma puderam observar que o
diafragma do camundongo, o menor anima do experimento, apresentou 90% de fibras tipo
I1, enquanto que no cdo, 0 maior anima do estudo, a composicéo foi de 70% de fibrastipo .
Para os demais animais examinados, o diafragma continha 60 a 70% de fibrastipo I1.

A diferenciacdo metabdlica do diafragma através da andlise da atividade média da
desidrogenase nas diferentes espécies, devido aos valores médios apresentados, demonstrou
haver uma relagéo entre a frequiéncia respiratoria e o potencial oxidativo aerébico dos varios
tipos de fibras no diafragma dos animais estudados.

Véarias doencas pulmonares podem adterar a acdo do diafragma, por exemplo, no
enfissma avangado ocorre aprisonamento de a e hiperinsuflagdo pulmonar, com
consequente deslocamento deste musculo para uma posicdo mais aplanada. Esta situacdo
leva a uma diminuicdo de sua excursdo vertica durante a inspiracdo, tornando sua acéo
menos eficaz, contribuindo para sua fraqueza. Deste modo, suas fibras costais acabam
tracionando a porcao torécica inferior para dentro, resultando num estreitamento da expanséo

torécica lateral e prejuizo da ventilagdo pulmonar (RUPPEL, 2000).

1.3 Gastrocnémio

O gastrocnémio é um musculo situado na face posterior da perna, em humanos
desempenha uma fungdo anti-gravitacional e, com agdo fésica, contribui para a manutencéo

da postura ereta, e durante a marcha contrai-se de forma ténica.
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Sréter ; Woo (1963), estudando em ratos a composicéo de fibras musculares,
demonstraram que ndo houve uniformidade quanto a distribuicdo de fibras vermelhas e
brancas no gastrocnémio. Porém, a propor¢do de fibras brancas foi maior na parte externa do

musculo, enquanto que na camada mais profunda predominaram as fibras vermelhas.

1.4 Miopatia por corticoster 6ides

Um dos principais grupos de horménios esterdides € o glicocorticoide, secretado
pela células da zona fasciculada da supra-rend, cuja sintese é estimulada pelo horménio
adrenocorticotrofico (ACTH) secretado pela hipdfise anterior. Os principais horménios
enddgenos sdo a hidrocortisona e a corticosterona, os quais afetam o metabolismo dos
hidratos de carbono e das proteinas (RANG ; DALE ; RITTER, 2001).

Os corticosterdides exercem atividade anti-inflamat6ria e imunossupressora, tendo se
constituido numa valiosa arma terapéutica, freqlientemente usada no tratamento de doencas
diversas tais como asma, doenca pulmonar obstrutiva crénica, doencas intergticiais
pulmonares, doencas colégeno-vasculares, vasculites sistémicas, transplantes de 06rgaos,
entre outras.

Alguns estudos em humanos e animais revelam que seu uso, sga por via ora ou
parenteral, em atas doses ou por periodos de tempo prolongados, pode levar a miopatia dos
musculos edriados (COOMES, 1965; FALUDI; GOTLIEB; MEYERS., 1966;
D AGOSTINO; CHIGA, 1966; AFIFI; BERGMAN, 1969; DEKHUIJZEN; DECRAMER,
1992).

Clinicamente pode-se observar 0 desenvolvimento de dois tipos digtintos de

miopatia: aguda e cronica
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A miopatia aguda é encontrada com pouca fregiéncia (MacFARLANE;
ROSENTHAL, 1977; VAN MARLE; WOODS , 1980; KNOX; MASCIE-TAYLOR,;
MUERS, 1986; WILLIANS et al., 1988; SHEE, 1990).

Willians et al. (1988), num relato de dois casos de miopatia severa aguda, em
pacientes asméticos recebendo atas doses de corticosterdides, puderam observar: (1)
desenvolvimento de fragueza muscular generalizada e acometimento dos musculos
respiratorios 5 a 7 dias apds 0 uso de atas doses de hidrocortisona (250 mg) e dexametasona
(30 mg/24h) no paciente 1 e betametasona (24 mg/24h) no paciente 2. (2) aumento marcante
dos niveis séricos da enzima creatina fosfoquinase (CK), podendo ocorrer rabdomidlise; (3)
bidpsias musculares apresentando necrose focal e difusa, sem predilecéo por atrofia das
fibrastipo Ilb.

Shee (1990), estudou por andlise retrospectiva, os fatores de risco para o
desenvolvimento de miopatia em pacientes portadores de asma severa aguda. Apés
intubagdo endotraqueal os pacientes foram sedados continuamente e receberam terapia por
nebulizacdo de broncodilatadores e succinato sodico de hidrocortisona. Apos a extubagéo, o
corticdide em uso foi substituido por prednisolona. Foi observado o aparecimento de
fragueza muscular de todos os membros, afetando em alguns pacientes mais 0s membros
superiores e em outros os membros inferiores, porém, o predominio da fragueza foi em
extremidades proximais dos membros.

A comparagdo entre os sujeitos saudavels e os miopéticos ndo mostrou diferenca
clara com relacdo a idade, sexo, tipo de droga usada, niveis séricos de potéssio, tempo de
ventilagdo mecéanica e paralisa muscular, dose total de brometo de pancurénio ou doses
meédias diarias de hidrocortisona. A principa diferenca entre os dois grupos foi na dose total
de hidrocortisona, onde os pacientes miopéticos receberam doses maiores que 5,0 g e os
outros, doses menores que 4,0 g.

Willians et al. (1988) relataram que a miopatia cronica foi o tipo mais freqliente com

0 uso prolongado e em baixas doses de corticosterdides, apresentando fragueza muscular
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proximal e podendo envolver as musculos respiratorios; os niveis séricos de CK sdo normais
ou levemente aumentados, sem mioglobindria,. Puderam observar que esse tipo de miopatia
teve maior incidéncia pelo uso de prednisona em doses acima de 40 mg/dia.

Estudos histolégicos em musculos periféricos de humanos e animais, mostraram que
em casos de miopatia cronica por esteréides ocorre atrofia seletiva das fibras tipo I1b
(ASKARI ; VIGNOS ; MOSKOWITZ, 1976 ; MacLEAN ; CHURR., 1959 ; SMITH, 1964;
VIGNOS ; GREENE, 1973 ; GARDINER ; EDGERTON., 1979).

Goldberg ; Goodman (1969), em seus estudos em ratos hipofisectomizados,
provocaram fraqueza muscular por injecao de acetato de cortisona em altas doses durante 15
dias. Por seccdo do nervo ciético, provocaram desnervacdo dos musculos solear e plantar,
aumentando o trabalho destes através da tenotomia do gastrocnémio. Puderam observar: (1)
diminuicdo do peso corpora dos animais, (2) fraqueza dos membros apés 5 dias de uso de
corticoide; (3) diminuicdo de aproximadamente 40% do peso do plantar, gastrocnémio e
tibia anterior, apts 10 dias de injegdo da droga, porém, sem perda significativa de peso do
solear; (4) atrofia maior na porcéo superficia do gastrocnémio (composta primariamente por
fibras pdlidas) em relacéo a parte profunda deste muisculo (composta primariamente por
fibras escuras); (5) musculatura mais escura nos animais do grupo experimental, sugerindo
uma fragueza das fibras; (6) os efeitos catabdlicos da cortisona foram maiores no plantar
desnervado; (7) diminuicdo dos efeitos catabdlicos devido a hipertrofia produzida por
trabalho.

Os autores concluiram que possivelmente, o efeito catabdlico dos corticosteréides
seria maior nos musculos com menor atividade de sintese protéica e ainda que, a fraqueza
muscular presente nos muasculos da coxa em pacientes deveria estar relacionada com o
desuso.

Ellis (1956), em estudo experimental, estudou as alteragdes histol0gicas musculares
em um grupo de coelhos recebendo injegdes de acetato de cortisona em doses didrias de 10

mg/Kg, comparado a um grupo controle recebendo solucéo salina 0,9% em doses iguais por
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um periodo de 7 a 25 dias. Apés este periodo, foram analisados os tecidos musculares da
pata dianteira, peitord maor, grupos anterior e posterior da coxa, psoas maior,
sacroespinhais, face abdominal do diafragma, lingua, bexiga urinria e colon. Apés 21 dias
ou mais de injecdo de corticdide os animais do grupo experimental apresentaram musculos
pdlidos, leves e atréficos e ao exame microscopico havia necrose espalhada, fagocitose de
residuos e regeneracdo de fibras musculares. Houve auséncia de ateragdes nos musculos
cardiaco, involuntérios da bexiga, vaging, trompas de fadpio, colon e camada média das
artérias, bem como no grupo controle. Foi observado ainda que os animais do grupo
corticoide sacrificados com 6, 12, 16, 21 e 22 semanas apés a interrupcdo da droga, tiveram
seus musculos na maioria s vezes histologicamente normais, com auséncia de fibrose. A
andlise quimica dos musculos com necrose cortico-induzida revelou aumento na quantidade
de &gua, lipideo e sodio e reducdo na quantidade de potassio quando comparado ao grupo
controle.

Coomes (1965), investigou 0 desenvolvimento de miopatia induzida por corticoide
em humanos por meio de estudos eletromiogréficos com medidas da duragdo média do
potencid do musculo deltdide. Foi observado que: (1) no grupo controle, nd houve
nenhuma diferenca significativa entre os potenciais registrados nas porcdes superficia e
profunda do misculo estudado; (2) 20 pacientes portadores de artrite reumatéide, com ou
sem evidéncia de doenga no ombro ou cintura escapular, apresentaram a média de duragdo
do potenciad de acdo, dentro da faixa da normdidade; (3) apds submeter a exames 50
pacientes com artrite reumatdide e um com espondilite anquilosante, todos fazendo uso de
prednisolona, a média de duracéo do potencial foi menor no grupo clinicamente classificado
como portador de hipercorticisno severo; (4) a dose e 0 tempo de administragdo do
corticosteréide ndo pareceram ter relacéo direta com a diminuicdo da duracdo média do
potencid.

Fdudi ; Gotlieb ; Meyers (1966), através de estudos histoquimicos em ratos,

investigaram 0 desenvolvimento de miopatia nos musculos quadriceps, peitorais, musculo
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cardiaco, bem como no figado e bago. Os animais receberam injecoes de atas doses de
Varios tipos de esterGides por quatro semanas. Ficou demonstrado que os animais dos grupos
experimentais perderam peso, com excegd0 do grupo controle e 0s que receberam
prednisolona; houve diminui¢do do peso do quadriceps em relagdo a0 peso corpora total e
diminuicdo ndo significante do peso do peitora comparado ao peso corpora. Do ponto de
vigta clinico, houve um acometimento maior dos musculos das extremidades posteriores, em
especia do quadriceps.

Histologicamente, este mesmo estudo demonstrou uma diminuicdo na espessura das
fibras de todos os musculos do grupo experimental, comparado ao grupo controle. O
decréscimo foi menor nos grupos que receberam hidrocortisona e metilprednisolona e maior
NOS grupos parametasona e betametasona.

Os autores concluiram que: (1) todos os esterdides investigados induziram a
miopdia; (2) as mudangas mais significantes ocorreram com os esterdides contendo radicais
fllor (parametasona e betametasona); (3) a gravidade das mudangas musculares ocorridas
dependeu da escolha da droga, tempo de terapia, dose aplicada e exercicio.

D Agostino ; Chiga (1966), em experimento feito em coehos, estudaram o
desenvolvimento de miopatia no diafragma, quadriceps, solear e gastrocnémio, induzida por
injecOes de acetato de cortisona durante 14 dias. Ocorreram mudangas significativas nas
fibras granulares (tipo |, B e C) dos muscul os estudados, porém, estas alteragdes foram mais
proeminentes no diafragma. Portanto, neste musculo foi observado envolvimento primério
das fibras granulares, aumento no contetido de lipideos, maior alargamento do diémetro
transversal com aumento aparente do contelido sarcoplasmético e mitocondrias de aspecto
bizarro. No entanto, o contelido de glicogénio mostrou acimulo em ambas as fibras,
granulares e agranulares.

