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Resumo: Corticosterdides sistémicos em altas doses podem causar miopatia
metabdlica. O objetivo deste estudo foi avaliar, por meio de ensaios de tragdo,
os efeitos da miopatia induzida por corticosterdides nas propriedades mecanicas
do musculo diafragma de coelhos. Foram estudados dois grupos de 15 coelhas:
o grupo experimental (GE) recebeu inje¢des subcutaneas de metil-prednisolona
(2 mg/kg/dia) por 21 dias; e o grupo controle (GC) recebeu solucao fisiolégica
por via subcutdnea. Foram feitos ensaios de tracdo em corpos de prova dos
hemidiafragmas esquerdos, realizando-se andlise histolégica no diafragma de
trés coelhas do GE e trés do GC. A variagao média percentual do peso final
em relacdo ao inicial do GE foi -8,4+2,1% e do GC, 3,1+0,9%. Os valores
médios de tensdo e deformacdo do limite maximo, tensdo e deformacdo do
limite de proporcionalidade e médulo de elasticidade ndo mostraram diferencas
significantes entre os grupos. A analise histolégica de diafragmas do GE mostrou
irregularidade moderada no diametro das miofibras, com diversas fibras em
miofagocitose e varias em necrose hialina. Conclui-se que o uso de
metilprednisolona em altas doses por via sistémica ndo levou a alteragoes
significantes das propriedades mecanicas dos diafragmas, tanto na fase pldstica
como na elastica, havendo manutencao da capacidade de alongamento e
tolerancia a cargas semelhantes em ambos os grupos.

Descritores: Corticosterdides/administracdo e dosagem; Diafragma/efeitos de
drogas; Resisténcia a tragao

ABSTRACT: High doses of systemic corticosteroids might promote metabolic
myopathy. The aim of this study was to assess, by means of traction assays,
the effects of myopathy induced by systemic corticosteroids on mechanical
features of the diaphragm muscle of rabbits. Two groups of 15 female rabbits
were studied: the experimental group (EG) received subcutaneous injections
of methil-prednisolone (2 mg/Kg/day) during 21 days; the control group (CQ)
received subcutaneous saline. Traction assays were performed on proof
fragments of left hemi-diaphragms. Histological analysis of diaphragm
muscles was performed in three rabbits of each group. Mean percentages of
variation between initial and final weight were -8.4+2.1% for the EG and
3.1£0.9% for the CG. No significant differences were found in mean values
of tension and deformity at the maximum threshold, tension and deformity
at the proportional threshold, or elasticity module between the groups. The
histological analysis of EG diaphragms showed moderate irregularity in the
diameter of myofibrils, with several myofagocitosis and hyaline necrosis
fibers. In both groups, the diaphragm muscle showed the same elongation
capacity and similar load tolerance. Hence the use of high doses of methil-
prednisolone does not provoke significant changes in the diaphragm
mechanical properties, neither in plastic or elastic phases.

KEy worps: Adrenal cortex hormones/administration & dosage; Diaphragm/drug
effects; Tensile strength
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INTRODUCAO

Os corticosterdides sdo agentes
farmacolégicos com atividade anti-
inflamatdria e imunossupressora,
constituindo valiosa arma terapéutica
empregada em diversas situagoes
clinicas tais como asma, doenca pul-
monar obstrutiva cronica, doencas
colageno-vasculares, vasculites sisté-
micas, neoplasia, transplantes de
orgaos etc. Entretanto, seu uso em altas
doses ou por tempo prolongado pode
levar a uma série de efeitos colaterais,
dentre os quais o surgimento de fraqueza
e atrofia de grupos musculares'.

Além da instalagdo da miopatia por
esteréides ser bem reconhecida em
musculos estriados periféricos, acumu-
lam-se evidéncias experimentais e
clinicas de que possa acometer igual-
mente os musculos respiratorios, par-
ticularmente o diafragma’ .

Diferentes estudos tém utilizado
ensaios mecanicos de tragdo para a
investigagdo das propriedades meca-
nicas de ligamentos e musculos,
submetidos a diferentes condigdes, tais
como lesdes por esmagamento ou esti-
ramento'> '8, Como a administragcdo de
esteréides tem o potencial de alterar
as propriedades mecanicas musculares,
no presente estudo investigamos os
efeitos da administracdo de metil-
prednisolona em altas doses sobre as
propriedades biomecanicas diafragma-
ticas de coelhas, por meio de ensaios
de tracdo.

