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RESUMO

O alongamento € um recurso freqlientemente utilizado no esporte e
reabilitacdo. No entanto, algumas questdes a seu respeito ainda nao sao
completamente esclarecidas, tais como qual a melhor intensidade, frequéncia,
duracao e tipo de alongamento a ser empregado para obtencdo de melhores
resultados. Sendo assim, o objetivo do estudo foi avaliar e comparar os efeitos do
alongamento continuo e intermitente nas adaptagées do musculo séleo, normal e
encurtado, de rato. Foram utilizados 45 ratos machos Wistar (240+509) divididos
em seis grupos: Controle (C); Imobilizado (I); Imobilizado + alongamento estatico
continuo (IAC) ou intermitente (IAl); Alongamento estatico continuo (AC) ou
intermitente (Al). Para o procedimento de imobilizacdo os animais foram
anestesiados e a pata posterior esquerda foi posicionada em maxima flexao
plantar, durante 21 dias. As sessbes de alongamento tiveram inicio no 15° dia, e
foram realizadas uma vez ao dia, durante 40 minutos, por 7 dias consecutivos. No
alongamento continuo o tornozelo foi mantido manualmente em maxima
dorsiflexao por 40 minutos. Ja no alongamento estatico intermitente, a articulagao
do tornozelo foi mantida manualmente em maxima dorsiflexdo durante 60
segundos, com intervalo de 30 segundos entre as repetigdes, também durante 40
minutos. Nos grupos imobilizados e posteriormente alongados, a Ortese era
removida para a aplicagao do alongamento, sendo posteriormente recolocada. No
22° dia do experimento os animais foram sacrificados e as variaveis massas
corporal e muscular, amplitude de movimento (ADM), adaptacdes de sarcémero,
area de secgao transversa (AST) e densidade de tecido conjuntivo (TC) foram
analisadas. Os grupos AC e Al apresentaram aumento da massa corporal,
enquanto os grupos |, IAC e IAl apresentaram diminuicdo da mesma, sendo todos
os grupos diferentes do C (p<0.000009). No entanto, os grupos IAC e IAl
apresentaram diminui¢cdo significativamente maior do que os animais apenas
imobilizados (p<0.007). Nos grupos |, IAC e IAl houve redugcdo da massa
muscular absoluta (p<0.05) e relativa (p<0.03), da ADM final (p<0.05) e aumento
da densidade de TC (p<0,05) quando comparados ao grupo C. Além disso,
apenas o grupo | apresentou reducdo do comprimento muscular (p<0.0002) e do
nuamero de sarcOmeros quando comparado ao C (p<0.05). Para todas essas
variaveis nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos continuo
e intermitente. Em relacdo a AST houve diminuicdo desta variavel nos grupos | e
IAl quando comparado aos demais grupos (p<0.000007). Dessa forma, observou-
se que no musculo encurtado os protocolos continuo e intermitente levaram a
respostas distintas somente para a variavel AST, sendo apenas o protocolo
continuo eficaz para reverter a atrofia da fibra muscular. Além disso, os protocolos
utilizados, tanto continuo como intermitente, aplicados em musculos normais nao
foram eficazes para provocar adaptagdes musculares.

Palavras Chaves: Exercicios de alongamento muscular, sarcémeros, tecido
conjuntivo, atrofia



ABSTRACT

Stretching is an often technique used for sports and rehabilitation.
However, some concerns are still not understood, such as if there is some
different muscular response after the use of different stretching protocols. The aim
of this study was to evaluate and to compare the effects of continuous and
intermittent stretching protocols on shortened and normal soleus rat muscle
adaptation. Forty-five male Wistar rats (240+50g) were divided into 6 groups:
control (C), immobilized (I); immobilized + continuous stretching (ICS); immobilized
+ intermittent stretching (1I1S); continuous stretching (CS) and intermittent
stretching (IS). For the immobilization procedure the animals were anaesthetized
and the left hindlimb was positioned in maximal plantar flexion, during 21 days,
using an immobilization device. The stretching sessions began on the 15° day
and they were performed once per day, during 40 minutes and for 7 consecutive
days. For continuous stretching protocol, the animals had the ankle manually kept
in maximal dorsiflexion during 40 minutes. In the intermittent stretching protocol,
the ankle joint was manually kept in maximal dorsiflexion for 60 seconds with a
30s interval between each 60s period, in a total of 40 min. In both immobilized and
stretched groups, the immobilization device was removed for stretching application
and after that, the hindlimb was immobilized again. On the 22™ day of the
experiment the animals were euthanized and the following variables were
evaluated: body and muscle mass, range of movement (ROM), sarcomere
adaptation, cross sectional area (CSA) and area density of connective tissue (TC).
While the groups CS and IS showed an increase in the body mass, the I, ICS and
[IS groups showed a decrease in this variable, and all these groups were different
from the C (p<0.000009). However, the ICS and IIS groups had a more evident
decrease in the body mass when compared to | group (p<0.007). In the groups |,
ICS and IIS there was a decrease in both absolute (p<0.05) and relative (p<0.03)
muscle mass, final ROM (p<0.05) and increase in the intramuscular CT (p<0.05)
when compared to the C group. Besides, only the group | showed reduction in the
muscle length (p<0.0002) and in the number of sarcomere (p<0.05) related to the
control values. For all these variables, it was not found significant difference
between the ICS and IIS groups. Related to the CSA there was a decrease in this
variable in both | and IIS groups when compared to the others (p<0.000007).
Then, it could be noted that both stretching protocols, continuous and intermittent,
when applied on the shortened muscle, did promote different muscle adaptation
only in the CSA, and only the continuous stretching was efficient to treat the
muscle fiber atrophy. Besides, the application of continuous and intermittent
stretching on a normal muscle was not able to promote muscular adaptation.

Key Words: Stretching muscle exercise, sarcomere, connective tissue, atrophy
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1 INTRODUGAO

O musculo esquelético é capaz de alterar suas propriedades estruturais
e funcionais, adaptando-se as diferentes condi¢des impostas a ele (Baldwin e
Haddad, 2002). Esta adaptacdo pode ser observada apods periodos de
imobilizacdo em posi¢cao encurtada, quando o musculo responde com diminuigao
da sintese protéica e do numero de sarcbmeros em série, atrofia da fibra
muscular e proliferagdo de tecido conjuntivo intramuscular desorganizado,
levando a reducao da amplitude de movimento articular (Tabary et al., 1972;
Williams e Goldspink, 1978; Williams, 1990; Coutinho et al., 2004).

O alongamento é um recurso freqientemente utilizado com o intuito de
prevenir ou reverter os efeitos deletérios da imobilizagcao, pois 0 mesmo atua nas
fibras musculares e tecido conjuntivo intramuscular, 0 que promove aumento na
extensibilidade do musculo (Deyne, 2001).

Porém, apesar de existirem diversos estudos sobre alongamento
(Williams, 1988; Williams, 1990; Coutinho et al., 2004) e sua utilizagao ser
freqlente na reabilitacdo e nas atividades desportivas, muitas questdes ainda nao
sao completamente esclarecidas, tais como qual a melhor intensidade,
freqUéncia, duracao e tipo de alongamento a ser empregado para obtencao de
melhores resultados.

Dentre os tipos de alongamento utilizados encontra-se o estatico, que &
caracterizado por provocar aumento do comprimento muscular até um ponto
toleravel, com manutencdo desta posicdo por um periodo de tempo, sendo
considerado por muitos autores o método mais utilizado (Bandy e Irion, 1994;

Rosario, Marques e Maluf, 2004).
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O alongamento estatico pode ser empregado com diferentes duracoes,
freqiéncia e numero de repeticdes. Além disso, pode ser caracterizado como
continuo, quando € mantido constante por um longo periodo, ou apresentar
intervalos durante sua aplicacdo, sendo caracterizado como um estatico
intermitente (Alter, 1999).

Apesar da comprovada eficacia do alongamento estatico para o
musculo esquelético, o efeito dos intervalos entre as séries de alongamento ainda
nao & conhecido. Nao esta estabelecido se o alongamento continuo promove o
mesmo resultado que o intermitente. No entanto, acredita-se que breves periodos
de intervalo possam gerar diferentes respostas adaptativas (Deyne, 2001).

Diversos trabalhos realizados com humanos mostram resultados
benéficos com relagdo aos dois tipos de alongamento estatico, o continuo e o
intermitente (Starring et al., 1988; Webright, Randolph e Perrin, 1997; Bandy, Irion
e Briggler, 1998; Roberts e Wilson, 1999). Entretanto, todos esses estudos
avaliaram a resposta muscular apenas por meio da amplitude de movimento,
mensurada pela goniometria, que consiste em uma medida subjetiva da condi¢ao
muscular. Sendo assim, a comparagao dos efeitos dos dois tipos de alongamento
na morfologia e adaptagao de sarcomeros do musculo esquelético ndo esta, até o
momento, estabelecida.

Com base no exposto, o presente estudo teve como enfoque responder
uma das varias questdes relacionadas ao alongamento: Existe diferenca na
adaptacdao muscular quando o musculo é submetido a um protocolo de

alongamento continuo e intermitente?
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Flexibilidade

A flexibilidade € caracterizada por alguns autores como sendo a
habilidade de mover uma unica articulagdo ou uma série de articulagbes de
maneira suave e confortavel por meio da amplitude de movimento irrestrita e sem
dor (Vesco, 1990; Prentice, 1999). Neste contexto, o comprimento do musculo, a
integridade articular e a extensibilidade dos tecidos moles periarticulares s&o
fatores que a determinam (Kisner e Colby, 2005).

Para Chandler et al. (1990) a flexibilidade consiste na capacidade de
mover a articulagdo através de uma amplitude de movimento normal, sem
estresse excessivo para a unidade musculo-tendinea. Outros autores a definem
simplesmente como a maxima amplitude de movimento em uma articulagdo ou
grupo de articulagbes (Corbin e Noble, 1980; Anderson e Burke, 1991; Alter,
1999).

O termo flexibilidade dindmica é utilizado para caracterizar a amplitude
de movimento ativa de uma articulagdo, enquanto que a flexibilidade passiva
consiste no grau em que uma articulagao pode ser movida passivamente por meio
da amplitude de movimento disponivel. A flexibilidade passiva € um pré-requisito
da flexibilidade dindmica, porém, ndo uma garantia dela (Kisner e Colby, 2005).