Afifi ; Bergman (1969), estudaram em coelhos as alteragbes nos musculos solear,
sartério, quadriceps femural, diafragma e coracéo induzidas pela injecdo diaria de acetato de

cortisona numa dose de 10 mg/Kg. Os animais receberam a droga na extremidade inferior da
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pata, sendo sacrificados em intervalos de 4, 8, 12 horas ap6s a primeira injecdo e 2 semanas
apos a interrupcdo de injecdo diaria por 14 dias aintervalos de 2, 4, 7, 9, 11, 15, 20, 23, 30,
37, 42 e 58 dias durante o periodo de recuperacéo. Neste estudo foram utilizados 3 animais
controle, onde um foi sacrificado no inicio do experimento, um ndo tratado e outro
recebendo injecdo de solugéo saina foram sacrificados no final do experimento.

Os autores observaram que 0 processo da miopatia esteréide induzida, numa fase
mais inicial apresentou prevaléncia de agregados massivos de glicogénio, com preservacao
da arquitetura da fibra muscular. Na fase tardia o acimulo de glicogénio estava reduzido e
foi caracterizado por quebra dos eementos contrdeis, necrose, infiltrado celular e
fagocitose. Unindo estas duas fases, uma fase intermedi&ria foi melhor estudada por
microscopia eletrénica mostrando alteracles irreversiveis nas mitocondrias, mudancas na
linhaZ e uma experiéncia produtiva na regeneracao.

A andlise microscépica deste estudo mostrou as seguintes alteracdes no diafragma:
(1) quatro horas ap6s a injecdo de cortisona, a coloragdo PAS anormalmente marcada estava
limitada a areas de subssarcolema e cortes coloridos com azul de toluidina pareceram
normais, (2) ateracbes significativas oito horas apds a primeira injecéo, em relacdo &
observadas apés quatro horas; (3) os cortes coloridos com azul de toluiding, 12 horas apés a
primeira injegdo, mostraram uma fibra ocasional, com fragmentacdo do materia contrétil na
area do subssarcolema, enquanto cortes corados em PAS mostraram que as mesmas areas
tiveram coloragcdo PAS intensamente positiva; (4) 24 horas da primeira injegcdo, as fibras
estavam facilmente reconheciveis e as ateracfes descritas anteriormente estavam locali zadas
principalmente na regido do subssarcolema, mas muitas fibras permaneceram intactas; (5)
dois dias apds o tratamento houve uma distinta progressdo do processo degenerativo,
envolvendo muitas fibras. e uma extensdo da area de predilecéo limitada ao subssarcolema
para o envolvimento de toda a fibra; (6) trés dias apos o tratamento, muitas fibras estavam
envolvidas em sacos vacuolares, com substituicdo do materiad contrétil por massas

globulares densas, as quais reagiram intensamente com o &cido periddico de Schiff; (7)
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quatro dias apds, algumas das fibras severamente acometidas comegaram a se desintegrar e
sofreram fagocitose, enquanto outras menos afetadas mantiveram sua arquitetura gera e
exibiram uma reacdo PAS intensa; (8) nenhuma diferenca significante no quinto e sexto dias,
comparado ao observado 4 dias apds o tratamento.

Van Balkon et al. (1996) estudaram no diafragma costal de 60 ratos, os efeitos
provocados pela administracdo de metilprednisolona, via subcuténea, por 8 semanas. Os
animais foram divididos em 4 grupos. Grupo C — receberam injecOes diarias de solucéo
saling; Grupo MP-C — receberam injecOes diarias de corticbide; Grupo MP — A receberam
injecbes de corticdide, dternando com injegBes de solucdo sdina e Grupo MP-B —
receberam pulsos de corticdide por 2 semanas, seguido de 4 semanas de solugdo sdina e
retornando com mais 2 semanas de corticdide. O musculo estudado foi submetido a
estimulagOes teténicas de 25, 160, 50, 160, 80, 160 e 120 Hz — 250 ms. Os resultados foram
andisados através de andise imunohistoquimica, bioquimica e geracdo de forgca no
diafragma costal. Foi observado em todos os grupos experimentais, reducéo na curva forga
freqiéncia e na &ea de seccdo transversal das fibras tipo I, 1Ix e llb; a atividade
glicogenalitica foi menos afetada no grupo MP-A, comparado ao grupo MP-C; diminuicdo
da atividade da creatina quinase e capacidade b oxidativa no grupo MP-B comparado ao
grupo MP-C; aumento da capacidade oxidativa em todos os grupos MP. Os autores
concluiram que, embora os diferentes regimes de tratamento com metilprednisolona tenham
afetado a morfologia e a atividade enzimdaica do diafragma de diferentes formas, a

capacidade de gerar forga diminuiu na mesma extensdo em todos os grupos tratados.
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1.5 Ensaio mecanico

Nos dias de hoje a Engenharia Biomédica, em suas vérias formas de atuagdo, tem
oferecido uma vasta contribuicdo para o0 desenvolvimento cientifico de éreas
multiprofissionais da salide, especialmente na Medicina e Reabilitacdo.

Esta uni&o tem por objetivo, oferecer ao homem melhores condigdes de vida, salide,
recuperacdo anatomo-funciona e sobrevivéncia de maneira equilibrada (RAMOS, 1979).
Entre inimeras contribui¢des, a Engenharia tem fornecido importantes informactes no
tocante aavaliagcéo das propriedades mecanicas dos materiais ou tecidos componentes do
corpo humano, ou de materiais utilizados para substituir ou reparar os tecidos organicos. Na
determinacéo do comportamento dos materiais ou tecidos quando submetidos a esforgos tém

sido utilizados ensaios mecanicos que podem ser de tragao, torgcdo, compressao, entre outros.

1.5.1 Ensaio mecanico detracdo

Dentre os tipos de ensaios existentes, 0 de tracdo € considerado 0 mais importante
devido a sua maior facilidade de execugéo e reprodutibilidade dos resultados. Consiste em
submeter um materiadd a um esforco que tende a aonga-lo, no sentido de promover
deformacio (SOUZA, 1982).

No ensaio de tracdo o material sofre a aplicagdo de forgas externas crescentes,
tomando-se o cuidado de dinhar bem o corpo de prova, para assegurar a aplicacéo do
esforgo na direcdo de seu eixo axia longitudina. Durante 0 ensaio as deformagBes s&o
medidas por meio de um extensdmetro. Neste ensaio, as deformacBes promovidas no
materia, sdo uniformemente distribuidas em todo o corpo. A possibilidade de fazer com que
a carga cresga lentamente durante o ensaio de tracdo, permite medir de maneira satisfatériaa

resisténcia do materia (SOUZA, 1982). Para que os resultados obtidos sgjam fidedignos é
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necessario precisdo dos aparelhos de medidas disponiveis, de acordo com normas e

padronizacOes pré-estabelecidas (CHIAVERINI, 1979).

1.5.2 Ensaio mecanico em tecidos moles

Ensaios mecénicos de tracdo tém sido utilizados para a investigacdo das
propriedades mecanicas de ligamentos e musculos, submetidos a diferentes condicOes tais
como ha presenca de lesdes por esmagamento ou estiramento.

MacMaster (1933), estudou em coelhos adultos o complexo calcaneo-tenddo
calcaneo-gastrocnémio-fémur, a fim de determinar a resisténcia atracdo. Foram observadas
rupturas no ventre muscular e na juncdo miotendinea, tanto na origem ou na inser¢do do
musculo, bem como fraturas com avulsdo éssea. O tenddo normal ndo apresentou ruptura,
mesmo quando submetido a tensdo extrema. Para que houvesse ruptura tendinea a uma
grande tensdo, metade de suas fibras ja deveria estar rompida; para a ruptura ocorrer a uma
tensdo moderada, aproximadamente trés quartos das fibras ja deveriam estar rompidas. Nesse
trabaho, entretanto, utilizou-se preparacdo o0sso-tenddo-muisculo avascular, onde ocorreu
ruptura 5 semanas apds a obstrucdo do suprimento sanguineo e aforga de estiramento nédo foi
controlada.

Cronkite (1936), submeteu 294 tenddes de cadaveres humanos a ensaio de tracéo.
Esse autor constatou significantes variagdes na tenséo de ruptura de diferentes tenddes para
um mesmo individuo, e do mesmo tendéo para diferentes cadaveres.

Davidsson (1954), estudou em coelhos e gatos a resisténcia a tracdo da unidade
musculo-tenddo-0sso. Foram observadas rupturas na origem muscular ou na insercéo
tendinosa, mas ndo no corpo tendineo.

Welsh et al.(1971) em estudo experimenta em coelhos, utilizaram tenddes dos

musculos plantar, flexor longo dos dedos, gastrocnémio e solear. O estudo foi feito
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empregando-se trés sistemas: 1) sistema muscul o-tend&o-0sso intacto, submetido aaplicacéo
de carga a velocidades de 1,3, 254 e 127 entimetro por minuto (crm/min); 2) sistema
tenddo-osso, submetido a testes semelhantes ao anteriormente citado; 3) somente tendéo,

submetido a um comprimento pré-determinado mantido constante. Os autores observaram,

no sistema musculo-osso-tenddo, ruptura muscular tanto no ventre quanto adjacente a
origem. A aplicacéo de cargas com diferentes freqiiéncias mostrou pouca diferenca na forca
requerida para romper 0 sistema, bem como quanto ao local de ruptura.

No sistema tendao-osso, foi observado que a 1,3 cm/min o tenddo quebrou-se na
insercdo com pequenos fragmentos Gsseos presentes; a 254 cm/min - houve ruptura na
insercdo, porém, ndo associado a presenca de fragmento 6sseo; a 127 cm/min o tenddo
quebrou no local onde estava preso amaquina, permanecendo a juncdo tendao-0sso intacta.
No sistera apenas tenddes, estes romperam no local onde estavam presos amaquina. Apesar
do comprimento ter sido mantido constante, houve uma queda na carga necessaria para
manter 0 mesmo grau de extensdo, denominada tensdo de relaxamento. Porém, quando o
tenddo foi submetido a uma carga mantida constante, foi capaz de suportar uma mudanca no
comprimento, denominada dedizamento. Em ambas situacles, 0 tenddo comportou-se de
maneira viscosa.

Garret et al. (1987) estudaram em coelhos as propriedades mecéanicas do misculo
extensor longo dos dedos em resposta a0 estiramento, em estado passivo e estimulado
eletricamente, o qua foi submetido a alongamentos rapidos até a ruptura. Os animais foram
divididos em trés grupos. Grupo 1 os musculos foram submetidos a um estimulo elétrico de
64 Hz;, Grupo 2 — a edtimulagdo foi a uma frequéncia de 16 Hz; Grupo 3 — ndo foram
estimulados. Durante a fase de tetania, todos os misculos foram estirados até a ruptura.
Evidenciou-se que: 1) a ruptura de todos os musculos ocorreu na porgéo miotendinea distal;
2) ndo houve diferenca aguma no aumento do aongamento para a ruptura; 3) a energia

absorvida foi 18% maior nos musculos estimulados tetanicamente, comparada acondicéo do
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musculo em estado passivo. Foi concluido que as lesdes musculares podem ocorrer quando
0s muscul os s80 incapazes de resistir ap estiramento ou se adaptar aele.

Nikolaou et al. (1987), investigaram o comportamento do misculo tibia anterior em
coelhos, frente ao estiramento passivo provocado por 8% da forga necesséria para provocar
ruptura do musculo contralateral. Os autores constataram a ocorréncia de uma lesdo
muscular sem ruptura. Foi evidenciada, por meio de andise hitoldgica, a lesdo de um
pequeno nimero de fibras musculares, proximas ajuncdo mio-tendinea, com ainstalacéo de
reacdo inflamatdria pronunciada 24 a 48 horas apds o traumainicial.