METODOLOGIA

O estudo foi desenvolvido com 30
coelhas albinas da raca Nova Zelandia,
de idade média de 8+0,9 meses e peso
médio de 3,9+0,1 kg. Os animais foram
aleatoriamente distribuidos em dois gru-
pos com 15 coelhas: o grupo experi-
mental (GE) recebeu metil-prednisolona
(Solumedrol®, Pharmacia-UpJohn) por
via subcutanea e o grupo controle (GC),
mantido nas mesmas condig¢des que o
GE, foi tratado com soro fisiolégico a
0,9% em volumes proporcionais. Os
animais foram mantidos durante o

periodo de estudo em gaiolas indi-
viduais, em ambiente com ciclo claro-
escuro natural, temperatura de +250C,
e receberam ragdo comercial e agua
ad libitum.

No presente estudo foi feita a op¢do
pelo emprego de coelhos primeiramen-
te devido ao tamanho dos musculos,
mais adequados para ensaios mecani-
cos do que, por exemplo, os de ratos.
Além disso, a composicdo das fibras
musculares desse animal é muito seme-
Ihante a da espécie humana''. Entre os
diferentes corticosterdides disponiveis,
optou-se pela metil-prednisolona por ser
droga de facil administracao por via
subcutanea, exibindo ainda alta po-
téncia antiinflamatéria, com apenas
discretos efeitos hidroeletroliticos®>.
Ap6s alguns experimentos pilotos,
optou-se por empregar doses de metil-
prednisolona de 2 mg/kg/dia ao longo
de 21 dias. Doses superiores ou periodos
maiores de administracdo levaram a
excessiva mortalidade entre os animais
de experimentagdo. Ao longo do expe-
rimento, todos os animais foram
pesados e submetidos a controle indi-
vidual de ingestao em dias alternados,
sendo entdo corrigidas as doses
administradas de corticéide e solucao
salina. Uma vez completados os 21
dias de tratamento, os animais foram
transportados para o Laboratério de
Bioengenharia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP/
USP), onde foram submetidos a
eutanasia pela administragao de doses
letais (50 mg/kg de peso) de tiopental
sodico.

Preparo do diafragma

Imediatamente ap6s o sacrificio do
animal era feita uma laparotomia
transversal, com exposicao, disseccao
e retirada de todo o diafragma por sua
face abdominal. O diafragma era pe-
sado em uma balanca digital (Precision®
PR 500) e em seguida estendido sobre
uma placa de cortiga, preso em suas
bordas por alfinetes, de tal forma que a
visualizagdo fosse feita por sua face
abdominal. O hemidiafragma esquer-
do, ainda fixado a placa de cortica,

Corticosterdide e biomecénica do diafragma

era conservado a fresco com o uso de
solugdo salina, até a retirada de corpos
de prova, imediatamente antes da
realizacdo do ensaio de tracdo. Foi
utilizada uma lamina de bisturi e um
paquimetro Mitutoyo® para a retirada
de dois fragmentos de sua porgao
costal, os quais eram mensurados
quanto ao comprimento, largura e
espessura. Os fragmentos musculares
a serem utilizados como corpo de prova
no ensaio de tracdao foram retirados
com uma largura préxima a 5 mm.

Ensaio mecanico de tracao

Os ensaios mecanicos de tracdo
foram realizados na Maquina
Universal de Ensaios do Laboratério de
Bioengenharia da FMRP/USP em
temperatura ambiente de 25° C. Nos
ensaios foram utilizadas garras
especiais para a fixagdo das amostras
do diafragma (Figura 1). Foi utilizada
uma célula 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 relégio comparador
Mitutoyo® com precisdo de 0,01 mm
(Figura 1). Em cada animal foi
realizado um Unico ensaio de tracao
para cada um dos dois corpos de prova
obtidos a partir do hemidiafragma
esquerdo e foram analisados os dados
obtidos do ensaio de um Unico corpo
de prova, aquele que havia se
mostrado de melhor qualidade técnica.