No entanto, alguns autores utilizam o termo flexibilidade para referir-se
ao musculo (Gadjosik e Bohannon, 1987; Mchugh et al., 1992; Gadjosik, 1995;
Feland et al., 2001), sendo a palavra utilizada com o intuito de mencionar a

extensibilidade muscular. Alguns autores citam a flexibilidade muscular passiva
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como sendo a relagcdo comprimento-tensdo existente quando o musculo é
passivamente alongado (Gajdosik e Bohannon, 1987; Gajdosik, 1995).

Como citado anteriormente, a flexibilidade s6 é possivel, dentre outros
fatores, devido ao musculo apresentar extensibilidade passiva, ou seja, ser capaz
de aumentar seu comprimento com ou sem ativacdo muscular. Trata-se de um
componente importante para a manutencao da fungao, ja que contribui para a
amplitude de movimento e, dessa forma, € alvo freqliente a ser atingido na
reabilitacdo e esporte (Gajdosik, 2001).

Diversos fatores podem influenciar a extensibilidade passiva, tais
como: pontes cruzadas de actina e miosina (Proske e Morgan, 1999); flamentos
nao contrateis de titina (Lieber, 2002) e desmina (Gajdosik, 2001), e tecido
conjuntivo intramuscular, principalmente o perimisio (Borg e Caulfield, 1980;
Purslow, 1989).

A influéncia da actina e miosina na extensibilidade passiva pode ser
explicada pelo fato das mesmas permanecerem unidas por meio de pontes
cruzadas (Hill, 1968). Sabe-se que os filamentos de actina e miosina estao
constantemente unidos, porém, o estado de ligagcdo entre eles pode variar de um
estado de ligagcao forte, que ocorre durante a contracdo muscular, ou fraco,
quando o musculo esta relaxado. Este estado de ligagao € fundamental para o
entendimento da tensdo muscular desenvolvida. Sendo assim, observam-se
respostas distintas estando o musculo em contragdo ou em diferentes
comprimentos de sarcdmero (Proske e Morgan, 1999).

Além disso, estudos prévios (Huxley et al., 1994; Takezawa, Sugimoto
e Wakabayashi, 1998) sugerem que os filamentos de actina e miosina

apresentam propriedades elasticas reduzidas que contribuem ainda mais para a
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limitacdo da extensibilidade. Porém, pesquisas ainda s&o necessarias para a
compreensdo da influéncia dessas proteinas na resisténcia passiva ao
alongamento.

Outro fator importante para manutencdo da extensibilidade é a
influéncia de filamentos conectivos ndo contrateis. Um desses filamentos é a
titina, uma proteina presente no musculo esquelético que se estende de uma linha
Z até o centro do sarcébmero. A titina pode ser dividida em duas regides: uma na
banda | e outra na banda A, sendo a primeira facilmente alongada, enquanto que,
a segunda comporta-se de forma rigida durante o alongamento (Lieber, 2002).
Sendo assim, a titina & responsavel por impedir aumento excessivo no
comprimento muscular, além de manter o alinhamento e manutencdo da miosina
no centro do sarcomero (Horowits et al., 1986; Alter, 1999).

Diversos estudos buscam entender de que forma a titina influencia a
tensao passiva. Em estudo realizado por Wang et al. (1991) observou-se que o
comprimento da titina consiste em fator importante para determinar quando os
sarcOmeros irdo desenvolver tensdo de alongamento e onde o sarcémero ira
ceder sob estresse. Além disso, os autores observaram que 0sS grupos
musculares expressam diferentes isoformas de titina e, sendo assim, apresentam
curvas de estresse-tensao distintas.

Um segundo filamento conectivo que merece destaque € a desmina, a
qual consiste em abundante proteina do citoesqueleto muscular, que exerce papel
importante na organizagdo da matriz miofibrilar (Shah et al., 2002). Sua
importante funcdo pode ser explicada pelas ligagdes que possui com diferentes
locais da fibra: conecta a miofibrila @ mitocondria, ao nucleo, sarcolema e

costadmeros, além de unir as linhas Z tanto de forma radial como longitudinal
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(Shah et al., 2004). Além disso, apresenta abundante distribuicdo na juncao
miotendinea (Tidball, 1992). Devido a sua distribuicdo tanto radial como
longitudinal, quando o sarcobmero aumenta o seu comprimento a desmina também
contribui como resisténcia passiva ao alongamento (Gajdosik, 2001).

Sabendo da importancia da desmina para a estrutura miofibrilar, Shah
et al. (2001) avaliaram a influéncia desta proteina na adaptacdo musculo
esquelética durante o periodo de imobilizagdo de quatro semanas e observaram
que a presenga ou auséncia da desmina nao influenciou na redugcéo do numero
de sarcbmeros em série, nem na atrofia muscular. Sendo assim, os autores
concluiram que a presenca da desmina nao influenciou na resposta muscular a
imobilizagao.

Além das proteinas contrateis e nao contrateis, um terceiro fator capaz
de limitar a extensibilidade muscular consiste no tecido conjuntivo intramuscular.
Este é formado por grande quantidade de fibras colagenas, as quais apresentam
grande resisténcia ao estimulo de tracao (Alter, 1999).

O tecido conjuntivo intramuscular se distribui em trés camadas ao
longo do musculo, sendo: epimisio, perimisio e endomisio. O endomisio consiste
numa densa rede de fibras colagenas que circundam a fibra muscular
individualmente, o perimisio envolve um conjunto de fibras musculares, ou
fasciculo, enquanto que o epimisio circunda o musculo como um todo (Borg e
Caulfield, 1980). De maneira geral, o endomisio e perimisio apresentam fibras em
diferentes diregdes: longitudinal, perpendicular, além de fibras que se ligam a
vasos e nervos (Jarvinen et al., 2002). Embora os trés tipos de tecido conjuntivo

contribuam para a resisténcia passiva, 0 perimisio € considerado o0 maior
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responsavel pela limitacdo da extensibilidade (Borg e Caulfield, 1980; Purslow,
1989).

Considerando que todos os elementos citados acima contribuem para a
resisténcia passiva, e que todos eles fazem parte do tecido muscular pode-se
dizer que a quantidade de massa muscular também ¢é fator relacionado a
limitagdo da extensibilidade muscular (Gajdosik, 2001).

Além disso, a extensibilidade passiva, e consequentemente a
flexibilidade, pode estar reduzida em situagdes como inatividade por imobilizagao
(Tabary et al., 1972), controle muscular inadequado (Alter, 1999), sedentarismo e
envelhecimento (Wilmore, 1991), sendo necessaria intervengao terapéutica para

manutencgao das caracteristicas musculares adequadas (Gajdosik, 2001).

2.2 Efeitos da imobilizagao

Sabe-se que o musculo esquelético possui extraordinaria habilidade de
reestruturar-se metabdlica e estruturalmente em resposta a mudangas ambientais
(Lieber, 2002), sendo esta adaptagao especifica ao estimulo recebido. Assim, a
resposta muscular decorrente da imobilizagdo é dependente da posicdo que
musculo foi imobilizado, sendo a mesma diferenciada apds imobilizacdo em
posigdes articulares distintas.

Ao ser imobilizado em posi¢gao de alongamento o musculo responde
com aumento da sintese protéica e do numero de sarcOmeros em série,
diminuicdo do comprimento do sarcémero, podendo apresentar ainda presenca

moderada ou auséncia de atrofia e pouca ou nenhuma mudanca significativa no
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tecido conjuntivo (Tabary et al., 1972; Goldspink, 1977; Wiliams e Goldspink,
1978; Williams et al., 1988).

Ja ao ser imobilizado em posigao de encurtamento o musculo responde
com reducao da sintese protéica, da forca muscular e do numero de sarcémeros
em série, aumento do comprimento do sarcémero, atrofia das fibras musculares e
proliferacdo de tecido conjuntivo desorganizado, com conseqliente perda da
extensibilidade muscular (Tabary et al., 1972; Williams et al., 1988; Williams,
1990; Gamrin et al., 1998; Gomes et al., 2004).

Quando a imobilizacdo é removida, os musculos, tanto aqueles
mantidos em posi¢ao de alongamento como aqueles mantidos em encurtamento,
sao capazes de se readaptar para retornar ao numero de sarcdmeros e
comprimento muscular originais (Williams e Goldspink, 1971).

Em estudo realizado em 1972 por Tabary e colaboradores, com o
intuito de avaliar a resposta muscular a imobilizacdo em diferentes posigcboes
articulares, observou-se que a imobilizagdo do séleo por quatro semanas em
posi¢ao de alongamento resultou em aumento de 19% do numero de sarcOmeros
em série enquanto que a imobilizagdo por um mesmo periodo em posi¢cao de
encurtamento resultou em diminuicdo de 40% do numero de sarcOmeros e
aumento na resisténcia ao alongamento passivo. Os autores concluiram que o
musculo é mais susceptivel as alteracdes decorrentes da imobilizacédo em posicao
encurtada que alongada. Além disso, pdde-se observar que a adicdo de
sarcdmeros foi acompanhada de diminuigdo no seu comprimento, enquanto que a
redugao do numero de sarcbmeros em série resultou no aumento do comprimento

dos sarcOmeros restantes.



18

A alteracdo no comprimento do sarcbmero observada sempre que o
musculo aumenta ou diminui o numero de sarcOmeros em seérie ocorre com 0O
intuito de ajustar o tamanho do sarcébmero para que O musculo consiga
desenvolver sua maxima tensdo no novo comprimento da fibra (Wiliams e
Goldspink, 1978; Shah et al. 2001; Lieber, 2002).

No mesmo trabalho realizado por Tabary et al. (1972) os autores
avaliaram se apOs quatro semanas da retirada das Orteses os musculos que
permaneceram alongados ou encurtados ainda mantinham as caracteristicas
adquiridas. Os resultados mostraram que num periodo de quatro semanas os
musculos sao capazes de recuperar sua extensibilidade e numero de sarcémeros
em série.

Em estudo realizado alguns anos depois, por Williams e Goldspink
(1984), com o intuito de analisar o efeito da imobilizagcdo em posicdo de
encurtamento do musculo soleo, os autores observaram consideravel aumento na
concentragao de colageno logo no periodo inicial da imobilizagdo. Apos dois dias
de inatividade foi possivel observar aumento na densidade de area do perimisio, o
qual é considerado um dos maiores determinantes da extensibilidade, sendo que
esta alteracdo ocorreu antes mesmo da perda do numero de sarcOmeros em
série. Apés uma semana ja foi possivel observar grande aumento na densidade
de area do endomisio, devido a atrofia das fibras musculares, e apdés duas
semanas, consideravel alteragdo na disposicao das fibras colagenas.