Noonan et al. (1994) empregaram & musculos extensor longo dos dedos e tibia
anterior em um estudo experimental com coehos. O objetivo foi identificar um limiar
necessario para induzir lesdo muscular provocada por estiramento passivo. Desta forma,
utilizaram uma forca entre 20 e 30% da forca requerida para causar ruptura. Observaram,
através de andlises histolégica e mecanica, que os musculos submetidos a estiramento até
30% da forca de ruptura apresentavam, proximo ajuncdo miotendinea, &reas com ruptura das
fibras musculares, acompanhadas de hemorragias e diminui¢éo das forcas contréteis. Porém,
0s musculos submetidos a estiramento de até 20% da forca de ruptura, ndo apresentaram
alteragBes histolOgicas e mecanicas. Assim, 0s autores sugeriram a existéncia de um limiar
para se induzir alesdo muscular por estiramento passivo.

Crisco et al. (1994) produziram lesdo muscular em ratos por impacto no complexo
muscular gastrocnémio, solear e plantar. Apos a lesdo, fizeram observacdes histologicas,
fisiologicas e mecanicas no mesmo diaeno 2, 7 e 24° dias. Os misculos mostraram uma
perda significativa da funcéo contrétil desde o dia da lesdo até o 7° dia, enquanto no 24° dia
ela voltou proxima do normal. Posteriormente, os animais foram sacrificados e em seguida
realizada tracdo mecéanica dos musculos em estudo.

O teste de tragdo realizado no 2° dia, mostrou ruptura muscular no local das lesGes.
No 7 dia, de quatro espécimes, dois tiveram ruptura no sitio da lesio e os outros dois ruptura

na juncdo miotendinea distal. No 24° dia, seis espécimes ndo apresentaram ruptura no local
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da lesdo. Nessa Ultima ocasido a ruptura teve inicio na jungdo miotendinea distal ou
proximal. Tais resultados evidenciaram que houve diminuicdo das rupturas ocorridas no sitio
dalesdo em fungdo do tempo de cicatrizacdo.

Mais recentemente em nosso meio Menezes (1997), empregou ensaios de tragéo em
coelhos para andlisar 0 efeito terapéutico da aplicagéo de ultra som em um modelo de leséo
muscular aguda. Para tanto, realizava uma lesdo por esmagamento no musculo reto anterior
do quadriceps direito e esquerdo. Apos trés dias da lesdo os animais foram tratados com
ultra-som de onda pulsada, fregiiéncia de 1 MHz e intensidade de 0,5 W/cn* por 5 minutos,
durante dez dias. O musculo contra-lateral serviu como controle, sofrendo apenas o
esmagamento. Os animais foram sacrificados trés dias apds o término das aplicacles e 0s
musculos foram submetidos a ensaio de tragdo. Constatou-se que os muscul os tratados com
ultrassom apresentaram diferenca significante maior na deformacd maxima, carga e
deformacdo no limite de proporcionaidade, e na energia de deformacdo elastica. Assm,
estes resultados sugeriram que o limite elastico do musculo migrou para valores maiores,
capacitando-o em alongar-se mais e absorver mais energia e consequentemente tornou-o
mais eléstico devido ao padréo de deformacdo apresentado. A autora concluiu que a
aplicacéo do ultra-som pode ser benéfica na melhora da quaidade da reparacéo da lesdo
muscular aguda.

Apesar do grande nimero de trabahos realizados envolvendo ensaios de tragdo em
tecidos moles, a utilizacd dessa metodologia € inédita na investigagdo dos efeitos dos
corticosterdides sobre os tecidos organicos.

Carazzato et al. (1980), em estudo feito em ratos, investigaram as alteragoes
histolégicas e biomecanicas ocorridas pela infiltragdo local de corticoide e anestésico na
juncéo miotendinea do triceps sural. Os autores demonstraram que 24 horas ap0s a aplicacdo
do corticoide ocorreu necrose e sensivel diminuicdo da resisténcia masculo-tendinea, tendo
este efeito perdurado por duas semanas. No entanto, nenhuma alteracdo foi provocada pela

infiltracdo local de xilocaina a 2% apenas.
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Oxlund (1980) estudou em ratos os efeitos da injecéo local de cortisol por 24 dias
sobre as propriedades mecanicas do tend&o fibular, ligamento cruzado posterior do joelho e
pele do dorso. Foi observado que ainjecdo loca de cortisol por 24 dias aumentou a forca de
tensdo, carga méxima e rigidez do tenddo fibular , sem ateracdo alguma do contelido de
coldgeno das amostras e reduziu aforga de unido 6ssea dos ligamentos. Assim pode observar
(2) ruptura do ligamento cruzado posterior em dois locais de sua fixagdo 0ssea, com reducdo
do valor da carga maxima; (2) na pele ocorreu reducéo da espessura e conteido de gordurg;
aumento ra concentracdo de colageno; maior forca de tenséo e energia absorvida. O autor
concluiu que a injecdo local de cortisol aumentou a forca e rigidez dos tenddes, porém,
diminuiu a forca de unido 6steo-ligamentar e que a pele aumentou sua resisténcia no local
distante das injecoes.

Oxlund ; Manthorpe (1982) através de novos experimentos, agora em coelhos,
investigaram as propriedades dos tenddes dos musculos fibulares longo e curto, e pele da
regido lombar apGs a administracdo intramuscular prolongada de predhisolona. Os animais
foram divididos em trés grupos. (1) grupo controle; (2) grupo que recebeu prednisolona
intramuscular na dose de 0,6 mg/Kg de peso corpora durante 63 dias; (3) grupo que sofreu
restricdo alimentar a partir do momento em que 0s animais perderam peso na mesma
extensdo gue o grupo em uso de esterdide. Os autores evidenciaram no grupo tratado com
esterdides reducdo do peso seco dos tenddes, sem ateracdes do contetido de colageno ou
parémetros de tensdo e deformagdo, comparado a0 grupo controle. Foi evidenciado ainda
nesse grupo um aumento da rigidez dos tenddes dos fibulares. Na pele houve diminuicdo do
contetido de colageno, da extensibilidade e da resisténcia. Os autores concluiram que 0 uso
prolongado de esterdides por via intramuscular afeta a pele em grau mais pronunciado do
gue os tenddes.

De tudo que foi exposto até o0 momento, fica claro que o uso de esterGides por longos
periodos, ou dtas doses, pode levar a0 desenvolvimento de ateracbes miopéticas em

diferentes musculos estriados, incluindo ndo somente componentes dos membros, como
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também o principa misculo respiratério, o diafragma. Fica claro ainda, que os ensaios
mecanicos, particularmente os de tragdo, sdo instrumentos de pesquisa vaidos e Uteis para a
investigacdo das propriedades biomecénicas de musculos e tenddes. Findmente, as
conseguéncias biomecanicas do desenvolvimento de miopatia pelo uso sstémico de
esterdides tém sido motivo de quase nenhuma investigagdo. 1sso é particularmente verdade
para o diafragma, onde uma minuciosa revisdo da literatura ndo encontrou nenhuma
publicacdo voltada para a andlise desses aspectos. Baseados nessas consideragoes,
procuramos desenvolver uma pesquisa direcionada a avdiacd dos efeitos do uso de
esterGides em altas doses sobre as propriedades biomecanicas de um musculo periférico e do

diafragma.
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2 OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivo caracterizar, através do emprego de ensaios de
tracdo, os efeitos do desenvolvimento de miopatia metabdlica secundaria a administracdo
sistémica prolongada de metilprednisolona em dtas doses, sobre propriedades biomecéanicas

do diafragma e do musculo gastrocnémio medial de coelhos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

O estudo foi desenvolvido com 30 coelhas abinas adultas da raca Nova Zelandia
fornecidas pelo Biotério Central da Prefeitura do de Ribeiréo Preto da Universidade de Séo
Paulo. Os animais foram divididos em dois grupos de 15: Grupo Experimental (GE) que
recebeu metil-prednisolona por via subcuténea e Grupo Controle (GC), mantido nas mesmas
condigdes que 0 GE, porém tratado com solugédo saina.

Os animais permaneceram durante o periodo de tratamento no Bioté&io do
Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdo Paulo recebendo agua eaimentacdo ad libitum As coelhas eram
recebidas no Biotério e, apds um curto periodo de adaptacéo, aeatoriamente distribuidas
para um dos dois grupos do estudo.

Os animais do GE receberam diariamente, no periodo da manhd, injecles
subcuténeas de succinato sodico de 21 metil-prednisolona (Solumedrolo; Pharmacia- Up
John N.N. / SA. — Puurs - Bégica) nas doses de 2 mg/kg/dia. As coelhas do GC foram
igualmente injetadas com volumes correspondentes de soro fisioldgico a 0,9%. Ambos os
grupos foram tratados seqiiencialmente durante 21 dias. Todos os animais foram pesados e
submetidos a controle de ingesta em dias alternados, sendo entdo corrigidas as doses

administradas de corticdide e solugdo saina.
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3.2 Sacrificio dos animais e obtencdo dos musculos para

estudos biomecanicos e analise histoldgica.

Ap6s completado o periodo de tratamento os animais foram transportados para o
Laboratério de Bioengenharia da Faculdade de Medicina de Ribeiréo Preto da Universidade

de Sdo Paulo, onde sofreram eutandsia pela administragdo de doses letais de anestésico

(Tiopental®).

3.2.1 Preparo do diafragma

Imediatamente ap0Gs a eutanasia, 0s animais foram submetidos a uma laparotomia
transversal, com exposicdo, disseccdo e retirada de todo o diafragma pela sua face
abdominal, com técnica semel hante a utilizada nos estudos de Boriek ; Rodarte (1994) e Van
Bakon (1999). A seguir o diafragma foi pesado em uma balanca digital marca Precision PR
500 e posteriormente estendido sobre uma placa de cortica e preso em suas bordas por
dfinetes, de tal forma que a visuaizacdo fosse feita pela sua face abdominal. Em seguida
retirava-se uma amostra em corte transversal do hemi-diafragma direito, na borda de sua
porcdo costal, a qual era fixada em nitrogénio liquido e conservada num freezer a —70 °C
para a realizacdo de estudos histol 6gicos posteriores.

O hemi-diafragma esguerdo, ainda fixado aplaca de cortica, foi conservado a fresco
com 0 uso de solucdo salina (MENEZES, 1997), até a retirada dos corpos de prova,
imediatamente antes da realizagdo do ensaio de tracdo. Utilizando-se uma lamina de bisturi e
um paquimetro Mitutoyo® foram retirados da por¢ao costal do hemi-diafragma esquerdo dois
fragmentos de tamanho aproximado, os quais foram mensurados quanto ao Seu
comprimento, largura e espessura FIGURA 1), com técnica semelhante aos estudos de

Kelsen; Ference ; Kagpoor (1985).
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Foi feito um esforco para que a largura dos fragmentos musculares a serem
utilizados como corpo de prova no ensaio de tracdo fossem retirados com uma largura

proximaas mm.

Hemi- Hemi-
diafragma diafragma
direito esquerdo

FIGURA 1 — Retirada dos corpos de prova e amostras para analise histologica. A - Obtencéo
de corpos de prova para ensaio de tragdo com auxilio de um paquimetro. B - Regido de retirada das
amostras no diafragma.