Para o ensaio dos corpos de prova,
apos sua fixacdo e alinhamento, foi
estabelecida uma distancia inicial
entre as duas garras de 10 mm. Em
seguida, dava-se uma pré-carga de 9
gramas durante um minuto, para
acomodacdo do sistema, sendo feito
a leitura inicial da deformacao e
considerada a distancia inicial a partir
do valor da pré-carga estabelecida. Foi
instituida uma velocidade constante
de 5 mm/min para a realizagdo do
ensaio. Uma vez iniciado o ensaio, a
carga aplicada era registrada a
intervalos de 0,5 mm de deformacao,
sendo feita a leitura simultaneamente
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Figura 1 Sistema para o ensaio de
tragdo do corpo de prova:
rel6gio comparador para
medida dos alongamentos,
célula de carga e tragdo em
sentido longitudinal

no visor do valor da carga correspon-
dente, até que se atingisse um valor
maximo, ponto que dava inicio a
queda nos valores de carga. A partir
desse momento eram feitas, em média,
10 leituras adicionais.

Atensdo de aplicacdo foi calculada
pela relacdo entre a forga aplicada e
a area dos corpos de prova. Com os
valores de tensdes e deformacdes
obtidos em cada ensaio, conforme
Noonan et al.'>, construiu-se um
grafico (tensdo aplicada versus
deformagdo), demonstrado na Figura
2, tendo sido determinados os seguintes
parametros:

Limite maximo (LM): ponto onde a
curva tensdo versus deformacao
apresenta o maior valor da tensao
antes de ocorrer o rompimento;
Tméax = tensdo do limite maximo;
Dmax = deformacdo do limite
maximo;
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Limite de proporcionalidade
(LP): ponto que caracteriza a
etapa reversivel da deforma-
¢ao, denominada fase elas-
tica; foi obtido tomando como
referéncia o Ultimo ponto da
reta de uma regressao linear
do gréfico; Tprop = tensao do
limite de proporcionalidade;
Dprop = deformagao do limite
de proporcionalidade;

Moédulo de elasticidade (E):
determinado pela inclinacao
da curva tensdo x deforma-
¢do, calculada pela tangen-
te do angulo * :

E — tge Prop
Prop
Andlise histoldgica

Foram analisados os dia-
fragmas de trés coelhas do grupo
experimental (GE) e trés do grupo
controle (GC) pela coloragao de
hematoxilina e eosina (H&E), que
permitiu analisar aspectos morfo-
[6gicos genéricos do tecido muscular,
procurando-se observar nas miofibras
as seguintes alteragdes: diferenca do

A

Tensao

tamanho e da forma das fibras,
presenca de degeneracdo e
regeneracgdo, infiltrado inflamatério,
alteracdes estruturais e fibrose
endomisial, dentre outras.

Analise estatistica

Os resultados obtidos foram expres-
sos na forma de médias, medianas e
erro padrdo. Em todos os testes foi
estabelecido como nivel para rejeicao
da hipétese de nulidade um valor igual
ou inferior a 5% (p*0,05). As compa-
ragOes que atingiram diferencas esta-
tisticamente significantes foram as-
sinaladas com um asterisco (*) quando
a analise dos dados foi efetuada pelo
teste t de Student e com dois asteriscos
(**) quando os dados foram analisados
pelo teste de Mann Whitney.

RESULTADOS

O valor médio da sobra de ingesta
didria de racdo pesada em dias al-
ternados, durante o periodo de trata-
mento, ndo diferiu entre os grupos de
animais (GE 61,9*4,4 g; GC 59,3*3,0
g). O valor médio do peso inicial foi
de 3,920,1 kg em ambos os grupos,
mas o GE apresentou peso médio final

>
Deformacao

Figura 2 Demonstragdo do calculo das propriedades mecanicas do misculo
diafragma: Limite maximo (LM), tensdo do limite maximo (Tmax);
deformacao do limite maximo (Dmax); Limite de proporcionalidade
(LP), tensdo do limite proporcional (Tprop), deformagao do limite
proporcional (Dprop); Inclinagdo da curva (angulo *, cuja tangente
determina o médulo de elasticidade)
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Tabela 1 Peso dos animais e dos diafragmas dos grupos experimental e controle

Grupo Peso inicial Peso final Variacao ' Peso do
(kg) (kg) (%) diafragma (g)

Média 3,9 3,6% -8,4%* 6,3

Experimental gp 0,1 0,1 2,1 0,3
Mediana 3,9 3,5 -6,5 6,0
Média 3,9 4,0 3,1 6,5

Controle  gp 0,1 0,1 0,9 0,2
Mediana 3,8 4,0 3,2 6,4

Corticosterdide e biomecénica do diafragma

Andlise histoldgica

Pela coloracdo de hematoxilina-
eosina (H&E), evidenciou-se no
diafragma do animais do GE irregu-
laridade moderada no didmetro das
miofibras, com diversas fibras em
necrose hialina (Figura 3).