Algum tempo depois, Williams et al. (1988) ao avaliarem o efeito da
imobilizagdo por sete dias, observaram significativa redu¢cdo no numero de
sarcOmeros em série e aumento de tecido conjuntivo no musculo séleo quando

imobilizado em posigdo de encurtamento. Além disso, péde-se observar que
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quando a imobilizagdo era associada a eletroestimulagdo a mesma prevenia a
proliferacdo de tecido conjuntivo, mostrando a influéncia da atividade contratil
para manter a densidade de area de tecido conjuntivo adequada.

No mesmo estudo, ao avaliarem a resposta do soéleo a inatividade em
posicao alongada, observou-se aumento do numero de sarcébmeros em série,
porém, nenhuma alteragdo na quantidade de tecido conjuntivo.

Segundo Tabary et al. (1972), o aumento de tecido conjuntivo no
musculo imobilizado em posi¢cao de encurtamento tem como objetivo prevenir o
estiramento ou alongamento excessivo. Essas alteragdes n&o sao observadas no
musculo imobilizado em posi¢cdo alongada, pois 0 mesmo nao € susceptivel ao
estiramento, uma vez que ja se encontra em posi¢cdo de grande alongamento.

Em outro estudo realizado por Williams (1988) foi avaliado o efeito de
dez dias de imobilizagdo do s6leo em posi¢cdo de encurtamento. Apds o periodo
experimental, o autor observou que o grupo imobilizado apresentou grande
reducdo da amplitude de movimento articular (dorsiflexdo de 96° versus 163°
observada no grupo controle), além de aumento na densidade de area do tecido
conjuntivo e diminuicdo do numero de sarcOmeros em série. Além disso,
observou-se também que apods secgao do tenddo do musculo séleo a amplitude
de movimento ainda continuava diminuida, mostrando que a rigidez apresentada
apdés o periodo de imobilizagdo nao era devido apenas a alteragcbes nas
propriedades musculares, mas também a alteragdes da propria articulagao.

Dentre as estruturas articulares que sao danificadas durante a
imobilizagdo pode-se citar a cartilagem articular. Sabe-se que sua estrutura e
funcdo sao influenciadas por estimulos mecéanicos. Sendo assim, ao ser

submetida a imobilizacdo com o tornozelo em maxima flexao plantar, a cartilagem
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articular do tornozelo responde com alteracées em suas propriedades, tais como
redugdo em sua espessura e no conteudo de proteoglicanas, com consequente
diminuicdo na amplitude de movimento (Renner et al., 2006).

Outra alteracdo observada apos periodo de imobilizagdo em posigao
de encurtamento € a reducdo da forca muscular. Em estudo realizado com
humanos pbéde-se observar diminuicao de 16% da sintese protéica e redugéo de
17% do pico de for¢ca apds periodo de dez dias de imobilizagdo (Gamrin et al.,
1998).

Em 2003, Ahtikoski e colaboradores, observaram redugdo da massa
muscular do séleo de rato sendo de 20% apds trés dias de imobilizagdo em
posi¢ao de encurtamento e 34% apds sete dias na mesma situagdo. Observaram
também que ao ser imobilizado em posicdo de alongamento, o musculo
apresentou reducao de 17% da massa muscular apos trés dias e de 25% apos
sete dias. Os autores concluiram que a perda da massa muscular esta
relacionada ao tempo de imobilizagdo, e que a posicdo de encurtamento € mais
susceptivel a esta perda.

Em estudo realizado por Coutinho et al. (2004), pbde-se observar
redugcdo média de 19% do comprimento muscular e de 23% do numero de
sarcOmeros em série apos trés semanas de imobilizagcdo em posicado de
encurtamento. Este fato foi acompanhado de aumento do comprimento do
sarcobmero e reducao de 37% da area de secgao transversa das fibras
musculares, o que se traduz em grande atrofia muscular.

A partir dos estudos citados, pode-se relatar que o tecido muscular

apresenta alta plasticidade em alterar sua conformagéo, uma vez que mesmo em
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posicoes distintas, ou diferentes tempos de imobilizacdo, o tecido muscular se

adaptou ao estimulo fornecido.

2.3 Alongamento

Apesar de existirem inumeros estudos sobre alongamento (Williams,
1988; Williams, 1990; Coutinho et al., 2004), ha poucos trabalhos conclusivos.
Muitos autores discordam entre si na tentativa de estabelecer parametros, sendo
muitas vezes dificil escolher na pratica clinica o protocolo de alongamento mais
apropriado.

Dentre os tipos de alongamento realizados tem-se o estatico, o
balistico, o alongamento obtido por meio da contragdo muscular excéntrica e a
facilitagdo neuromuscular proprioceptiva.

O alongamento estatico consiste no aumento do comprimento muscular
até um ponto toleravel e manutencédo desta posi¢do por um periodo de tempo,
podendo ou nao ser repetido. Alguns autores consideram este tipo de
alongamento como sendo 0 que apresenta menor risco de lesdes, sendo, dessa
forma, o mais usado (Beaulieu, 1981; Alter, 1999; Rosario, Marques e Maluf,
2004).

Ja o balistico é caracterizado por usar o momento do balanco de um
segmento corporal de maneira ritmica para alongar o tecido. Neste tipo de
alongamento utiliza-se a producéo de tensao rapida e intensa num curto periodo
de tempo. Alguns autores acreditam ser necessario ter precaugdo com o uso do
alongamento balistico uma vez que 0 mesmo nao permite adaptagdo muscular e

neurolégica adequada, estimula o reflexo de estiramento e promove maior
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numero de lesdes nas fibras musculares (Alter, 1996; Rosario, Marques e Maluf,
2004).

A contragdo muscular excéntrica, caracterizada pelo afastamento da
origem e inser¢gao muscular aliado a contragdo do mesmo musculo, também pode
ser considerada um tipo de alongamento (Rosario, Marques e Maluf, 2004).
Segundo Lieber (2002), as contracbes excéntricas sdo capazes de levar a
aumento do numero de sarcébmeros em série e em paralelo, 0o que resulta em
aumento da extensibilidade muscular, da amplitude de movimento articular e
hipertrofia.

A facilitagcdo neuromuscular proprioceptiva envolve técnicas que usam
contragdes isométricas breves do musculo a ser alongado antes do alongamento
estatico. Trata-se de uma técnica muito utilizada na reabilitagédo e esporte e que
gera resultados satisfatorios (Alter, 1999; Rosario, Marques e Maluf, 2004).

Embora as diferentes técnicas sejam capazes de promover aumento na
flexibilidade, alguns autores acreditam ser o alongamento estatico o método mais
utilizado por ser de facil aplicagao (Beaulieu, 1981; Bandy e lIrion, 1994; Bandy,
Irion e Briggler, 1997).

Diversos trabalhos suportam a utilizagao do alongamento com o intuito
de prevenir ou reverter os efeitos deletérios da imobilizacdo em posigao
encurtada.

Sendo assim, o alongamento € um recurso freqientemente utilizado
com o intuito de aumentar a amplitude de movimento, prevenir a proliferacao de
tecido conjuntivo e atrofia muscular, além de se tratar de um estimulo eficiente
para o crescimento longitudinal do musculo e sintese de proteinas (Williams,

1988; Williams, 1990; Coutinho et al., 2004).
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Williams (1990) ao avaliar os efeitos do alongamento estatico com
duracao de 15, 30, 60 e 120 minutos, durante duas semanas no musculo soleo
encurtado, concluiu que o alongamento com duragao de pelo menos 30 minutos &
suficiente para prevenir a perda de sarcdmeros, além de manter a amplitude de
movimento normal de dorsiflexdao. Observou ainda que periodos de 120 minutos
de alongamento promovem aumento de 10% do numero de sarcomeros em série.

Em estudo realizado com o intuito de avaliar os efeitos da aplicagao do
alongamento estatico por dez dias, com duragédo de 15 minutos no musculo sdleo,
observou-se que o protocolo utilizado nao foi eficaz para prevenir a perda do
numero de sarcémeros em série, porém foi eficaz para impedir a proliferagao do
tecido conjuntivo, além de aumentar a amplitude de movimento, quando
comparado ao grupo apenas imobilizado (Williams, 1988).

O fato de curtos periodos de alongamento ndo promoverem alteragao
muscular indica que existe um minimo periodo de tempo necessario para que a
tensdo mantida inicie o processo adaptativo de regulagdo do numero de
sarcdmeros (Williams, 1990).

Coutinho et al. (2004) ao analisarem os efeitos de sessbes de
alongamento passivo de 40 minutos, aplicado a cada trés dias, durante trés
semanas, observaram que este procedimento empregado em musculos
encurtados nao foi capaz de prevenir a perda do numero de sarcébmeros em série,
porém foi efetivo para proteger a atrofia. Ja em musculos ndo encurtados, o
protocolo utilizado resultou no aumento do numero de sarcOmeros em série e
area de seccao transversa da fibra, o que comprova a efetividade do protocolo de

alongamento utilizado para induzir a sarcomerogénese.
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Gomes et al. (2004) ao analisarem o efeito do alongamento passivo no
soleo encurtado aplicado uma vez por semana, por 40 minutos, por um periodo
de trés semanas, mostraram que o protocolo utilizado nao foi eficaz para prevenir
a perda do numero de sarcomeros em série, mas sim atrofia muscular.

Os resultados encontrados nos estudos de Gomes et al. (2004) e
Coutinho et al. (2004) sugerem que a regulacdo do numero de sarcémeros e da
area de seccao transversa é realizada por diferentes mecanismos, podendo,
dessa forma, ser observada diferencas em apenas uma das adaptacdes
musculares apos a realizagdo de uma intervencgao.

Apesar de existir diversos relatos mostrando os efeitos benéficos do
alongamento estatico para o musculo esquelético, muitos aspectos ainda nao
foram estabelecidos tais como a melhor duracdo, frequéncia e numero de
repeticoes.