3.2.2 Preparo do gastrocnémio
Concomitantemente a retirada do diafragma foi feito a retirada do gastrocnémio,

onde foram utilizadas técnicas do Laboratério de Bioengenharia. Foi feita uma incisfo
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cirtrgica longitudind na pata direita do anima, com exposicdo do gastrocnémio para a
retirada de uma amostra de sua porcdo media visando estudos histologicos. As bidpsias
obtidas foram imediatamente fixadas em nitrogénio liquido e conservadas num freezer a—70
°C. Em seguida redizou-se uma incisdo cirlrgica na pata contra-lateral para retirada da
por¢do medial do gastrocnémio esquerdo, a qual foi conservada asua origem através da
manutencao do terco distal do fémur e tergo proximal datibia e fibula, enquanto o tendéo de
Aquiles foi dissecado e retirado de sua inser¢éo no calcaneo (FIGURA 2B), este modelo foi
semelhante ao utilizado no estudo de CARVALHO (2001). O musculo gastrocnémio media
foi iguamente conservado em solugdo salina a fresco até o instante do ensaio de tracdo
(MENEZES, 1997). Precedendo a0 ensaio de tracdo foi medido o comprimento
circunferencia do ventre muscular através de um fio colocado circundando essa regido. O
comprimento e largura do ventre muscular foram iguamente medidos com o auxilio de um

paguimetro Mitutoyo®.

FIGURA 2 — Musculo gastrocnémio medial. A - Retirada da amostra para andlise histol6gica
da porcdo media do ventre medial do musculo gastrocnémio. B - Corpo de prova para ensaio
mecanico com o ventre medial do musculo gastrocnémio, mantido em suaorigem | o terco distal do
fémur ell o terco proximal detibiae fibula
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3.2.3 Ensaio mecanico de tracdo

Os ensaios mecanicos de tragdo foram realizados na Méguina Universal de Ensaios
do Laboratério de Bioengenharia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP em
temperatura ambiente que foi mantida controlada em 25°C por sistema de ar condicionado.
Nos ensaios foram utilizadas garras especiais para a fixagdo das amostras do diafragma e
gastrocnémio a maquina universa de ensaios (FIGURAS 3B e 5). Foi utilizada uma cdlula
de carga (KRATOS") com capacidade de medir cargas até 200 Kgf, associada a uma ponte
de extensometria (SODMEX®). Para as medidas dos alongamentos foi utilizado um rel6gio
comparador Mitutoyo® com precisio de 0,01 mm (FIGURA 3A e 5). Em cada animal foi
realizado um Unico ensaio de tragdo para 0 musculo gastrocnémio esquerdo e para cada um
dos dois corpos de prova obtidos a partir do hemi-diafragma esquerdo. Na interpretacdo dos
resultados referentes ao diafragma foram analisados os dados obtidos do ensaio de um Unico

corpo de prova, aquele que havia se mostrado de melhor qualidade técnica.

3.2.3.1 Ensaio mecanico detracdo dos corpos de prova do diafragma

Para 0 ensaio dos corpos de prova do diafragma, apos a fixacdo e ainhamento do
corpo de prova, foi estabelecida uma disténcia inicial entre as duas garras de 10 mm
(FIGURA 3). Em seguida, foi dada uma pré-carga de 9 gramas durante um minuto, para
acomodagdo do sistema, fazendo-se a leitura inicial da deformacdo e considerando-se a
distancia nicia a partir do valor da pré-carga estabelecida. Foi instituida uma velocidade
constante de 5 mm/min para a realizagdo do ensaio. Uma vez iniciada a realizagdo do ensaio
a carga aplicada foi registrada a intervalos de 05 mm de deformacdo, lendo-se
smultaneamente no display sempre o valor da carga correspondente, até que se atingisse um
vaor méximo, ponto a partir do qua iniciava-se a queda nos valores de carga. A partir desse

momento foram feitas, em média, 10 leituras adicionais.
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Reldgio
comparador

Corpo de
prova do
musculo
diafragma

FIGURA 3 — Ensaio de tracdo do musculo diafragma. A - Sistema para o ensaio de
tracdo do corpo de prova. Observe oredégio comparador para medida dos aongamentos,
célula de carga e tragdo em sentido longitudinal B — Note o sistema de fixac&o e dinhamento
do corpo de prova

A tensdo aplicada foi calculada pela relacdo entre a forga aplicada e a area dos
corpos de prova. Assm, a partir dos valores das tensdes e deformagdes obtidos de cada
ensaio dos corpos de prova diafragmaticos foram confeccionados gréficos (Tensdo X
Deformacao) utilizando-se o programa EXCEL 7°. Nesses gréficos os seguintes parametros
foram determinados. tensdo e deformacdo do limite méximo, tensdo e deformagéo do limite

de proporcionaidade e médulo de elagticidade (FIGURA 4).
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Deformagéo
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FIGURA 4 — Demonstragdo dos célculos das propriedades mecanicas do mascul o diafragma:
Tensdo do limite méximo (T, Deformagdo do limite méximo (Dnsg); Tensdo do limite proporcional

(Tprop), Deformacdo do limite proporciona (Dprop); M6dulo de elasticidade (inclinagéo da curva no
limite de proporcionalidade);

Limite M&ximo (LM)

E 0 ponto onde a curva tensfo x deformagao apresentar o maior valor datensio antes
de ocorrer 0 rompimento.
0 Tm— Tensdo do limite méximo

0 D« — Deformacdo do limite méximo

Limite de proporciondidade (L P)

O limite de proporciondidade de cada corpo de prova do diafragma, foi obtido

tomando como referéncia o Ultimo ponto da reta de uma regresséo linear do grafico Tensdo x

Deformacéo, caracterizando afase elastica.
0 Tpop — TeNsio do limite de proporcionalidade

0 Dm«— Deformacdo do limite de proporciondidade
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Madulo de eagticidade (E)
O modulo de eagticidade € determinado pela inclinagdo da curva tensdo x

deformacao, calculada pela tangente do angulo q

3.2.3.2 Ensaio mecanico de tracédo do gastrocnémio

O musculo gastrocnémio esquerdo foi fixado por um acessorio especial, pela porcéo
distal do fémur, na sua extremidade superior, e pelo tenddo de Aquiles ra sua extremidade
oposta (FIGURA 5). A distancia inicia entre as garras foi estabelecida de acordo com o
valor do comprimento de seu ventre. Em seguida foi dada uma pré-carga de 20 gramas
durante 1 minuto para a acomodacdo do sstema, fazendo-se a letura inicia da carga. A
velocidade estabelecida, bem como os intervalos para o registro da carga aplicada e as
leituras das deformages, do inicio ao término do ensaio, foram semelhantes ao ensaio do
diafragma. Ao fina do ensaio 0 ventre do gastrocnémio ensaiado foi seccionado de sua
origem e insercdo e pesado em uma balanca digital marca Precision® PR 500 (KELSEN ;

FERENCE ; KAPOOR., 1985).



Material e Métodos - 29

Relégio
comparador

k
Musculo i
gastrocnémio
Sentidc

da
tracédo

Garra inferior \‘
(morsa) -

FIGURA 5 — Sstema para 0 ensaio de tracdo do musculo gastrocnémio medid.
Observe orddégio comparador para medida dos aongamentos, célula de carga, sistema de
fixagdo (garras), alinhamento do corpo de prova e tracdo em sentido longitudinal.

A partir dos valores de cargas e deformacdes obtidos de cada ensaio do musculo
gastrocnémio, foram confeccionados graficos (carga aplicada ver sus deformacéo) utilizando-
se 0 programa EXCEL 7. Nestes gréficos, os seguintes parametros foram determinados:
carga e deformagdo méaximas, carga e deformagao co limite de proporciondidade e rigidez

(FIGURA 6).
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FIGURA 6 - Demonstracdo dos célculos das propriedades mecénicas do musculo
gastrocnémio medial: Carga maxima (Cns), Deformagdio méxima (Dms); Carga proporciona (Cprop),
Deformagéo proporcional (Dprop); Rigidez (inclinagdo da curvano limite de proporcionalidade)

Limite M&ximo (LM)
E o ponto onde a curva carga x deformag&o apresentar o maior valor da carga antes

de ocorrer 0 rompimento.
0 Cuu— Cargado limite maximo

0 Dm«— Deformac&o do limite méximo

Limite de proporciondidade (L P)

O limite de proporcionalidade de cada amostra do gastrocnémio, foi obtido tomando
como referéncia o Ultimo ponto da reta de uma regressdo linear do gréfico Carga X
Deformacao, caracterizando a fase elastica.

0 C,op — Cargado limite de proporcionaidade

0 Dm«— Deformacdo do limite de proporciondidade
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Rigidez (R)
Determinada pela inclinagdo da curva carga x deformacdo, calculada pela tangente

do éngulo q dareta que representa ainclinagdo da curva

Prop

R:qu:D_

Prop
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3.3 Analise histolégica

Todo o processamento e andlise histoenzimolégica dos musculos foi redlizado no
Laboratério de Neuropatologia do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de
Ribeiréo Preto da Universidade de S&o Paulo, sob coordenagéo do Prof. Dr. Luciano Neder.
Foram analisados os musculos diafragma e gastrocnémio media de 3 coelhos do grupo
experimental (GE) e 3 do grupo controle (GC).

Os fragmentos dos musculos foram cortados em criétomo (Harris®, mod. CTD da
International Equipment Company — USA), sendo obtidos cortes com espessurade 5 nm. Os
fragmentos dos musculos foram colocados sobre [&minas histolégicas de 20x20 mm e
expostos a0 ar para desidratacdo. Em seguida, o material foi mantido em baixa temperatura
(-70 °C) para a adesdo dos cortes sobre laminulas durante a noite. No dia seguinte foi
iniciado o processamento das reagdes histoenzimol ogicas.

O processamento do materia seguiu a rotina do laboratério, sendo utilizado a
seguinte metodologia  (IVERZUT, 1999): congelamento dos fragmentos em nitrogénio
liquido e criotomia para as reagfes histoquimicas e histoenzimolégicas (DEKHUIJZEN et
a., 1993).. Hematoxilina — Eosina (H&E), Tricromicro de Gomori modificado, Oil Red “O”
em propileno glicol, &ido Periodico de Schiff (PAS), PAS + a-amilase divar,
Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Reduzida Tetrazolium Redutase (NADH — TR),
succinato de desidrogenase (SDH), Naftol ASBI Fosfatase (NASBI-PA) e Adenosina

Trifosfatase Miofibrilar (MATPase) nos pHs 9,4; 4,93 e 4,65.

3.3.1 Analise morfolégica
Na coloragdo H&E foram avaliados os aspectos morfol égicos genéricos do tecido

muscular, procurando observar nas miofibras as seguintes ateraces. diferenca do tamanho e
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da forma das fibras, presenca de degeneracdo e regeneracdo, infiltrado inflamatorio,
alteracdes estruturais e fibrose endomisia dentre outras.

Pela coloracéo de Tricromicro de Gomori modificado foi avaliada a presenca ou néo
de acumulos de mitocondrias, tanto na periferia, como no sarcoplasma. As colorages PAS
com ou sem diastase (glicogénio) e Oil red “O” (gordura), foram avdiadas
quantitativamente.

Pelas reagcdes de SDH e NADH-TR, foram avaliadas acimulos de mitocondrias e a
distribuicdo das miofibrilas ou irregularidades nesta distribui¢do, respectivamente.

Para cada caso, foi realizada uma descricdo morfoldgica do musculo avaliado
(diafragma e gastrocnémio) e das alteracbes qualitativas presentes nas reagOes
histoenzimol égicas.