DISCUSSAO

EP = erro padrao

* Significantemente diferente do GC pelo teste t de Student
** Significantemente diferente do GC pelo teste de Mann Whitney

significantemente inferior ao do GC
(3,6+0,1 kg X 4,0+0,1 kg). A variacdo
média percentual do peso final em
relacdo ao inicial foi de —8,4%=2,1%
para o GE e de +3,1+0,9% para o GC;
a comparagdo também indica dife-
renga estatisticamente significante. O
valor médio do peso do diafragma do
GE no momento do sacrificio foi
6,3x0,3 g e do GC, 6,5+0,2 g, ndo
havendo diferenca significante entre
os grupos (Tabela 1).

Os valores médios da drea,
comprimento, largura e espessura dos
corpos de prova do diafragma no GE
foram respectivamente de 9,2*0,9
(x10-6 m2); 17,1*0,7 mm; 5,0*0,1 mm;
e 1,9*0,1 mm; no GC foram 7,1*0,6
(x10-6 m2); 16,0%0,4 mm; 4,8*0,2 mm
e 1,5%0,1 mm. A comparacao entre
esses valores ndo mostrou diferencas
significantes.

Ensaio de tragao do diafragma

Foram realizados 24 ensaios de
tracdo, sendo 12 do GE e 12 do GC.
Dentre os 30 animais do estudo, devido
a problemas técnicos, foram excluidos
trés de cada grupo, pois trés corpos de
prova apresentaram comprimento
insuficiente para realizagao do ensaio
e em outras trés ocasides ocorreu
soltura das garras durante o ensaio.

As propriedades mecanicas do
diafragma estdo representadas na
Tabela 2. A comparagao dos valores
médios obtidos das varidveis mecani-
cas estudadas mostrou que ndo houve
diferenca estatisticamente significante
entre 0s grupos.

A ocorréncia de distirbios metabd-
licos nos musculos esqueléticos
secundariamente ao uso de corticos-

Tabela 2 Propriedades mecénicas do diafragma no ensaio de tracao dos corpos

de prova
Limite mdximo Limite proporcional ~ Médulo de
Grupo Tensdo (x 10°) Deformacdo Tensio (x 10°) Deformagao elasticidade
N/m’ (m/m) N/m’ (m/m)  (x10) N/m
= Média 4,45 0,33 3,50 0,20 14,95
ga
g T EP 0,39 0,03 0,33 0,03 1,65
QE
o
i) Mediana 4,73 0,31 3,83 0,16 16,30
Média 4,37 0,31 3,20 0,18 16,33
[}
o
= EP 0,31 0,03 0,28 0,03 1,81
o c
S <
Mediana 4,21 0,28 3,28 0,18 14,80

EP = erro padrao

Figura 3 Fotomicrografia (100x) do musculo diafragma de animal do grupo
experimental pela coloragdo hematoxilina-eosina(H&E). A seta indica
fibras em necrose hialina.
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terdides, acompanhados ou nao por
atrofia da massa muscular, pode levar
a graves prejuizos funcionais. Tais
manifestacOes sdo mais evidentes nos
casos incomuns em que a instalagao
do processo é aguda. Porém, mais
freqiientemente, a instalacao do
quadro é lenta e insidiosa e manifesta-
se na forma de cansaco, fraqueza e
astenia para realizagdo de tarefas
como caminhadas ou carregamento de
pesos.