Além disso, nao esta estabelecido se o alongamento continuo promove
o0 mesmo resultado que o alongamento intermitente. Apesar da comprovada
eficacia do alongamento para o crescimento longitudinal do musculo, o efeito dos
intervalos entre as séries de alongamento ainda ndao € conhecido. Diversos
trabalhos realizados em humanos mostram resultados positivos tanto quando
aplicado o alongamento estatico continuo como quando o alongamento € aplicado
de forma intermitente (Bandy, Irion e Briggler, 1998; Roberts e Wilson, 1999).
Porém, acredita-se que breves periodos de intervalo possam gerar diferentes
respostas adaptativas (Antonio e Gonyea, 1993).

Além disso, deve ser ressaltado que todos os estudos realizados até o

momento, comparando-se esses dois tipos de alongamento, continuo e
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intermitente, avaliaram a condicdo muscular de forma subijetiva, ou seja, somente
por meio da amplitude de movimento articular, mensurada pela goniometria.

Em 1997, Webright, Randolph e Perrin compararam, por meio da
goniometria, o efeito do alongamento estatico mantido por 30 segundos com
movimentos repetidos de 30 repeticoes de extensdo de joelho. O tratamento foi
realizado duas vezes ao dia, durante seis semanas, em individuos com
encurtamento muscular de isquiotibiais. Os resultados obtidos permitiram concluir
que as duas técnicas foram capazes de aumentar a amplitude de movimento, sem
qgue houvesse diferengas significativas entre elas.

Bandy, Irion e Briggler (1998) em estudo realizado em individuos com
encurtamento muscular de isquiotibiais, compararam o efeito de duas técnicas de
alongamento aplicadas cinco vezes por semana, durante seis semanas. A
primeira técnica consistia no alongamento estatico mantido por 30 segundos, ja a
segunda era caracterizada por cinco segundos de movimento de extensao de
joelho, cinco segundos de manutengao do joelho em extensao e cinco segundos
de movimento de flexdo para retornar a posicdo de inicio, sendo esse
procedimento repetido durante 30 segundos. Apos o periodo de intervencgao
pdde-se observar que as duas técnicas foram eficazes para aumentar a amplitude
de movimento, porém o alongamento mantido mostrou ser mais efetivo, uma vez
que promoveu um ganho de flexibilidade duas vezes maior que o ciclico.

Roberts e Wilson (1999) compararam o efeito de duas técnicas de
alongamento passivo intermitente, aplicados trés vezes por semana, por um
periodo de cinco semanas, na amplitude de movimento articular passiva e ativa.
O primeiro protocolo consistia em nove séries de alongamento de cinco

segundos, totalizando 45 segundos de intervencao. O segundo protocolo consistia
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em trés repeticoes de 15 segundos, totalizando também 45 segundos de
intervencdo. Apds as cinco semanas observou-se que o0s dois protocolos
promoveram aumento da ADM quando comparado ao grupo controle, porém o
grupo 15 segundos obteve maior ganho de amplitude ativa. Esses resultados
sugerem que a duragao da tensao imposta ao musculo é importante para as
possiveis adaptag¢des provocadas pelo alongamento.

A partir dos trabalhos citados pode-se observar a necessidade de
estudos que avaliem a influéncia de sessdes de alongamento continuo e
intermitente nas adaptagdes musculares de maneira objetiva, ou seja, avaliando
variaveis como numero de sarcobmeros em série, area de secgao transversa e

densidade de area de tecido conjuntivo.

2.4 Viscoelasticidade

Quando um tecido é exposto a for¢ca passiva de alongamento, ele se
deforma de acordo com as propriedades do material. Dessa forma, se uma forga
constante for aplicada ao tecido, este tem seu comprimento aumentado de
maneira tempo dependente, o que €& conhecido como comportamento
viscoelastico (Woo e Young, 1991).

Sendo assim, o musculo esquelético é considerado um tecido
viscoelastico, uma vez que a sua quantidade de deformacao depende do tempo.
Se uma forga constante for aplicada ao musculo, este tem seu comprimento
aumentado ao longo do tempo, ou se um musculo for alongado em comprimento
mantido constante, a for¢ca necessaria diminui ao longo do tempo. Quando a forga

€ removida, o musculo retorna vagarosamente a seu comprimento original, agindo
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nao simplesmente como um tecido elastico, uma vez que sua deformacao é
tempo dependente, nem como um tecido plastico, uma vez que nao permanece
alterado apds a remocgao da carga, mas sim como um tecido viscoelastico (Woo e
Young, 1991; Mchugh et al., 1992; Lieber, 2002).

Deve-se ressaltar que o tecido muscular diferencia-se de outros tecidos
como 0sso, cartilagem e ligamentos, por ser capaz de gerar tensao pela interagao
da actina e miosina, fator que influencia a extensibilidade muscular (Griffiths et al.,
1993; Ettema e Huijing, 1994).

Devido ao seu comportamento viscoelastico, 0 musculo, ao ser mantido
em posicao alongada estaticamente, tem sua tensao passiva diminuida com o
tempo e isso pode ser referido como o relaxamento do estresse viscoelastico
(Mchugh et al., 1992).

Em estudo realizado por Magnusson, Aagaard e Nielson (2000)
observou-se que o alongamento estatico de 45 segundos resultou em
relaxamento do estresse viscoelastico instantaneo de 18 a 20%. Porém, o
comprimento prévio retornou em menos de uma hora.

Sabe-se que o alongamento passivo tem como efeito imediato o
aumento da amplitude de movimento por meio de um decréscimo na
viscoelasticidade, alteragcdes na extensibilidade e aumento na tolerancia ao
alongamento (Best et al., 1994; Best, Hasselman e Garret, 1997; Shrier e Gossal,
2000; Rosario, Marques e Maluf, 2004). Ja a longo prazo, o efeito do alongamento
€ traduzido na adicdo de sarcOmeros em série com consequente aumento na
excursao muscular (Deyne, 2001).

Entretanto, Magnusson (1998) afirma que o ganho de amplitude de

movimento provocado por algumas semanas de alongamento nao se explica nem
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pela viscoelasticidade, nem pelo ganho de sarcomeros, mas sim por um aumento
na tolerancia ao alongamento. Esse ganho nao é necessariamente acompanhado
de aumento no comprimento muscular e isso tem sido erroneamente atribuido a
mudangas histolégicas do musculo.

Magnusson et al. (2000), ao avaliarem o efeito imediato do
alongamento estatico de 45 segundos em isquiotibiais, repetidos por trés vezes,
observaram que o alongamento nao facilitou em nada o aumento da amplitude do
alongamento seguinte, realizado apds 30 segundos de descanso.

Quando forgas de tracdo sao continuamente aplicadas, o tempo
requerido para alongar o tecido, a uma quantidade especifica, varia inversamente
com as forgas usadas. Sendo assim, uma forca muito grande pode provocar
danos aos tecidos musculares, sendo dificil de ser mantida por um longo periodo,
enquanto que um alongamento mais leve mantido por um tempo longo € mais
seguro e eficaz (Warren, Lehmann e Koblanski, 1971).

Para que o alongamento aplicado no tecido muscular ndo provoque
danos a unidade musculo tendinea, a tensdo gerada é transmitida gradualmente
aos diversos componentes musculares. Sendo assim, o estimulo mecanico
gerado pelo alongamento é transmitido para a fibra muscular por meio da matriz
extracelular, passando pelo sarcolema, atingindo moléculas intracelulares e o
sistema contratil (Deyne, 2001; Shah et al., 2004).

A forgca do alongamento passivo é transmitida para a fibra muscular a
partir da matriz extracelular, principalmente perimisio e endomisio, por meio de
seus componentes como colageno e glicoproteinas. Em seguida, esta forca é
transmitida a proteinas integrais da membrana, como integrinas e distroglicanas.

Posteriormente, o estimulo € recebido por proteinas do citoesqueleto conhecidas
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como costameros, tais como: talina, vinculina, desmina, distrofina e outras, e em
seguida a outros elementos do citoesqueleto nao contratil como alfa-actinina e
filamentos intermediarios, até enfim atingir o sistema contratil (Deyne, 2001).

Esse estimulo mecanico imposto ao musculo durante o alongamento
ira se distribuir tanto no sentido longitudinal como radial. Em estudo realizado por
Street (1983) observou-se que a maior parte da transmissao de forcas é realizada
no sentido lateral, por meio de estruturas conhecidas como costameros. Os
costameros consistem em proteinas que estdo associadas a linha Z e que
exercem importante papel na dissipacao de forgas.

Considerando a dissipacgao longitudinal do estresse, observa-se que a
ultima regido a receber o estimulo consiste na jungdo miotendinea, local de
grande quantidade de proteinas costaméricas, como desmina (Tidball, 1992),
distrofina (Law e Tidball, 1993), vinculina (Shear e Bloch, 1985) e integrina (Bao et
al., 1993).

Diante dessas informacdes € de extrema importancia o conhecimento
dos efeitos de protocolos de alongamento continuo e intermitente nas adaptagoes

musculares.
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3 OBJETIVO

Avaliar e comparar os efeitos do alongamento estatico continuo e

intermitente sobre as adaptacées do musculo séleo, normal e encurtado, de rato.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostra

Foram utilizados 45 ratos machos albinos, da linhagem Wistar
(240+509). Os animais permaneceram em gaiolas de polietileno, em grupos de no
maximo trés ratos por gaiola e foram mantidos sob condi¢ées controladas de
biotério (12h claro/escuro, 23°C £ 2). Tiveram ainda, livre acesso a agua e ragao
peletizada. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal
de Sao Carlos (029/2006).

Para os procedimentos de imobilizagdo, alongamento e coleta do
musculo séleo, os animais foram anestesiados por meio de inje¢ao intramuscular
de Ketalar® (50mg/mL) e Rompun® (2g/100mL), na dose de 0.1mL/100g, na
propor¢cao 1:1. Apds 22 dias do inicio do experimento os animais foram

sacrificados por meio de deslocamento cervical.