A caracterizacdo das fibras musculares em tipo | e tipo |l foi possivel através da
identificac@o da enzima ATPase miofibrilar (MATPase, E.C.3.6.1.3.) pré-incubada em meio
&cido e dcdino. A andlise quditativa e quantitativa de cada grupo permitiu a distingdo dos
diferentes tipos de fibras. A intensdade de coloragdo foi subjetivamente classificada em
forte (+++), fraca (+) ou ausente (-) para todos os casos, em fungdo da possibilidade de
variacdo da coloragdo com o tempo apds o Obito do animal. Para a caracterizacdo de
grupamento de fibras, foi estabelecido um nimero minimo de 20, desde que observados para
ambos os tipos de fibras. Foi também avaliada a existéncia ou ndo do predominio de um
determinado tipo de fibra, sendo esta uma avaliacdo subjetiva e apenas considerada quando
evidenciada claramente a0 microscopio. Nos casos em que houve dividas quanto ao
predominio de um ou outro tipo de fibra, foi feita a contagem do nimero das fibras tipo | e
I1, sendo estabelecido o predominio somente quando a contagem revelou mais de 60% de um

ou outro tipo de fibra, nos campos analisados.
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34 Andliseestatistica

Os resultados obtidos foram expressos na forma de medianas, médias e erro-padréo.
Em todas os testes foi estabelecido como nivel para rejeicdo da hipétese de nulidade um
valor igud ou inferior a5% (p £ 0,05).

As comparagbes que atingiram diferencas estatisticamente significantes foram
assinaladas com um asterisco (*) quando o estudo dos dados foi efetuado pelo este t de

Student para dados pareados e com dois asteriscos (**) quando os dados foram analisados

pelo teste de Mann Whitney para dados néo pareados.
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4 RESULTADOS

Os valores médios do peso inicid, final, variagdo percentua do peso e pesos do
diafragma e do gastrocnémio, dos animais dos grupos experimental (GE) e controle (GC)

estdo representados na TABELA 1.

TABELA 1 —Valores médios do peso dos animais, do diafragma e do gastrocnémio.

Peso Peso Variagéa Peso do Peso do
Grupo inicial Final Percentual Diafragma Gastrocnémio

(Kg) (Kg) (%) (9) (9)
Média 39 3,6* -8,4%* 6,3 5,6*
Experimental E.P. 01 01 21 0,3 11
Mediana 39 35 -6,5 6,0 55
Média 39 40 31 6,5 7,0
Controle E.P. 01 01 09 02 13
Mediana 38 40 32 64 6,6

* dgnificantemente diferente do Grupo Controle pelo teste t de Student

** ggnificantemente diferente do Grupo Controle pelo Teste de Mann Whitney

A comparacdo do peso inicia entre os dois grupos mostrou que néo houve diferenca
edtatistica significante. Por outro lado, a andlise comparativa do peso finad mostrou que o GE
apresentou um peso medio significantemente inferior ao do GC (p=0,004) (TABELA 1).

A variacdo média percentua de peso fina em relacdo ao peso inicid foi de (-8,4% +
21)% para 0 GE e de (+31 £ 09)% para o GC. A comparagdo entre esses valores
demonstrou uma diferenca estati sticamente significante (p<0,001).

O vaor médio da ingesta didria de racdo dos animais durante o periodo de

tratamento no GE foi (61,9 = 4,4)Kg e no GC foi (59,3 £ 3,0)Kg, ndo apresentando diferenca

estatisticamente significante.
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Os valores médios do peso do diafragma no momento do scrificio ndo diferiram
entre 0s grupos, porém o vaor médio de peso do gastrocnémio do GE foi significantemente
inferior ao do GC (p = 0,005).

Os valores médios da area, comprimento, largura e espessura dos corpos de prova do

diafragma e do gastrocnémio encontram-se nas TABELAS 2 e 3.

TABELA 2 — Valores médios das dimensdes dos corpos de prova do di afragma,

Grupo Ar_éaa , Comprimento  Largura  Espessura
(x10” m") (mm) (mm) (mm)

Média 92 171 50 19
Experimental E.P. 09 0,7 01 01
Mediana 85 17,0 50 20
Média 71 16,0 48 15
Controle E.P. 0,6 04 02 01
Mediana 70 16,0 50 15

TABELA 3 — Valores médios das dimensdes do muscul o gastrocnémio.

Grupo Ar_4ea , Comprimento  Largura  Espessura

(x10™ m") (mm) (mm) (mm)

Média 24* 65,2 21,7 54**
Experimental E.P. 0,1 17 05 0,3
Mediana 25 64,0 22,0 6,0
Média 28 63,3 241 6,7
Controle E.P. 02 09 0,6 0.2
Mediana 27 64,5 24,0 70

* - ggnificantemente diferente do Grupo Controle pelo Teste t de Student

** - ggnificantemente diferente do Grupo Controle pelo Teste de Mann Whitney

Os valores médios da area, comprimento, largura e espessura dos corpos de prova do
diafragma néo diferiram entre os grupos.
Os vaores médios de area, largura e espessura do gastrocnémio do GE foram

significantemente inferiores ao do GC, gpresentando valores de p=0,05, p=0,006 e p=0,002
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respectivamente. Os valores médios do comprimento do gastrocnémio ndo diferiram entre os

grupos.

4.1 Ensaio detracéo do diafragma

Para o diafragma foram feitos 24 ensaios, sendo 12 do GE e 12 do GC. Devido a
problemas técnicos foram excluidos 3 animais de cada grupo, sendo que destes, 3 corpos de
prova apresentaram comprimento insuficiente para realizacd do ensaio e em outras 3
ocasides ocorreu soltura das garras durante o ensaio.

As propriedades mecéanicas do diafragma estéo apresentadas na TABELA 4.

TABELA 4 — Vaores médios das propriedades mecanicas obtidas do ensaio de tragdo dos
corpos de prova do diafragma

Limite Maximo Limite Proporcional Maodulo de
Grupo oo Tenso elagticidade
(x 10% Deformagio (x 10°) Deformagdio  (x 10°)
N/m? (m/m) N/ (m/m) N/m
. Média 445 033 350 0,20 14,95
EX‘ZS;TZG)ma' EP. 039 003 033 003 165
Mediana 4,73 031 383 0,16 16,30
Média 4,37 0,31 320 0,18 16,33
(iﬂr:;g')e EP. 03 003 028 003 181
Mediana 421 0,28 328 0,18 14,80
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411 Tensdo doLimite Maximo

O valor médio de tensio do limite méximo para 0 GE foi (4,45 + 0,39)x10°N/nt e

para 0 GC foi (4,37 = 0,31)x10°N/n . A comparagso entre 0s dois grupos mostrou que ndo

houve diferenca estatistica significante (FIGURA 7).

(x10° )N/m?
2N 0 b~ g o
8 8 8 8 8 8

o

[=}

S
.

\

Experimental

Tensdo do limite maximo do diafragma h
T
T
437
Controle
A

FIGURA 7 — Valores médios e erro padréo da tensdo do limite maximo dos corpos de prova

do diafragmados grupos GE e GC.
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4.1.2 Deformacao do Limite Maximo
O vaor médio de deformacdo do limite maximo no diafragma para o GE foi (0,33 +
0,03)m/m e para GC foi (0,31 = 0,03)m/m. A comparagdo entre os dois grupos mostrou que

n&o houve diferenca estati sticamente significante (FIGURA 8).

Deformacao do limite maximo do diafragma

Experimental Controle

\. /

FIGURA 8 — Valores médios e erro padrdo da deformagdo do limite maximo dos corpos de
provado diafragmados grupos GE e GC.
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4.1.3 Tensdo do Limite de Proporcionalidade
O valor médio de tensdo aplicada do limite de proporcionadidade do diafragma para
0 GE foi (3,50 = 0,33)x10°N/nY e para 0 GC foi (3,20 + 0,28)x10°N/n . A comparacao

entre os dois grupos ndo mostrou diferenca estatistica significante (FIGURA 9).

Tensao do limite de proporcionalidade do diafragma
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FIGURA 9 — Valores médios e erro padrdo da tensdo do limite de proporcionalidade dos
corpos de prova do diafragma dos grupos GE e GC.
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4.1.4 Deformacao do Limite de Proporcionalidade
O vaor médio de deformacdo do limite de proporciondidade do diafragma para o
GE foi (0,20 = 0,03)m/m e para o GC foi (0,18 + 0,03)m/m. A comparagdo entre os dois

grupos mostrou que ndo houve diferenca etatistica significante entre eles (FIGURA 10).

é Deformacé&o do limite de proporcionalidade do N
diafragma
0,25 1
0,20 A
€ 0,15 1
€ 0,10 -
0,05 A
0,00 -
Experimental Controle
N J

FIGURA 10 — Valores médios e erro padréo da deformagdo do limite de proporcionalidade
dos corpos de prova do diafragma dos grupos GE e GC.
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4.1.5 Modulo de elasticidade
O vaor médio do modulo de eadticidade do diafragma para 0 GE foi (14,95 +
1,65)x10°N/m e para 0 GC foi (16,33 + 1,81)x10°N/m. O estudo estatistico demonstrou que

ndo houve diferengas significantes entre os dois grupos (FIGURA 11).

Modulo de elasticidade do diafragma

( x10° )N/m

Experimental Controle
\. /

FIGURA 11 — Valores médios e erro padrdo do mddulo de elasticidade dos corpos de prova
do diafragmados grupos GE e GC.
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4.2 Ensaio detracéo do gastrocnémio

Para o gastrocnémio foram feitos 30 ensaios, sendo 15 do GE e 15 do GC. As

propriedades mecéanicas do musculo gastrocnémio estdo apresentadas na TABELA 5.

TABELA 5 — Vaores médios das propriedades mecanicas obtidas do ensaio de tragdo do
muscul o gastrocnémio.

Limite Maximo Limite Proporcional Rigidez
3

Grupo Carga  Deformacio  Carga  Deformacao (X 10°)
(N) (x 10°m) (N) (x10°m)  N/m
Média 81,08 25,63* 67,30 17,19 552

Experimental
(h=15) E.P. 361 169 306 101 028
Mediana 78,80 24,50 63,00 178 551
Média 87,13 32,33 68,69 19,58 556
Controle

(n=15) E.P. 364 1,85 308 134 0,33
Mediana 86,20 34,50 69,40 17,6 5,86

* - ggnificantemente diferente do Grupo Controle pelo Test t de Student
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4.2.1 Cargado Limite Maximo
O vaor de carga do limite maximo do musculo gastrocnémio para o GE foi (81,08 +
3,61)N e para o GC foi (87,13 £ 3,64)N. A comparacdo entre os dois grupos mostrou que

ndo houve diferenca estatisticamente significante (FIGURA 12).

Carga do limite m&ximo do gastrocnémio

100,00 ~
80,00 A
60,00 A

Newton

40,00 A
20,00 A
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FIGURA 12 — Vaores médios e erro padrdo da carga do limite méximo dos musculos
gastrocnémio dos grupos GE e GC.
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4.2.2 Deformacao do Limite Maximo

O vdor médio de deformacdo do limite maximo do gastrocnémio para o GE foi
(25,63 + 1,69)x10°m e para 0 GC foi (32,33 + 1,85)x10°m. A comparagdo entre os dois
grupos mostrou que o limite méximo de deformag@o do gastrocnémio foi significantemente

inferior no GE em relacdo ao GC (p=0,012) (FIGURA 13).

Deformacé&o do limite maximo do gastrocnémio

40,00 -
35,00 4
30,00
25,00 4
: 20,00
15,00

10,00 4

32,33

5,00 4

0,00

Experimental Controle

- J

FIGURA 13 — Valores médios e erro padrdo da deformacdo do limite méximo dos musculos
gastrocnémio dos grupos GE e GC.
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4.2.3 Cargado Limite de Proporcionalidade
O vdor médio de carga do limite de proporcionaidade do gastrocnémio para o GE
foi (67,30 + 3,06)N e para o GC foi (68,69 + 308)N. A comparacdo entre os dois grupos

mostrou que ndo houve diferenca etatistica significante entre ele(FIGURA 14).