Se do ponto de vista clinico a exis-
téncia de miopatia em musculos peri-
féricos € bem reconhecida, sua ocor-
réncia no principal masculo da respi-
racdo, o diafragma, até recentemente
era discutida. Admitia-se que devido
a constante contracdo de suas fibras
pela respiracdo, ele estivesse pro-
tegido do desenvolvimento da doenca.
Entretanto, nos ultimos anos dados
experimentais mostraram que esse
musculo é igualmente susceptivel ao
problema. O surgimento de miopatia
diafragmdtica por corticosteréides em
pacientes com pneumopatia cronica
pode levar, pelo menos em tese, ao
agravamento da sensacgdo de dispnéia
e propensdo para o desenvolvimento
de fadiga muscular respiratéria em
situagoes de sobrecarga ventilatéria
como, por exemplo, num episédio de
infeccdo respiratéria. No ambiente da
terapia intensiva, pode igualmente
levar a dificuldades do desmame de
ventiladores.

Atualmente encontra-se disponivel
na literatura grande volume de infor-
magdes referentes aos aspectos morfo-
|6gicos e funcionais da miopatia indu-
zida pela administragao de esteréides
sistémicos, tanto em musculos perifé-
ricos como no diafragma. Entretanto,
apds uma revisdo na literatura, nao foi
encontrado nenhum estudo voltado a
investigacdo das propriedades meca-
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nicas de misculos de animais tratados
com esterdides sistémicos empregan-
do-se ensaios de tracdo. Diante disso,
desenvolveu-se uma pesquisa di-
recionada a avaliacdo dos efeitos do
uso de ester6ides em altas doses sobre
as propriedades mecanicas do
diafragma de coelhos.

O peso médio dos animais ao inicio
do estudo nao diferiu entre os dois
grupos estudados, indicando que eram
compardveis. No momento da euta-
nasia, o GE apresentou peso médio
significantemente inferior ao do GC.
Além disso, a comparacdo do peso
médio dos grupos permite notar que o
GC apresentou discreto ganho
ponderal, enquanto o GE apresentou
perda. Tais achados ja foram descritos
em estudos experimentais com a
administracao de esteréides em altas
doses e podem ser explicados pela
acdo catabdlica da droga, particular-
mente sobre os grupos musculares
periféricos. Uma explicacdo adicional
poderia ser relacionada a alteragdes
da ingestdo de alimentos, secunddrias
a modificagdes do apetite do animal.
O uso de esteréides costuma levar a
elevacdes do apetite porém, quando
usados em altas doses, um efeito
oposto também pode ser observado.
Além disso, o surgimento de potenciais
complicagdes digestivas tais como
gastrites ou Ulceras poderia também
influenciar a absorcao de nutrientes.
Nao acreditamos que esses tenham
sido fatores relevantes para os achados
deste estudo, porque o nivel de inges-
tdo média entre os dois grupos de
animais ndo diferiu de maneira signifi-
cante. Também ndo observamos epi-
sédios de vomitos ou evidéncias de
hemorragias digestivas em nenhum
animal dos dois grupos.

Ao final do estudo o peso médio do
diafragma nao diferiu de maneira signi-

ficante entre os grupos, indicando que
no modelo estudado os efeitos cata-
boélicos dos esteréides sobre o
diafragma foram minimos. Tal achado
assemelha-se ao que foi encontrado
porVan Balkon et al."?, que utilizaram
metilprednisolona nas doses de 0,2
mg/kg por 9 meses em ratos. Entretan-
to, contrapde-se ao de Ferguson et al.’,
que observaram reducao significativa
do peso do diafragma apds o uso de
10 mg/kg/dia de acetato de cortisona
por trés semanas em coelhos.

Os valores médios de tensdo e
deformacdo dos limites maximo e de
proporcionalidade dos diafragmas,
parametros obtidos respectivamente na
fase plastica e elastica do ensaio de
tracdo, foram semelhantes em ambos
os grupos. No entanto, € mais inte-
ressante a analise dos dados obtidos
dos diafragmas na fase elastica, pois
reflete a etapa de deformacgao rever-
sivel, estando mais préximo das con-
dicdes normais de funcionamento
muscular. Observou-se que nessa fase
os diafragmas dos animais que
recebeeram metilprednisolona apre-
sentaram a mesma capacidade de
alongamento em relacdo aos animais
controle. Os valores médios do
médulo de elasticidade foram igual-
mente semelhantes no diafragma de
ambos os grupos, refletindo que o uso
de altas doses de metilprednisolona
ndo alterou as caracteristicas do
material em estudo.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicam que
o uso de metilprednisolona em altas
doses nao levou a alteragdes signifi-
cantes das propriedades mecanicas do
principal misculo da respiracao, o
diafragma.
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