4.2 Grupos experimentais
Os animais foram divididos aleatoriamente em seis grupos
experimentais, sendo:
a) Controle (C; n=7): animais livres na gaiola
b) Imobilizado (I; n=9): animais imobilizados
c) Imobilizado + alongamento estatico continuo (IAC; n=8): animais
imobilizados e submetidos a sessfes de alongamento estatico

continuo
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d) Imobilizado + alongamento estatico intermitente (IAl; n= 7): animais
imobilizados e submetidos a sessfes de alongamento estatico
intermitente

e) Alongamento estatico continuo (AC; n= 7): animais submetidos a
sessodes de alongamento estatico continuo

f) Alongamento estatico intermitente (Al; n= 7): animais submetidos a
sessodes de alongamento estatico intermitente

Para todos os grupos experimentais o numero da amostra foi

inicialmente de, no minimo, sete animais. No entanto, alguns animais morreram
durante o experimento, principalmente devido a anestesia, e algumas amostras

musculares foram desprezadas.
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4.3 Procedimentos para a imobilizagao

A imobilizagao foi realizada utilizando-se modelo descrito por Coutinho
et al. (2002), por se tratar de uma értese de baixo custo e facil confec¢ao. Além
disso, 0 modelo utilizado permitia o ajuste ao animal sempre que necessario.

Para o procedimento da mesma, o tornozelo esquerdo dos animais foi
posicionado em maxima flexdo plantar (em torno de 176°), garantindo assim a
manutenc¢ao do musculo sdleo em posicao de encurtamento (Figura 1) e mantido
nessa posigao por 21 dias.

ApoOs a colocagao das orteses, os ratos eram inspecionados duas
vezes ao dia para garantir que as mesmas estavam posicionadas de maneira

adequada, sendo as orteses recolocadas ou trocadas sempre que necessario.

Figura 1. Procedimento de imobilizagao

4.4 Alongamento
As sessdes de alongamento tiveram inicio no 15° dia do experimento e
foram realizadas uma vez ao dia, durante 40 minutos, por sete dias consecutivos,

estando os animais previamente anestesiados. Para o alongamento estatico
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continuo o tornozelo esquerdo era mantido manualmente em maxima dorsiflexao
por 40 minutos, como mostra a figura 2. Ja no alongamento estatico intermitente,
0s animais tiveram a articulagao do tornozelo mantida manualmente em maxima
dorsiflexao, durante 60 segundos, com intervalo de 30 segundos entre as
repeticdes totalizando, ao longo dos 40 minutos, 27 repetigdes. Durante os 30
segundos de repouso entre as seéries, a resisténcia manual era retirada, sem que

se retornasse a articulagao a posicao de flexao plantar.

Figura 2. Alongamento passivo do musculo séleo realizado manualmente

Para minimizar o efeito da velocidade de alongamento aplicada,
padronizou-se o tempo de cinco segundos para que se atingisse a maxima
amplitude de dorsiflexdo. Em todos os animais, a maxima dorsiflexao foi
caracterizada como a maxima amplitude da articulagdo nesta posigao,
respeitando-se a resisténcia do tecido. Nos grupos imobilizados e posteriormente
alongados, a ¢rtese era removida para a aplicagdo do alongamento, sendo

posteriormente recolocada. Nos animais submetidos somente ao alongamento, os
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mesmos permaneceram livres na gaiola durante as duas primeiras semanas,

sendo o alongamento iniciado no 15° dia.

4.5 Anadlise da massa corporal

Para analisar os efeitos do procedimento de imobilizacdo e
alongamento alteragdo de massa corporal dos animais, os mesmos foram
pesados em balanca digital no 1° e 22° dia do experimento. A analise da massa
corporal foi realizada calculando-se a diferengca de massa obtida do valor final e

inicial, sendo o valor obtido definido como variagdo de massa corporal.

4.6 Analise da massa muscular absoluta e relativa

A massa muscular absoluta foi obtida por meio de balanga digital,
sendo apresentada em gramas. Ja a massa muscular relativa foi obtida pela
relacdo da massa muscular com a massa corporal, sendo caracterizada como

porcentagem da massa corporal.

4.7 Amplitude de movimento (ADM)

A mensuragao da ADM de dorsiflexao foi realizada no 1° e ultimo dia do
experimento e em todos os dias que houve aplicagdo do alongamento,
previamente a este. Para tal, os animais foram anestesiados e a ADM mensurada
por meio de gonidmetro manual (CARCI®), tendo como referéncia o quinto
metatarso, o maléolo lateral e o centro do joelho, como descrito por Okita et al.
(2004). A mensuracao foi realizada sempre pelo mesmo examinador e repetida
trés vezes, sendo utilizada para a analise dos dados a média entre as trés

medidas.
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4.8 Processamento dos musculos

Com o tornozelo mantido a 90° o musculo séleo, ainda fixado ao osso,
teve seu comprimento obtido por meio de paquimetro digital (MITUTOYO®), tendo
como referéncia a distancia entre as jung¢des miotendineas, como mostra a figura

3.

Figura 3. Mensuragdo do comprimento do séleo

Em seguida, os animais tiveram o musculo sdleo retirado, pesado e
dividido longitudinalmente em duas partes similares. A porcao lateral, utilizada
para a analise morfoléogica e morfométrica, foi presa em cortica por meio de
alfinetes e congelada em iso-pentano, pré-congelado em nitrogénio liquido, e
mantida em nitrogénio liquido até o momento da obtenc&o dos cortes histoldgicos.
A porgao medial, utilizada para a analise das adaptacdes de sarcomero, também
foi presa em cortiga, sendo o comprimento muscular no qual a amostra foi fixada,
estipulado a partir do valor obtido da mensuragdo do musculo quando ainda
fixado no osso. Posteriormente, a amostra foi fixada em 2.5% de gluteraldeido por
trés horas, colocada em solucao de 30% de acido nitrico por dois dias e mantida

em 50% de glicerol até o momento da analise (Williams, 1988).
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4.9 Analise morfométrica

A porcao lateral do sdéleo foi seccionada na sua regidao ventral, no
sentido proximal-distal, em cortes transversais de 10um por meio de micrétomo
criostato (Microm HM 505E, Zeiss, Alemanha) mantido a temperatura de -20°C.
Os cortes foram corados com Hematoxilina Eosina (HE) e posteriormente foi
realizada a captagao das imagens (aumento de 20x) do melhor corte histoldgico,
livre de artefatos, por meio de microscopio éptico (BX-41, Olympus®, Japao) e
camera (C5050, Olympus, Japédo) acoplada em monitor Sansung®. Desse corte,
foram selecionados aleatoriamente cinco campos e desses foi realizada a
mensuragcao da area de secgao transversa (AST) das fibras musculares e
quantificacdo da densidade de area de tecido conjuntivo intramuscular (TC). A
mensuragdo da AST foi realizada em aproximadamente 300-350 fibras
musculares por meio do Software Motic Images Advanced 3.2° (Motic Instruments

Canada), circulando-se o contorno de cada fibra, como mostra a figura 4.
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Figura 4. Mensuracgao da area de secgao transversa das fibras
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Para a mensuragdao do TC intramuscular foi utilizado o sistema de
planimetria para a contagem dos pontos (Mathieu, 1981), o qual constava de 551
interseccdes, sendo possivel a quantificacdo do perimisio e endomisio, como

mostra a figura 5.

Figura 5. Planimetria para a contagem dos pontos

Todos os grupos experimentais tiveram um minimo de seis musculos
analisados para analise da AST e TC, com excecao do grupo IAl que, por
problemas de artefato muscular, teve somente quatro musculos analisados para

essas variaveis.
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4.10 Anadlise da adaptacao de sarcomeros

Para esta analise, foram retiradas cinco fibras de cada musculo, tanto
da regiao superficial como profunda do musculo, as quais foram colocadas em
ldminas montadas com gelatina. Posteriormente, foram fotografados seis campos
por fibra e de cada campo foi contado o nimero de sarcbmeros ao longo de

50um, somando 300um/fibra, figura 6.

MLl
Comprimento : 50.187 um)|

Figura 6. Procedimento para a contagem do numero de sarcbmeros em série

O numero total de sarcébmeros em cada fibra muscular foi determinado
por correlagdo entre o numero de sarcdmeros identificados em uma distancia de
300um e o comprimento total do musculo, e a extensdo meédia de cada sarcémero
foi obtida pela divisdo do comprimento muscular pelo niumero de sarcémeros.
Para esta analise foi utilizado o software Motic Image Advanced 3.2° (Motic
Instruments Canada), camera (C5050, Olympus®, Jap&o) acoplada a microscopio
optico (BX-41, Olympus®, Japdo) com integracdo a um microcomputador. Todas

as imagens foram captadas com objetiva de 100x.
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Todos os grupos experimentais tiveram um minimo de seis musculos
analisados para analise das adapta¢des de sarcbmeros, com exce¢ao do grupo
IAl que teve somente cinco musculos analisados para as variaveis comprimento

muscular, numero e extensao de sarcOmeros.

4.11 Analise estatistica

Para andlise dos dados foram utilizados recursos dos soffwares SPSS
11.0° e Bioestat 4.0°. Inicialmente foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk para testar
a normalidade da amostra e o teste de Levene para avaliar a homocedasticidade
entre os grupos. Posteriormente, para os dados paramétricos aplicou-se o teste
ANOVA F seguido de Pos hoc Tukey, e para os dados nao paramétricos aplicou-
se o Kruskal-Wallis seguido de Dunn. Em todos os calculos foi estabelecido um
nivel de significancia de 5% e os valores foram expressos em média e desvio

padrao.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise morfolégica

A analise morfolégica do séleo controle mostrou aspecto de fibras
normais, com as mesmas apresentando formato hexagonal e nucleos periféricos
(Figura 7A). Em contrapartida, o séleo imobilizado (Figura 7B) mostra reducao da
area de seccgao transversa e aumento da densidade de tecido conjuntivo, quando
comparado ao controle. O sb6leo submetido a imobilizacdo e posteriormente a
sessdes de alongamento continuo (Figura 7C) apresenta fibras com aspecto
morfolégico similar ao controle, no entanto, € possivel observar aumento na
densidade de tecido conjuntivo. A analise do sdéleo imobilizado e submetido a
sessdes de alongamento intermitente (Figura 7D) mostra diminuicdo da area de
seccao transversa e aumento da densidade de tecido conjuntivo, quando
comparado ao animal controle, o que foi confirmado pela analise morfométrica. A
avaliagao do séleo dos animais submetidos apenas a protocolos de alongamento
continuo (Figura 7E) e intermitente (Figura 7F) revela fibras de aspecto normal,

com formato hexagonal e nucleos periféricos.
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Figura 7. Cortes histologicos transversais do musculo sdéleo controle (A), imobilizado (B),
imobilizado e submetido a sessbes de alongamento continuo (C), imobilizado e submetido a
sessdes de alongamento intermitente (D), submetido a sessdes de alongamento continuo (E) e
submetido a sessdes de alongamento intermitente (F). Observa-se fibras com aspecto normal,
evidenciada por presenga de nucleos periféricos e formato hexagonal (N), aumento na densidade
de tecido conjuntivo (asterisco) e diminuicdo na area de seccgdo transversa das fibras (cruz).
Coloragdo Hematoxilina Eosina. (Barra: 50um).
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5.2 Variagao da massa corporal