4 o . . N
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FIGURA 14 — Vaores médios e erro padrdo da carga do limite de proporcionalidade dos
muscul os gastrocnémio dos grupos GE e GC.
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4.2.4 Deformacao do Limite de Proporcionalidade
O valor médio de deformacdo do limite de proporcionaidade do gastrocnémio para o
GEfoi (17,19 + 1,01)x10°m e para o GC foi (19,58 + 1,34)x10°m. A comparacio entre 0s

dois grupos mostrou que ndo houve diferenca estatistica significante entre eles (FIGURA 15)

Deformacdo do limite de proporcionalidade do
gastrocnémio
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FIGURA 15 — Valores médios e erro padréo da deformagdo do limite de proporcionalidade
dos muscul os gastrocnémio dos grupos GE e GC.
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425 Rigidez
O vaor médio da rigidez do gastrocnémio para o GE foi (552 + 0,28)x10°N/m e
para 0 GC foi (5,56 + 0,33)x10°N/m. A comparagdo entre os dois grupos mostrou que n&o

houve diferenca estatistica significante entre eles (FIGURA 16).

Rigidez do gastrocnémio

( x10% )N/m

Experimental Controle
\. /

FIGURA 16 — Valores médios e erro padrdo da rigidez do limite de proporcionalidade dos
muscul os gastrocnémio dos grupos GE e GC.

4.2.6 Local de Ruptura

No GE ocorreu 9 rupturas no ventre, 2 na por¢ao miotendinea distal e 4 na origem e

no GC 8 rupturas no ventre, 5 na por¢éo miotendinea distal e 2 na origem.
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4.3 Andlise Histol6gica

O estudo histoenzimoldgico dos musculos diafragma e gastrocnémio provenientes de
3 animais do GE e 3 do GC foi redlizado separadamente, sem o conhecimento da identidade

de cada animal.

4.3.1 Masculo Diafragma

Os musculos diafragmas do GC n&o demonstraram alteractes significativas, mas
evidenciou-se conspicuo aumento da atividade nas reacGes de tricrdbmicro de Gomori
modificado mostrando acimulo de mitocondrias na regido subssarcolema (FIGURA 17) e
da SDH. Néo foram vistas miofagocitose, fibras em necrose ou aumento da atividade da
fosfatase écida lisossomal. Pelas reacOes das ATPases, observou-se padrdo em mosaico

(FIGURA 18).

FIGURA 17 — Fotomicrografia do misculo diafragma de animal do grupo controle na reacéo
Tricrdmicro de Gomori modificado (200x). Note 0 aumento da atividade da reacdo, pela coloragdo
mais acentuada mostrando aciimulo de mitocondrias naregiao subssarcolemal (setas)
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FIGURA 18 — Fotomicrografia do musculo diafragma de animal do grupo controle na reagdo
de ATPase (pH 9,4). ( 100x) Observe o padréo em mosaico a presencade fibrastipo | etipo Il (setas)

Em relacdo ao GE, as alteragles estruturais vistas nos musculos diafragmas foram
muito mais evidentes que as vistas nos gastrocnémios. Pela coloragdo de Hematoxilina-
Eosna (H&E), evidenciou-se irregularidade moderada no diémetro das miofibras, com
diversas fibras em miofagocitose e vérias em necrose hialina (FIGURAS 19A, 19B e 19C).
Pela reacdo da NASBI, observou-se diversas miofibras com aumento da atividade da
fosfatase acida lisossomal (FIGURA 20). Véarias miofibras exibiram aumento do contelido de
glicogénio, evidenciado pela reacdo de PAS (FIGURA 21) e algumas fibras demonstraram
importante aumento de lipidios no sarcoplasma (FIGURA 22). As reagdes de Tricrdmicro de
Gomori modificado e da SDH evidenciaram-se algumas fibras com aumento da atividade na
porcao subssarcolemal — fibras “ragged red”. (FIGURA ZA e 23B). Nas reagbes das

ATPases, manteve-se 0 padréo em mosaico.
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FIGURA 19 — Fotomicrografia do musculo diafragma de animal do grupo exp erimental pela
coloragdo Hematoxilina-Eosina(H& E). A- fibras em miofagocitose (100 x). B- necrose hialina (100x).
C- Fibras em miofagocitose (200x).



Resultados - 52

FIGURA 20 — Fotomicrografia do musculo diafragma de animal do grupo experimental pela
reagd0 da NASBI (100x). Note a presenca de miofibras com coloragdo mais intensa mostrando
aumento da atividade da fosfatase &cidalisossomal (setas)

FIGURA 21 — Fotomicrografia do musculo diafragma de animal do grupo experimental
(reacdo de PAS) (400x).. Observe nas miofibras pela intensa coloracdo, o aumento do contetdo de
glicogénio ( setas)
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FIGURA 22 — Fotomicrografia do musculo diafragma de animal do grupo experimental
(reacdo de Oil red “O”) (200x). Note fibra com aumento da quantidade de lipideos no sarcoplasma
(seta)
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FIGURA 23 — Fotomicrografia do musculo diafragma de animal do grupo experimental. A-
reacdo de Tricrdomicro de Gomori modificado (400x). Observe o aumento da atividade da reagdo, pela
coloragdo mais acentuada mostrando acimulo de mitocdndrias na regido subssarcolemal (fibras
“ragged red” ) (setas). B- reagcdo de SDH (200x). Note pela coloragdo mais intensa a presenca de
fibras com aumento subssarcolemal da atividade da succinato desidrogenase (SDH) (setas)

4.3.2 Mausculo Gastrocnémio
Os musculos gastrocnémios do GC ndo demonstraram particularidades, notando-se

preservacdo das miofibras, com discreta irregularidade no didmetro das mesmas e sem afluxo

de células inflamatdrias (FIGURAS 25A e 25B). N&o foi evidenciado acimulo de glicogénio
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na reacdo de PAS (FIGURA 26), sendo que as fibras predominantes foram as do tipo |

(FIGURA 27).

FIGURA 24 — Fotomicrografia do musculo gastrocnémio de animal do grupo controle. A —
Hematoxilia & Eosina (H&E) (100x). B — Tricrdomicro de Gomori modificado (100x). Observe em A
e B aspecto normal das fibras
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FIGURA 25 — Fotomicrografia do musculo gastrocnémio de animal do grupo controle GC
(reacdo de PAS) (100x). Note fibras com contelido normal de glicogénio.

FIGURA 26 — Fotomicrografia do misculo gastrocnémio de animal do GC na reago de
ATPase (pH 4,65).(40x). Note o predominio das fibras do tipo | (escuras) em relagdo s fibras do tipo
Il (claras).
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Nos animais do GE, evidenciamos ateracfes sutis (FIGURAS 2Z7A e 27B), porém
significativas, a saber: adgumas fibras com discreto aumento do contelido do glicogénio
(FIGURA 28) e delipidios (FIGURA 29) no sarcoplasma, aém de raras fibras com aumento
subssarcolemd da atividade da succinato desidrogenase — SDH (FIGURA 30). Né&o foi
evidenciado miofagocitose ou necrose de miofibras. N& houve ateragdo quanto a

predominancia das fibras & reacdes das ATPases.

FIGURA 27 - Fotomicrografia do misculo gastrocnémio de animal do grupo experimental.
A — Hematoxilia & Eosna ( H&E) (100x). B — Tricrdbmicro de Gorrori modificado (100x). Observe
em A e B Aspecto normal das fibras
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FIGURA 28 — Fotomicrografia do musculo gastrocnémio de animal do grupo experimental
(reacdo de PAYS) (400x). Note pela coloracéo mais intensa a presencga de algumas fibras com discreto
aumento do contelido de glicogénio no sarcoplasma (setas).
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FIGURA 29 — Fotomicrografia do musculo gastrocnémio de animal do grupo experimental
(reacéo de Al red “O") (200x). Observe fibra com discreto aumento quantitativo do contetdo de
lipideo no sarcoplasma (seta)
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FIGURA 30 — Fotomicrografia do musculo gastrocnémio de animal do grupo experimental
(reagcdo de SDH) (200x). Note pela coloragdo mais intensa ,a presenca de raras fibras com aumento
subssarcolemal da atividade da succinato desidrogenase (SDH)

Do ponto de vista histopatol gico pode-se concluir que:

a miopatia metabdlica apresentou-se mais evidente nos diafragmas do GE;
houve ateracdes metabdlicas leves nos gastrocnémios do GE;

ocorreu aumento da SDH e tricrdbmicro de Gomori modificado nos
diafragmas do GC.
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5 DISCUSSAO

Os corticosterdides constituem uma valiosa arma terapéutica sendo freqlentemente
utilizados no tratamento de molégtias diversas tais como doengas colageno-vasculares,
artrites, vasculites, doencgas intersticiais pulmonares, asma. No entanto, sua administracéo
sgja na forma oral, parenteral ou subcuténea, em grandes doses ou por periodos prolongados
de tempo, associa-se a uma série de efeitos colaterais, dentre eles a atrofia e miopatia dos
musculos estriados (COOMES, 1965; FALUDI ; GOTLIEB ; MEYERS, 1966;
D AGOSTINO ; CHIGA, 1966 ; AFIFI ; BERGMAN, 1969).

A ocorréncia de processos metabolicos a0 nivel dos musculos esgueléticos
secundariamente a0 uso de corticosterdides, acompanhada ou ndo por atrofia da massa
muscular, pode levar a graves prejuizos funcionais. Tais manifestagbes sdo mais evidentes
naqueles casos incomuns em que a instalacd do processo é aguda. Porém, mais
freqlentemente a instalacdo do quadro € lenta e inddiosa e manifesta-se na forma de
cansaco, fragueza e astenia para realizacéo de tarefas como caminhadas ou carregamento de
pesos.

Se do ponto de vigta clinico a existéncia de miopatia em musculos periféricos é bem
reconhecida, a sua ocorréncia no principa musculo da respiragdo, o diafragma, até
recentemente era discutida. Admitia-se que devido aconstante contragdo de suas fibras pela
respiracdo, ele estivesse protegido do desenvolvimento da doenca. Entretanto, nos Ultimos
anos dados obtidos principalmente a partir de estudos experimentais em animais mostraram
que esse musculo é igualmente susceptivel ao problema (FERGUSON ; IRVIN ;
CHERNIACK., 1990a ; FERGUSON ; IRVIN ; CHERNIACK, 1990b ; DEKHUIJZEN ;
DECRAMER, 1992). O surgimento de miopatia diafragmética por corticosterdides em

pacientes com pneumopatia crénica pode levar, pdo menos em tese, a0 agravamento da
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sensacao de dispnéia e propensdo para o desenvolvimento de fadiga muscular respiratériaem
sStuacOes de sobrecarga ventilatdria como, por exemplo, num episodio de infeccéo
respiratéria (CASABURI, 2000).

Atualmente encontra-se disponivel na literatura um grande olume de informagdes
referentes aos aspectos morfoldgicos e funcionais da miopatia induzida pela administracéo
de esterdides sistémicos, tanto em musculos periféricos como no diafragma. Entretanto, ao
efetuarmos uma revisdo na literatura, nd encontramos nenhum estudo voltado a
investigacdo das propriedades biomecanicas de musculos de animais tratados com esterdides
sstémicos empregando-se ensaios de tragdo. Diante disso, procuramos desenvolver uma
pesquisa direcionada a avaliagdo dos efeitos do uso de esterdides em dtas doses sobre as
propriedades biomecanicas do diafragma e do gastrocnémio de coelhos.

Neste estudo foi feita uma opgdo pela utilizacdo de coelhos porque, segundo Green
et al. (1984), a composi¢cao das fibras musculares desse anima € muito semelhante a do
homem. Além disso, para que pudessem ser redlizados ensaios de tragdo com o diafragma
eram necessarios corpos de prova de dimensdes adequadas, fato que so seria possivel com a
utilizacdo no estudo de um animal, no minimo, de porte medio.

Entre diferentes corticosteréides disponiveis, neste trabaho foi feita uma opgéo pela
metilprednisolona devido a facilidade de seu uso por via parenteral, pelo seu longo periodo
de acd0 e dta poténcia antiinflamatdria, com apenas discretos efeitos hidro-eletroliticos.
(SCHIMMER ; PARKER, 1996). Além disso, € uma droga muito utilizada na prética clinica
como, por exemplo, no tratamento de episodios de rejeicdo de érgaos transplantados ou em
crises asméticas graves. Essa droga também tem sido utilizada em estudos prévios em doses
semel hantes & empregadas no tratamento de humanos (LIEU et al., 1993).

Ap6s aguns experimentos pilotos, acabamos por utilizar neste estudo doses de
metilprednisolona de 2 mg/kg/dia ao longo de 21 dias. Essa decisdo baseou-se iniciamente

em alguns estudos previamente publicados (LIEU et al., 1993; FALUDI ; GOTLIEB ;
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MEYERS, 1966 ; VAN BALKON et al., 1999), mas também na experiéncia adquirida com
0S experimentos pilotos.

Muito embora os ensaios de tracdo pudessem ser realizados com qualquer grupo
muscular periférico, foi feita uma opcéo pelo emprego do gastrocnémio media devido a
maior facilidade técnica para sua retirada e fixagdo nos acessorios da maguina de ensaios.
Ainda que o diafragma, principal musculo da respiracdo e o gastrocnémio tenham acdes
cinésicas diferentes, suas fibras musculares possuem composicao semelhante, ou sgja, ambos
s80 compostos por fibras musculares tipo I, Ilae llb (GAUTHIER ; PADYKULA., 1966 ;
SRETER ; WOO, 1963 ; HICKSON et al., 1986).

O peso médio dos animais a0 inicio do estudo ndo diferiu entre os dois grupos
estudados indicando que eles eram comparaveis. No momento do sacrificio o Grupo
Experimental (GE) apresentou um peso medio significantemente inferior a0 do Grupo
Controle (GC). Além disso, quando observamos o comportamento do peso médio dos grupos
notamos que enquanto 0 GC apresentou discreto ganho ponderal, o GE apresentou perda.
Tais achados ja foram descritos previamente em estudos experimentais com a administracéo
de esterGides em atas doses e podem ser explicados pela agdo catabdlica da droga,
particularmente sobre os grupos musculares (CAPACCIO ; GALASSI ; HICKSON, 1985;
CZERWINSKI et al., 1987; FERGUSON ; IRVIN ; CHERNIACK 1990a ; FERGUSON ;
IRVIN ; CHERNIACK., 1990b ; DEKHUIJZEN ; DECRAMER, 1992 ;; NAVA et d.,
1996). Uma explicagdo adiciona poderia ser relacionada com alteracfes da ingestéo de
alimentos secundérias a modificagdes do apetite do animal. O uso de esterdides costuma
levar a elevagdes do apetite porém, quando usados em altas doses, um efeito oposto pode ser
observado iguamente. Além disso, 0 surgimento de potenciais complicagdes digestivas tais
como gagtrites ou Ulceras, poderia também influenciar na absorcdo de nutrientes. Néo
acreditamos que esses tenham sido fatores rel evantes para os achados deste estudo porque o

nivel de ingestdo média entre os dois grupos de animais ndo diferiu de maneira significante.
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Também ndo foram observados episodios de vomitos ou evidéncias de hemorragias
digestivas em nenhum dos grupos de animais.

No presente estudo 0 peso médio do diafragma néo diferiu de maneira significante
entre os grupos ao fina do estudo. Tal achado se assemelha ao que foi encontrado por Van
Bakon et al. (1996) que utilizaram metilprednisolona nas doses de 0,2 mg/Kg por 9 meses
em ratos. Entretanto ele se contrapde ao de Ferguson ; Irvin ; Cherniack (1990b) que
mostraram reducdo significativa do peso do diafragma apds o uso de 10 mg/Kg/dia de
acetato de cortisona por 3 semanas em coelhos. Em ambos os traba hos citados, entretanto,
foram encontradas alteragBes histolégicas de miopatia metabdlica induzida pelo esterGide, o
que também aconteceu No nosso estudo.

As alteracOes estruturais dos diafragmas presentes na andlise histol égica dos animais
do GE foram semelhantes & observadas por Hlis (1956) e Afifi ; Bergman (1969). Portanto,
acreditamos que no nosso moddo experimenta 0 uso de metilprednisolona levou a
importantes repercussdes ao nivel do musculo diafragmético. A ndo reducdo de peso nos
diafragmas do GE neste estudo, que seria esperada frente aperda de peso globa dos animais,
poderia ser explicada, pelo menos em parte, por deposicéo de gordura em torno do musculo,
fato que foi observado macroscOpicamente no momento da retirada da peca em diversas
ocasifes. Achados semelhantes foram descritos por Crisco et al. (1994) , embora tenham
sido dribuidos a presenca de edema e hemorragia provocados pela lesdo muscular  por
impacto no meio do ventre do @mplexo muscular gastrocnémio @astrocnémio, solear e
plantar)

No nosso estudo as ateracBes histologicas no GE foram mais marcantes nos
diafragmas comparados aos gastrocnémios, tal como no experimento de D" A gostino ; Chiga
(1966). Nesse trabalho as ateragbes observadas em coelhos tratados com acetato de
cortisona por 12 a 14 dias foram mais proeminentes no diafragma comparadas ao quadriceps,
solear e gastrocnémio. Para aquele autor seus achados poderiam ser explicados pelo tipo de

esterdide usado, pela duragdo da exposicdo a droga, e pela hipotética possibilidade da
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presenca de um alto fluxo sanguineo pudesse levar o diafragma a sofrer uma maior
eXposi¢ao ao corticdide.

Nos diafragmas do GC as reagdes Tricromicro de Gomori modificado e succinato de
desidrogenase (SDH) indicaram acumulo constante de mitocondrias na periferia das
miofibras. Embora este achado sgja insuficiente para caracterizar algum tipo de miopatia, ele
difere do habituadmente visto em biopsas musculares pelo especidista em patologia
neuromuscular. O real significado deste achado ainda permanece a ser definido.

Os vdores médios de tensdo e deformacdo dos limites maximo e de
proporciondidade dos diafragmas , par@metros obtidos na fase plastica e dastica
respectivamente, foram semelhantes. No entanto, € mais interessante analisarmos os dados
obtidos dos diafragmas na fase elastica pois, reflete a etapa de deformagdo reversivel,
estando mais préximo das condicBes normais de funcionamento muscular. Diante disto,
observamos que nesta fase os diafragmas dos animais que fizeram uso de metilprednisolona
apresentaram a mesma capacidade de alongamento em relagdo aos animais controle.

Os vaores médios do modulo de easticidade foram semelhantes no diafragma de
ambos grupos, refletindo que 0 uso de dtas doses de metilprednisolona ndo aterou as
caracteristicas do materid em estudo. Embora, pela andise histoldgica foi demonstrado
ateragcBes miopédticas nos diafragmas do GE comparado ao GC.

Ao final do periodo de 21 dias 0 peso médio do musculo gastrocnémio do GE foi
significantemente inferior a0 do GC. Outras alteragbes significantes encontradas no GE
foram reducBes da largura e espessura do ventre muscular. Reducbes de peso do
gastrocnémio associadas ao uso de corticosterdides ja foram descritas em inimeros trabalhos
prévios tais como os de Hlis (1956); Goldberg ; Goodman (1969), Hickson et al. (1986) e
Moore et al. (1989). Tais achados sempre foram interpretados como indicagdo de miopatia
metabdlica e via de regra foram acompanhados por alteracbes anatomopatologicas
compativeis. Assm, por exemplo, Hlis (1956), administrou injecdes de acetato de cortisona

em coelhos nas doses didrias de 10 mg/K g, por periodos de 7 a 25 dias. Ap6s 21 ou mais dias
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de uso do corticdide foi observado que o diafragma e misculos da pata dianteira, peitora
maior, grupos anterior e posterior da coxa, psoas maior e sacroespinhais, apresentavam-se
pdidos, leves e atréficos e ao exame microscopico havia necrose espalhada, fagocitose de
residuos e areas de regeneracdo de fibras musculares.

No nosso estudo, embora as alteracBes histolégicas nos gastrocnémios do GE
tenham sido sutis, acreditamos que a administracdo de metilprednisolona cursou com efeitos
musculares Ta afirmacdo baseia-se nos achados macroscopicos de atrofia, traduzida por
menor area, largura, espessura e peso. A pobreza das alteractes histol 6gicas encontrada nos
gastrocnémios do GE, poderia ser explicada pelo fato de termos efetuado estudos
anatomopatol égicos em coelhos selecionados aeatoriamente e assim, podemos ter acabado
por estudar justamente animais com comprometimento muscular mais discreto.Uma outra
explicagdo possivel, reside no fato das amostras terem sido retiradas apenas da porcéo
media do ventre muscular, zona que ndo obrigatoriamente refletiria os distlrbios
metabdlicos ocorridos em outras areas do musculo.

Para a andlise das propriedades mecanicas do gastrocnémio, foi usado o grafico
carga X deformagéo. O ideal seria correlacionar a deformacéo com atensdo. No entanto, tal
abordagem ndo foi possivel, pois o formato de seu ventre muscular ndo € uniforme, o que
impossibilita medir de maneira precisa a area de seccéo transversal. Diante destalimitagdo o
cdculo do médulo de dasticidade foi substituido pelarigidez.

Andisando a fase pléstica, observamos que o vador médio de carga maxima
suportada pelos gastrocnémios, ndo diferiu entre os grupos. Por outro lado, o valor médio da
deformagdo maxima foi significantemente menor no GE em relacdo ao GC. Estes resultados
sugerem que os gastrocnémios, sob efeito de dtas doses de metilprednisolona por via
sistémica, acabaram por apresentar uma menor capacidade de alongamento em condigdes de
extrema tracdo, embora suportassem a mesma carga maxima do controle.

Todavia, os valores médios de carga e deformacédo do limite de porporcionaidade,

etapa reversivel da deformacéo, ndo foram significantemente diferentes no GE e GC. Além
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disso, os vaores médios da rigidez também ndo foram significantemente diferentes entre os
grupos. Diante disto, os resultados do estudo homecénico encontrados nos gastrocnémios,
foram semelhantes aos achados para & musculos diafragmas. Isto sugere que o uso de
metilprednisolona ndo alterou a capacidade de aongamento, tampouco a caracteristica dos
gastrocnémios de ambos 0s grupos.

Devido a necessidades técnicas relacionadas com a melhor maneira de inser¢éo da
peca anatdbmica na méaquina de ensaios, 0 gastrocnémio acabou sendo estudado com seus
componentes tendineos. Desse modo os resultados obtidos e as conclusdes deles retirados, se
aplicam, na redlidade, para o conjunto miscul o-tendéo.

Alguns trabalhos avaliaram as propriedades biomecanicas dos tenddes apds a
administragdo de esterGides por vialocd e sistémica

Balasubramaniam et a (1972) estudaram, em coelhos, os efeitos da hidrocortisona
na dose de 5mg/kg em 0,2 ml de suspensdo. A droga foi injetada dentro do tend&o cal caneo,
no lado direito, e no lado esquerdo foi injetado solucdo sdina em dose semelhante. Foi
observado no loca da injecdo presenca de necrose e reparo incompleto das lesdes
musculares, mesmo apds oito semanas de interrompido 0 uso de corticdide. Este reparo
incompleto pode freglentemente complicar-se por calcificacdo distréfica e rupturas
espontaneas podem ocorrer em pacientes que receberam infiltracdo de esteréides devido
mudangas morfol gicas semelhantes & descritas neste estudo.

Carazzato et a, (1980) em experimentos em ratos que receberam na jungdo
miotendinea do triceps sural injecdes de 0,2 ml metilprednisolona e xilocaina, observaram a
presenca de necrose na juncdo musculo-tendinea Além disso, no grupo que recebeu
metil prednisolona houve diminuigéo significativa da ressténcia tecidual.