Apos o periodo experimental observou-se que os animais dos grupos
AC e Al apresentaram aumento da massa corporal, enquanto os grupos |, IAC e
IAl apresentaram redugao da mesma, sendo todos os grupos diferentes do grupo
C (AC=43 = 17g; Al= 44 = 19g; |= -26 + 8g; IAC=-54 = 13g; IAlI=-56 = 17g; C= 95
+ 9g; p<0.000009). Além disso, os grupos IAC e IAl apresentaram diminuicao
significativamente maior do que os animais apenas imobilizados (p<0.007; Figura

8).
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Figura 8. Variacdo da massa corporal nos diferentes grupos experimentais

* Diferenga significativa quando comparado ao grupo C; p<0.000009
T Diferenca significativa quando comparado ao grupo |; p<0.007
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5.3 Massa muscular absoluta e relativa

Somente os animais submetidos a imobilizacdo apresentaram reducgao
da massa muscular quando comparado ao grupo C. Esta redugao foi observada
tanto para a massa absoluta (I= 0.096 + 0.011g; IAC= 0.109 + 0.023g; IAlI= 0.072
+ 0.023g; C= 0.218 + 0.037g; p=<0.05), como para a massa relativa (I= 0.040 +
0.005%; IAC= 0.048 + 0.010%; IAl= 0.035 £0.008%; C= 0.061 + 0.009%; p<0.03;
Figuras 9 e 10). Nao foram observadas diferencas significativas entre os
protocolos continuo e intermitente, nem entre o grupo apenas imobilizado e os

grupos imobilizado e alongados.
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Figura 9. Massa muscular absoluta dos diferentes grupos experimentais

* Diferenca significativa quando comparado ao grupo C; p<0.05
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Figura 10. Massa muscular relativa dos diferentes grupos experimentais

* Diferenca significativa quando comparado ao grupo C; p<0.03
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5.4 Amplitude de movimento

Todos os grupos apresentaram no primeiro dia do experimento ADM
similar entre eles, ndo havendo diferenca significativa entre os grupos. Porém, ao
comparar-se a ADM final dos diferentes grupos experimentais observou-se
reducao significativa nos grupos I, IAC e IAl quando comparados ao grupo C (82 +
20°% 99 £ 5% 78 £ 12° 157 £ 2° respectivamente; p<0.05; Figura 11), nao
havendo diferenga entre eles.

Na avaliagdo intragrupo observou-se que todos os grupos
experimentais apresentaram alteragdo significativa quando comparado seus
valores iniciais e finais. Para os grupos C, AC e Al observou-se aumento
significativo na ADM de 6 + 5%, 14 + 6% e 18 + 6%, respectivamente. Ja os
grupos |, IAC e IAl mostraram redugcéo da ADM de 41 £16%, 28 £+ 17% e 44 £ 9%,

respectivamente.
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Figura 11. Amplitude de movimento inicial e final dos diferentes grupos experimentais

* Diferenga significativa quando comparado ao C; p<0.05
T Diferenca significativa quando comparado a ADM inicial; p<0.01
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A figura 12 mostra o comportamento da variacdo da amplitude de
movimento durante todo o periodo experimental: o inicio do experimento, os sete
dias de aplicagao do alongamento e o dia do sacrificio. Observa-se que todos os
grupos experimentais apresentaram valor inicial de ADM similar. Durante a
aplicacado do alongamento os grupos AC e Al apresentaram comportamento
semelhante, com valores de ADM préximos entre eles. Do mesmo modo, os
grupos IAC e IAl também apresentaram comportamento semelhante, isto é,
ambos mostraram redugdo da ADM apos a imobilizagdo, que se manteve
diminuida durante todo o periodo de aplicagdo do alongamento. No entanto, o
grupo |Al apresentou valores médios menores que o IAC. Interessante observar
que no ultimo dia do experimento os grupos C, AC e Al apresentaram valores

médios similares, o mesmo ocorrendo entre os grupos |, IAC e IAl.
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Figura 12. Comportamento da variagao da amplitude de movimento nos diferentes

grupos experimentais durante o periodo experimental
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5.5 Comprimento muscular

Somente o grupo | apresentou redugcdo no comprimento muscular
quando comparado ao grupo C (18.69 % 1.14mm; 2149 + 1.16mm;
respectivamente; p=0.0002), sendo esta, em média, de 13%, como mostra a

figura 13.
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Figura 13. Comprimento muscular dos diferentes grupos experimentais

* Diferenca significativa quando comparado ao C; p=0.0002
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5.6 Numero de sarcOmeros em série
Somente o grupo | apresentou redugdo no numero de sarcémeros em
série quando comparado ao grupo C (5984 £ 832; 7551 + 394; respectivamente;

p<0.05), sendo esta, em média, de 21%, como mostra a figura 14.
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Figura 14. Numero de sarcémeros dos diferentes grupos experimentais

* Diferenca significativa quando comparado ao grupo C; p<0.05
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5.7 Extensao do sarcomero

Nao foram observadas diferencas significativas entre os diferentes

grupos experimentais com relagado ao controle.

Extensdo do sarcomero (um)
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Figura 15. Extensao do sarcémero nos diferentes grupos experimentais
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5.8 Area de secgio transversa

Observou-se diminuicdo da area de secgao transversa nos grupos | e
IAl quando comparado ao C (831 + 129um? 446 + 146um? 2092 + 290um>;
respectivamente; p<0.000007), sendo esta, em média, de 60% e 79%

respectivamente, como mostra a figura 16.
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Figura 16. Area de seccdo transversa dos diferentes grupos experimentais

* Diferenca significativa quando comparado ao C; p<0.000007
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5.9 Densidade de area de tecido conjuntivo intramuscular

Observou-se aumento significativo do tecido conjuntivo intramuscular
nos grupos |, IAC e IAl quando comparado ao grupo C (33 £ 3%; 33 £ 1%; 34 +
3%; 17 = 1; respectivamente; p<0.05; Figura 17), sendo este aumento, em média,

de 72%, 54% e 72%, respectivamente, ndo havendo diferenga entre eles.
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Figura 17. Porcentagem de tecido conjuntivo intramuscular nos diferentes grupos
experimentais

* Diferenca significativa quando comparado ao grupo C; p<0.05
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6 Discussao

6.1 Massa corporal e muscular

Apos o periodo experimental observou-se aumento da massa corporal
no grupo controle, o que é justificado pelo crescimento normal do animal, como
era de se esperar. Ja o grupo imobilizado apresentou diminuicdo da massa
corporal de aproximadamente 10%, o que estd de acordo com estudos prévios
que utilizaram o mesmo tipo de ortese e o mesmo periodo de trés semanas de
imobilizagdo (Coutinho et al., 2004; Gomes et al., 2004). Ainda sim, péde-se
observar que com o uso deste tipo de oértese a perda de massa corporal foi
minimizada quando comparado com resultados da literatura, os quais relatam
diminuicdo em torno de 20% na massa corporal de animais imobilizados com
ortese de gesso (Ansved, 1995; Harjola et al., 2000).

Os animais imobilizados e posteriormente submetidos a sessdes de
alongamento também apresentaram diminuicdo da massa corporal. Esta redugao
em todos os grupos imobilizados pode ser atribuida a fatores como menor
ingestao de alimentos devido a limitagdo de movimento e ao estresse provocado
pela imobilizacdo (Ansved, 1995).

Além disso, observou-se redugao da massa corporal significativamente
maior nos grupos imobilizados e submetidos a sessdes de alongamento quando
comparado aos animais somente imobilizados. Acredita-se que esta redugao seja
devido ao estresse sofrido pelo animal com a aplicagao diaria de anestesia para a
realizacao das sessdes de alongamento. Esta hipétese pode ser comprovada pelo

fato dos animais dos grupos somente alongados, que nado foram imobilizados,
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mas foram anestesiados durante os sete dias de alongamento, terem apresentado
ganho de massa corporal significativamente menor do que o grupo controle.

Em relagcdo a massa muscular observou-se diminuicdo nos grupos
submetidos a imobilizacdo, sendo que nao houve diferenca entre o grupo
somente imobilizado com os grupos imobilizados e alongados, mostrando que os
procedimentos de alongamento nao influenciaram a massa muscular. Esses
resultados sdo condizentes com o estudo de Coutinho et al. (2004), que ao
analisarem os efeitos do alongamento de 40 minutos, aplicado a cada trés dias,
durante trés semanas, em musculo encurtado, observaram que o mesmo também
nao foi eficaz para prevenir a reducdo da massa muscular, sendo a mesma de
46%.

Essa diminuicdo de massa muscular ocorrida apds o periodo de
imobilizagao foi causada, provavelmente, pela hipocinesia, o que levou a uma
diminui¢cdo da sintese protéica e maior degradagao de proteinas, o que corrobora
com achados da literatura (Zarzhevsky et al., 1999; Harjola et al., 2000).

Entretanto, existe relato da eficacia do alongamento em prevenir a
perda da massa muscular em musculos imobilizados. Williams (1990) observou
que a aplicagao diaria de alongamento durante 30 minutos, por duas semanas,
em musculo encurtado, levou a redugdo de apenas 9% da massa muscular,
enquanto que os animais apenas imobilizados apresentaram reduc¢ao de 48%.

O presente estudo mostrou ainda que os mesmos procedimentos de
alongamento, continuo e intermitente, aplicados em musculos normais, ndo sao

estimulos eficazes para alterar a massa muscular.
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6.2 Adaptagao de sarcomeros

Sabe-se que a imobilizacdo em posicado de encurtamento induz a perda
do numero de sarcbmeros em série, que pode ser acompanhada,
consequientemente, de redugcdo no comprimento muscular (Tabary et al., 1972;
Williams e Goldspink, 1978; Williams, 1988; Williams, 1990; Coutinho et al., 2004).
No presente estudo, apdés o periodo experimental, observou-se no grupo
imobilizado redugédo de 13% no comprimento muscular e diminuicao de 21% no
numero de sarcomeros em série.