Ja Oxlund ; Manthorpe (1982) investigaram, igualmente em coelhos, as propriedades
dos tendbes dos musculos fibulares longo e curto apds a administracdo intramuscular de
prednisolona nas doses de 0,6 mg/Kg por 63 dias. Os autores observaram no grupo tratado

com esterdides reducdo do peso seco dos tenddes, sem alteragdes do contetido de colégeno
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ou parametros de tensdo e deformacdo. A ocorréncia de ateragbes biomecanicas foi muito
mai s evidente no tecido cutaneo.

Neste estudo & rupturas ocorridas préximas a insercdo miotendinea, embora ndo
tenham apresentado diferenca estatistica significante entre os grupos experimental e controle
mostraram que ndo houve correlacdo com 0 uso da droga, pois 2 animais no GE tiveram
ruptura na insercéo miotendinea e 5 animais no GC . Diante disto podemos correlacionar este
resultado com o estudo de Fhelps ; Sonstegard ; Matthews (1974) pois, ndo encontraram
ateragbes deletérias nas propriedades biomecéanicas (carga maxima, rigidez ou local de
ruptura) de tendbes patelares infiltrados com metilprednisolona em coehos normais e
sugeriram que, em atletas as rupturas ocorridas em tenddes que receberam infiltragdo podem
estar associadas a um processo patol 6gico de base como uma ruptura parcial ou um processo
inflamatério. E Oxlund ; Manthorpe (1980) observaram que injecéo loca de cortisol ao redor
de tenddes fibulares aumentou sua forga e rigidez , porém, diminuiu a for¢a de unido ésteo-
ligamentar.

Nossos resultados apontam na mesma direcéo dos estudos previamente citados, de
gue 0 uso sistémico de corticoide ndo guarda relacdo com o loca de rupturas da unidade

musculo-tendinea, o qual mais provavel mente esta na dependéncia da patologia de base.
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6 CONCLUSOES

A redizacdo dos ensaios de tracdo em musculos de coelhos submetidos a
administracdo sistémica prolongada de metilprednisolona em dtas doses, permitiu-nos
concluir que:

1 .0 uso de metilprednisolona em dose Unica diaria por 3 semanas ndo levou a
ateracOes das propriedades biomecanicas diafragméticas, tanto na fase plastica
como dafase eléstica

2. O musculo gastrocnémio medial, sob agéo de esterdide sistémico, manteve suas
propriedades biomecénicas da fase el astica

3. O tratamento com esteréide sistémico levou os musculos gastrocnémios a
sgnificativa reducdo do limite méximo de deformagdo e menor capacidade de
aongamento, embora tenham suportado cargas maximas semelhantes & do
grupo controle.

4. N& houve relacdo entre evidéncias histolégicas de miopatia metabdlica e

ateragBes das propriedades biomecanicas nos muscul os estudados.
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ANEXOS

| —A; e A, — Técnicas Histoenzimol 6gicas

Il — Gréficos B, e B, — Curvas tensdo x deformacéo dos ensai 0s mecanicos de tracéo

dos diafragmas.

1l — Tabelas G e C, — Valores das propriedades mecénicas obtidas do ensaio de

tracdo dos corpos de prova dos diafragmas.

IV — Gréficos D; e D, — Curvas cargax deformagéo dos ensai os mecéani cos de tragdo

dos muscul os gastrocnémio.

V — Tabelas B, e E, — Valores das propriedades mecéanicas obtidas do ensaio de

tracdo dos corpos de prova do musculo gastrocnémio.
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A; - Técnicade Coloracdo pelaHematoxiliae Eosina (HE) em tecido congelado

em nitrogénio liquido

Foram utilizados os seguintes reagentes. &cido cloridrico, &cido acético glacidl,
dcool absoluto, alimen de potassio ou de ambneo, hematoxilina cristal, éxido vermelho de
mercurio e eosina aguosa a 1%.

Os cortes congelados obtidos passaram pelo processamento técnico através da
seguinte sequéncia:

1- coloragdo dos cortes por 4 minutos em solucdo de Hematoxilina de Harris.

2- lavagem em agua filtrada por 10 minutos,

3- contra coloracéo em solugdo de eosina a 1% por 45 segundos,

4- lavagem em é&gua destilada, passagem em dcool 95°,

5- passagem em alcoois absolutos,

6- Xild

7- montagem em Entelarf .

A, - Técnica Histoenzimol6gica de Caracterizacdo da Enzima mAT Pase

Foram utilizados os seguintes reagentes: ATP (Sigma®), acetato de sddio 0,5 M,
sulfeto de ambnio 2%, veronal sodico 0,1 M, &cido acético glacia 0,5 M , cloreto de cacio
0,18 M e acetato de cobalto 2%.

As composi ¢oes das solugdes de pré-incubagéo para o pH 9,4, foram as seguintes:

Solucdo A: &gua destilada (28 ml), cloreto de cécio (0,18 M — 4 ml) e verond
sodico (0,1 M - 8 ml).

Solucdo B é&cido acético 0,5 M, &cido acético glacid (7,166 ml) e agua destilada

(250 mi)
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Solucdo C: acetato de sodio (0,5 M - 17,106 g) e &gua destilada (250 ml)

Para o pH 4,93 a solugdo de pré-incubacdo foi composta de é&cido acético 0,5 M
(75ml) e acetato de sddio 0,5M (75 ml).

Quanto ao pH 4,65, a composi¢ao da solugdo pré-incubacdo foi o &cido acético 0,5M
(9,0ml) e acetato de sodio 0,5M (4,5ml).

A técnica histoenzimol égicafoi redlizada na seguinte sequéncia:

1- cortes Testemunho (T) e Reacdo (R) voltados para baixo nas camaras dos
incubadores e identificados com seus respectivos valores de pH (9,4; 4,93 e 4,65)

* 0s cortes (“blanck™) T foram incubados, no meio de incubacdo sem a presenca de
substrato (ATP)

* 0s cortes R foram incubados com a presenca de substrato (ATP) no meio de
incubacdo

2- pré-incubacdo dos cortes T e R por 15 minutos

3- lavagemr rgpida em égua destilada,

4- incubac&o dos cortes nos respectivos meios de incubacdo T e R, filtrados

- parao pH9,4 ( 30 minutos — 36° C)

- parao pH4,93 ( 40 minutos — 36° C)

- parao pH4,65 (40 minutos — 36° C)

5 lavagem em &gua destilada

6- colocagdo de acetato de cobato 2% filtrado por 7 minutos

7- lavagem em &gua corrente por 5 minutos

8- revelacdo dareacdo em sulfeto de ambnio 2% por 2 minutos

9- lavagem em &gua corrente por 5 minutos

10- montagem das |aminas em xarope de Apathy?
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GRAFICO B, — Curvas tensfo x deformagio dos ensaios mecanicos de tracdo dos

diafragmas do grupo experimental
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TABELA C, — Vdores das propriedades mecénicas obtidas do ensaio de tragéo dos

corpos de prova dos diafragmas do grupo experimental.

o Limite Maximo Limite Proporcional M6dulo de elasticidade
Animais Tens&o Deformagéo Tensdo Deformagéo (x 10%) N/m
(x 10%) N/n? (m/m) (x 10°) N/n? (m/m)
04 4,90 0,27 301 0,15 19,13
05 431 0,22 374 0,15 17,39
06 327 0,22 1,78 0,08 16,30
07 4,70 0,32 417 0,24 1359
08 453 0,62 330 044 833
09 4,76 0,30 371 0,17 16,25
10 2% 0,19 1,90 0,07 16,33
1 163 0,39 152 0,30 3,78
12 5,88 0,40 4,09 0,16 17,58
13 4,90 0,34 429 0,25 14,03
14 4,76 0,35 4,38 0,29 10,32
15 6,86 0,28 514 0,12 26,41
Média 4,45 0,33 3,50 0,20 14,95
E.P. 0,39 0,03 0,33 0,03 1,65

TABELA C, — Vaores das propriedades mecanicas obtidas do ensaio de tracdo dos
corpos de prova dos diafragmas do grupo controle.

o Limite Maximo Limite Proporcional Mé6dulo de elasticidade
Animais Tensdo Deformagao Tensdo Deformag&o (x 10°) N/m
(x 10°) N/n? (m/m) (x 10°) N/n? (m/m)

o4 532 0,60 4,76 0,40 1381

05 5,88 0,26 4,35 0,20 17,73

06 392 0,27 2,26 0,07 24,64

07 3,72 0,28 322 0,20 11,30

08 532 0,30 333 0,10 2571

09 451 0,24 4,00 0,18 10,99

10 514 0,22 390 0,10 24,76

11 3,78 0,24 2,95 013 15,87

12 539 0,24 182 0,18 20,32

13 304 0,33 2,76 0,29 11,34

14 245 0,40 1,76 013 6,99

15 392 0,31 3,33 0,19 12,45
Média 4,37 0,31 3,20 0,18 16,33

E.P. 0,31 0,03 0,28 0,03 1,81
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GRAFICO D, — Curvas carga x deformagdo dos ensaios mecanicos de tracdo dos
muscul os gastrocnémio do grupo experimental.
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GRAFICO D, — Curvas carga x deformagdo dos ensaios mecanicos de tracdo dos
muscul os gastrocnémio do grupo controle.
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TABELA E; — Vaores das propriedades mecénicas obtidas do ensaio de tracéo dos
corpos de prova do musculo gastrocnémio do grupo experimental.

Limite Maximo Limite Proporcional

o Rigidez
Animais ~Carga  Deformagdo  Carga  Deformagéo (x 10° N/m)
(N) (x 10° m) (N) (x 10° m)

01 78,81 35,00 53,60 18,00 3,77
02 80,65 23,00 74,10 19,60 529
03 109,47 38,50 83,30 22,80 579
04 73,40 21,50 72,20 20,60 4,73
05 89,38 3150 65,70 2310 6,91
06 87,32 28,00 62,00 1350 582
07 78,40 16,50 63,00 1310 6,17
08 66,64 25,00 53,60 20,00 551
09 70,27 25,00 63,00 17,80 4,26
10 91,34 22,00 8150 17,20 6,67
1n 91,04 23,50 63,00 11,20 7,96
12 7125 2450 54,50 12,67 4,85
13 101,36 33,00 78,20 20,59 5,64
14 70,07 22,50 89,10 14,60 4,71
15 56,74 15,00 52,70 13,07 4,77
Média 81,08 25,63 67,30 17,19 5,52
E.P. 3,61 1,69 3,06 1,01 0,28

TABELA E, — Vaores das propriedades mecénicas obtidas do ensaio de tragéo dos
corpos de prova do musculo gastrocnémio do grupo controle.

Limite Maximo Limite Proporcional

N Rigidez
Animais ~ Carga  Deformacdo Carga  Deformacéo (x 10° N/m)
(N) (x 10° m) (N) (x 10° m)

01 69,97 36,50 53,70 17,60 4,32
02 82,32 2150 70,40 16,00 5,86
03 94,70 39,50 69,40 2310 6,76
(07! 70,50 27,00 55,50 18,40 411
05 65,60 2350 50,00 16,50 395
06 8291 34,50 61,10 1330 5,68
o7 71,74 24,00 64,80 21,60 588
08 112,50 41,00 90,70 25,10 6,30
09 98,80 34,50 76,00 20,40 7,00
10 96,33 39,50 66,70 17,60 551
1 106,23 30,50 78,70 1350 7,98
12 98,20 39,00 78,20 2850 6,46
13 86,24 33,00 57,10 14,60 4,06
14 80,16 3950 72,70 30,10 364
15 90,85 21,50 85,40 17,40 595
Média 87,13 32,33 68,69 19,58 5,56

E.P. 3,64 1,85 3,08 1,34 0,33
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