Esses resultados sdo condizentes com relatos da literatura, os quais
mostram redugdo média de 19% do numero de sarcOmeros apds 14 dias de
imobilizagao (Williams, 1990) e de 23 + 15% apds imobilizagao por trés semanas
(Gomes et al., 2004). Além disso, Coutinho et al. (2004) observaram redugao de
19 + 7% no comprimento muscular de animais submetidos a trés semanas de
imobilizagao.

No entanto, tem sido demonstrado que quando o musculo imobilizado
em posicado de encurtamento é submetido a alongamentos periddicos ocorre
redugao na perda do numero de sarcoOmeros ou ainda incremento no numero de
sarcdmeros em série (Williams, 1990).

No presente trabalho ndao foram observadas diferengas significativas
para as variaveis comprimento muscular e numero de sarcbmeros em seérie,
quando comparado os grupos IAC e IAl ao grupo controle. Estes resultados
mostram que os protocolos utilizados, tanto continuo como intermitente, quando
aplicados em musculos encurtados, foram eficazes para retornar o numero de

sarcOmeros em série e comprimento muscular aos valores prévios.
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Além disso, deve-se ressaltar que os grupos IAC e IAl apresentaram
respostas similares na adaptacdo de sarcémeros, ndo havendo diferengas
significativas entre eles. Os resultados encontrados sugerem que a manutencgao
do estimulo de alongamento, ou seja, continuo por um longo periodo ou com
intervalos durante sua aplicagao, nao influencia nas adaptagdes de sarcémero.

Williams (1990) avaliou o efeito de sessbes diarias de alongamento por
14 dias, em musculo encurtado e observou que periodos de 30 minutos de
alongamento foram suficientes para prevenir a perda do numero de sarcémeros,
enquanto que duas horas de aplicagao levaram a aumento de 10% no numero de
sarcOmeros em serie.

No entanto, em estudo realizado por Coutinho et al. (2004) observou-se
que a aplicagao de alongamento por 40 minutos, em musculo encurtado, por 21
dias, trés vezes por semanas nao foi capaz de prevenir a perda de sarcémeros
em série. Diante desses estudos, acredita-se que a frequiéncia e duragdo da
aplicacao do alongamento poderia influenciar a resposta muscular.

Com relagdo aos grupos apenas alongados nao foram observadas
alteragdes no numero de sarcOmeros em serie, comprimento muscular e extensao
do sarcdbmero, quando comparados ao grupo controle, mostrando que o mesmo
procedimento de alongamento, quando aplicado em musculos normais, ndo €
capaz de gerar adaptacdes musculares. Sendo assim, acredita-se que o estimulo
necessario para gerar adaptagdes de sarcOmero seja distinto em musculos
encurtados e normais, ndo submetidos ao encurtamento.

Pouco sabe-se a respeito dos mecanismos que regulam o crescimento

muscular longitudinal. Acredita-se que a adicao de novos sarcémeros ocorra nas
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extremidades da fibra muscular e que a jungcdo miotendinea seja um local chave
para a producao de novos sarcomeros (Dix e Eisenberg, 1990).

Segundo Caiozzo et al. (2002) o musculo esquelético apresenta um
sistema de controle que regula o crescimento longitudinal. De acordo com essa
teoria, para que ocorra adicdo de sarcOmeros em série o0 estimulo de
alongamento deve aumentar a extensdo do sarcoOmero até um determinado
comprimento, conhecido como “set point”. A partir do momento que o “set point” é
atingido o musculo responde adicionando mais sarcémeros. Sugere-se que 0
musculo soéleo de ratos apresenta um “set point” de 2,7um e que s6 apds atingido
este comprimento de sarcémero o musculo responderia com a produgao de novas
unidades funcionais.

Apesar do conhecimento sobre os fatores que regulam o crescimento
longitudinal ser limitado, estudo realizado com alongamento mostrou aumento na
expressdao de isoformas de miosina embrionarias e neonatais durante a
sarcomerogénese. Acredita-se que a regulacdo do crescimento longitudinal
também seja dependente da ativagao de células satélites, mediada por aumento
no IGF-1. Além disso, tem sido relatado aumento na expresséao da ciclina D1, que
consiste em fator chave da divisdo celular (Caiozzo et al., 2002).

Estudos mostram que uma isoforma do oxido nitrico neuronal esta
envolvida na regulagcdo do numero de sarcomeros em série. A oxido nitrico
sintase neuronal esta concentrado na jungdo musculo-tendinea e € regulado
positivamente por um estimulo mecanico, como o alongamento estatico, e
possivelmente age como um mecanotransdutor para a adigdo de sarcoOmeros em
série (Chang et al., 1996). A oxido nitrico sintase neuronal parece influenciar a

sintese de proteinas do citoesqueleto (Bishopric, Javaseka e Webster, 1992) e a
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fusdo de células satélites na extremidade da célula muscular, eventos estes que
ocorrem durante a adicdo de sarcomeros (Williams e Goldspink, 1971).

Segundo Williams e GoldspinK (1978) a diminuicdo do numero de
sarcOmeros em série € acompanhada de um aumento na extensido dos
sarcOmeros restantes, enquanto que um aumento do numero de sarcomeros em
série € acompanhado da reducdo no comprimento dos sarcOmeros. Estas
alteragdes ocorrem com o intuito de ajustar a extensdo dos sarcbmeros para
permitir que o musculo desenvolva maxima tensao no novo comprimento.

Apesar de ter sido observada redugao do numero de sarcbmeros em
série no grupo |, no presente estudo nao foram observadas diferencas
significativas na extensao do sarcébmero de nenhum dos grupos experimentais
com relagcao ao controle. Observou-se apenas um valor médio da extensao do
sarcébmero maior no grupo | quando comparado aos grupos apenas alongados,
sendo, em média, de 3.1 para o grupo |, 2.6 para o GAC e 2.4 para o GAIl. Este
resultado pode sugerir que o0s grupos estejam passando por adaptagdes

musculares.

6.3 Area de seccgio transversa

Ap6s o periodo de imobilizagao observou-se redugao média de 60% da
area de seccéao transversa das fibras musculares no grupo imobilizado quando
comparado ao grupo controle. Este resultado esta de acordo com os achados da
literatura que relatam atrofia muscular apos periodos de imobilizagdo em posi¢cao
encurtada (Coutinho et al., 2004; Gomes et al., 2004; Mattiello-Sverzut, 2006;

Gomes et al., 2007). Sabe-se que o processo de atrofia constitui uma resposta do
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tecido muscular em situagdes de tensdo e/ou carga mecanica reduzida, na
tentativa de manter um funcionamento eficiente e ajustado as novas exigéncias
funcionais (Edgerton et al., 2002).

Trata-se de um processo altamente ordenado e regulado (Cros et al.,
1999) com inumeras alteragcbes metabdlicas, bioquimicas e estruturais que
repercutem na funcionalidade dos musculos afetados (Appell, 1990). Dentre as
mudangas que acompanham a atrofia tém-se modificagcdes celulares, como
degradagao de endotélio (Oki et al., 1995), redugdo do numero de mitocdndrias
(Mujika e Padilla, 2001), acumulo de tecido conjuntivo (Williams et al., 1988),
diminuicdo na densidade capilar (Hudson e Franklin, 2003), reducdo de
mionucleos (Smith et al., 2000), alteragdes do tipo de fibra (Booth, 1982), reducao
de proteinas contrateis, aumento da fadiga (Edgerton et al., 2002) e diminuicdo da
forga muscular (Cohen et al., 1999).

Com relagao aos grupos imobilizados e submetidos a sessdes de
alongamento, apenas o grupo intermitente apresentou redugao da area de secgao
transversa, sendo a mesma de 79% em relagéo ao grupo controle. Sendo assim,
observa-se que somente o protocolo de alongamento continuo foi eficaz para
reverter a atrofia muscular causada pelas duas semanas de imobilizacao,
sugerindo que a duragdo da tensdo muscular pode ser fator importante no
mecanismo de hipertrofia muscular.

Coutinho et al. (2004), avaliaram o efeito de 40 minutos de
alongamento continuo, aplicado a cada trés dias em musculo encurtado, por um
periodo de trés semanas e observaram que o grupo somente imobilizado
apresentou reducao de 37 = 31% na AST, enquanto que o grupo imobilizado e

alongado apresentou reducao de apenas 22 + 40%. Os resultados encontrados
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mostraram que o procedimento aplicado ndo retornou a AST aos valores iniciais,
porém, foi eficaz para reduzir a atrofia muscular.

Em estudo semelhante realizado por Gomes et al. (2004), os autores
avaliaram a resposta muscular a protocolo de alongamento continuo com duragao
de 40 minutos, por um periodo de trés semanas, porém, com aplicagdo do
alongamento apenas uma vez por semana. Os autores observaram que o
protocolo utilizado também nao foi eficaz para retornar a AST a seus valores
iniciais, porém, reduziu a atrofia muscular.

Ao comparar os resultados encontrados no presente estudo com os
resultados encontrados por Coutinho et al. (2004) e Gomes et al. (2004) pode-se
dizer que o protocolo continuo utilizado neste estudo mostrou-se melhor ja que foi
eficaz nao somente para reduzir a atrofia muscular mas também retornar a AST a
seus valores iniciais. No entanto, deve-se ressaltar que os trabalhos citados
realizaram a aplicagdo do alongamento desde o primeiro dia de imobilizagao
enquanto que o presente estudo so iniciou a aplicacdo do alongamento apds duas
semanas de imobilizagdo, e como ja citado, a condi¢gdo prévia do musculo pode
influenciar a resposta muscular.

A manutencdo da capacidade funcional e da massa muscular é
controlada por um balango entre as vias de sintese e de degradacao protéica
(Bodine et al., 2001). Sabe-se que o crescimento muscular radial envolve
aumento na sintese de proteinas e na transcricdo de genes especificos, e esta
relacionado com a quantidade de tensdo desenvolvida, a qual estimula a
producdo de MGF, Mechanical Growth Factor. (Lowe, Lund e Alway, 1998).

Acredita-se que o protocolo de alongamento continuo utilizado neste trabalho
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tenha gerado niveis de tensao superiores ao intermitente e por este motivo tenha
desencadeado uma resposta hipertrofica, enquanto que o intermitente nao.

Yang et al (1997) mostraram que o alongamento por meio da
imobilizagdo em posi¢cao alongada induziu um aumento na expressao do IGF -1
RNAmM em cada fibra muscular, além de um aumento na porcentagem de fibras
expressando miosina neonatal. Os autores sugerem que a expressao de IGF-1
esta relacionado com a hipertrofia e com uma adaptacado do fendétipo muscular
causada pelo alongamento e sobrecarga.

Estudos mostram que o alongamento é eficaz para aumentar a
expressdao génica da myoD, fator regulatério miogénico, sugerindo que este
estimulo esteja relacionado com a hipertrofia.

Com relagdo aos grupos apenas alongados nao foram observadas
alteragdes significativas na area de seccdo transversa quando comparado ao
grupo controle mostrando que os protocolos aplicados, tanto continuo como
intermitente, nao foram eficazes para gerar hipertrofia muscular.

Entretanto, em estudo realizado por Coutinho et al. (2004) com o intuito
de analisar a resposta do musculo normal, ndo submetido a imobilizagédo, a
sessodes de alongamento continuo por 40 minutos, por um periodo de 21 dias, trés
vezes por semana, observou-se aumento significativo na area de secgao
transversa. O resultado encontrado pelos autores mostrou o efeito hipertréfico do
alongamento mesmo em musculos normais.

No entanto, deve-se ressaltar que o estudo citado apresenta relevantes
diferencas metodolégicas quando comparado ao presente estudo, como numero e

freqiéncia de aplicacdo de alongamento. Acredita-se que a tensao gerada pelos



62

protocolos aplicados neste estudo nao foram estimulos eficazes para permitir
adaptagcao em musculos normais.

Sabe-se que um minimo periodo de tempo é necessario para que a
tensdo mantida inicie o processo adaptativo. Apesar do alongamento continuo
aplicado neste trabalho gerar aumento da area de secgao transversa em musculo
encurtado, ndo foram observadas alteragdes significativas nos musculos normais
submetidos a mesmo protocolo, 0 que sugere também que a condi¢gao prévia do

musculo influencia a resposta muscular.

6.4 Densidade de area de tecido conjuntivo intramuscular

Apos o periodo experimental observou-se aumento meédio da
densidade de tecido conjuntivo intramuscular de 72% no grupo imobilizado,
quando comparado ao grupo controle. Este resultado esta de acordo com os
achados da literatura que mostram aumentos significativos na densidade de
tecido conjuntivo, principalmente perimisio e endomisio, logo nos estagios iniciais
de imobilizagcao (Williams e Goldspink, 1984; Williams, 1988).

No entanto, estudos mostram que a atividade contratil e 0 alongamento
passivo sdo estimulos capazes de prevenir 0 acumulo de tecido conjuntivo apos
periodos de imobilizagdo em posicdo de encurtamento. Williams e Goldspink
(1988) avaliaram a densidade do tecido conjuntivo intramuscular apés periodo de
sete dias de imobilizacdo e imobilizagdo associada a eletroestimulacédo e
observaram que a estimulacao foi capaz de prevenir o aumento da densidade de
tecido conjuntivo, mostrando a importancia da atividade contratil para manutengao

desta variavel.
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Williams (1988) ao analisar o efeito das sessdes de alongamento de 15
minutos, aplicados por um periodo de dez dias, a cada dois dias, em musculo
imobilizado em posi¢cao de encurtamento, também observou que o mesmo foi
capaz de prevenir o aumento da densidade de tecido conjuntivo.

Entretanto, no presente trabalho o tratamento por meio de
alongamento, tanto continuo como intermitente, ndo foi eficaz para impedir ou
reverter o aumento da densidade de tecido conjuntivo provocado pela
imobilizagdo. No entanto, os estudos citados empregaram diferentes
metodologias para quantificar a densidade de tecido conjuntivo, o que pode ter
levado a resultados distintos entre os estudos.

Importante também considerar que a influéncia do alongamento para a
extensibilidade muscular deve-se ndo apenas a quantidade de tecido conjuntivo,
mas também a qualidade deste tecido, e o presente estudo nao avaliou variaveis
como arranjo, distribuicédo e tipo de colageno.

O colageno consiste em uma das principais proteinas do tecido
conjuntivo intramuscular e sua elasticidade depende da quantidade, tipo, numero
de ligacbes cruzadas e arranjo de suas fibras (Borg e Caulfield, 1980; Rowe,
1981; Ahtikoski et al., 2003). Sua fungdo no musculo consiste no suporte do
tecido, além de receber forcas mecéanicas e as distribuir durante a contragao
muscular (Mayne e Sanderson, 1985).

Sabe-se que existem diferentes tipos de colageno, sendo que as
principais formas apresentadas no musculo esquelético sdo o |, lll, IV e V (Mayne,
1982). Relata-se que no musculo esquelético tém-se principalmente os colagenos
tipo I e Il localizado no epimisio, perimisio e endomisio, enquanto que o tipo IV,

esta presente na membrana basal (Light e Champion, 1984).
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Em estudo realizado por Jarvinen et al. (2002) observou-se no epimisio
principalmente colageno do tipo | e pequena quantidade do tipo Ill, no perimisio
quantidade equivalente de colageno do tipo | e lll, enquanto que o endomisio
apresentou maior quantidade de colageno tipo Ill. Apds periodo de trés semanas
de imobilizacdo em posigao encurtada observou-se que a quantidade de colageno
no epimisio nao foi alterada, enquanto que no perimisio e endomisio observou-se
aumento do colageno tipo lll.

No mesmo estudo de Jarvinen et al. (2002) avaliaram a orientacdo das
fibras colagenas em musculo normal e imobilizado. De maneira geral, foram
observadas no musculo normal fibras que correm em trés direcbes, sendo:
longitudinal, perpendicular (conectando fibras musculares adjacentes) e que
correm ao redor de capilares e nervos intramusculares. Apods periodo de
imobilizagdo observou-se que essas fibras aumentam em numero e didmetro, e a
rede como um todo se torna mais densa e desorganizada, néao sendo possivel,
algumas vezes, distinguir as diferentes orientagoes.

Han et al., (1999) e Ahtikoski et al. (2001) observaram diminuicao de
colageno tipo | e lll apds periodo de imobilizagdo. Da mesma forma, Ahtikoski et
al. (2003) observaram degradacgao no colageno tipo IV logo nos primeiros dias de
imobilizagao.

Com relagdo aos grupos apenas submetidos a sessbes de
alongamento nao foram observadas alteragdes significativas quando comparados
ao grupo controle. Estudo realizado com imobilizagdo em posi¢cao de alongamento
mostra resultado semelhante, ndo havendo alteracdo na densidade de tecido
conjuntivo apés periodo de imobilizagao nesta posicao (Williams e Goldspink,

1984).
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Acredita-se, portanto, que ndo € a imobilizagdo em si que provoca o
aumento na densidade de tecido conjuntivo, mas sim a posi¢ao que o musculo é
imobilizado. Segundo Tabary et al., (1972) o aumento de tecido conjuntivo no
musculo imobilizado em posi¢cao de encurtamento tem como objetivo prevenir um
estiramento ou alongamento excessivo, € 0 musculo imobilizado em posigao
alongada nao € susceptivel ao estiramento, uma vez que ja se encontra em

posi¢ao de grande alongamento.

6.5 Amplitude de movimento

No primeiro dia de experimento todos 0s grupos experimentais
apresentaram amplitude de movimento similar, nao havendo diferenga
significativa entre eles, o que é justificado por se tratar de amostra homogénea
com animais de mesma idade.

Apos o periodo de imobilizagdo observou-se redugdo media na
amplitude de movimento do grupo imobilizado de 48%, quando comparado ao
grupo controle. Trabalhos prévios mostram que a imobilizagdo na posicao de
encurtamento resulta em diminuicdo da amplitude de movimento articular. Em
estudo realizado por Williams (1988) observou-se redu¢cao média de 42% na ADM
de animais imobilizados por dez dias. Okita et al. (2004) observaram reducgao de
22% na ADM apdés uma semana de imobilizagéo e de 32% apds duas semanas.

Sabe-se que a imobilizagdo em posicdo de encurtamento leva, dentre
outras alteragdes, a diminuicdo do numero de sarcOmeros em série, aumento na
densidade de tecido conjuntivo intramuscular e alteragdes articulares, fatores

estes, que influenciam a amplitude de movimento (Tabary et al., 1972; Williams e
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Goldspink, 1984; Renner et al., 2006). No presente trabalho, foi observada
diminuicdo no numero de sarcOmeros em serie e aumento na densidade de tecido
conjuntivo nos grupos imobilizados, o que justifica a diminuicdo da amplitude de
movimento neste grupo.

Diversos trabalhos suportam a utilizagdo do alongamento com o intuito
de prevenir ou reverter os efeitos causados na amplitude de movimento pela
imobilizagdo em posigao de encurtamento. Williams (1988) observou que animais
imobilizados por 10 dias e alongados a cada dois dias, por 15 minutos retornaram
seu valor de amplitude normal ao final do experimento. Em outro trabalho,
Williams (1990) mostrou que o alongamento diario, aplicado durante 2 semanas,
por 30 minutos, no musculo encurtado foi eficaz na manutengcdo da amplitude
normal do tornozelo.

Entretanto, no presente trabalho, os animais submetidos a imobilizagao
e posteriormente ao alongamento apresentaram reducdo na amplitude de
movimento quando comparados ao grupo controle, sendo esta reducao de 37%
para o grupo IAC e de 50% para o IAl. Apesar dos protocolos de alongamento,
continuo e intermitente, mostrarem-se eficazes na manutencdo do numero de
sarcOmeros em seérie, ambos 0s grupos apresentaram aumento da densidade de
tecido conjuntivo intramuscular, o que pode justificar a diminuigdo na amplitude de
movimento nesses animais.

Além disso, deve-se considerar que os trabalhos de Williams (1988) e
Williams (1990) utilizaram periodos menores de imobilizacdo, 10 e 14 dias,
enquanto que no presente estudo o sdéleo foi mantido em posicdo de
encurtamento por trés semanas. Outra diferenga observada é que nos trabalhos

citados o alongamento foi iniciado concomitante a imobilizagdo e durante todo
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periodo de sua aplicagado, enquanto que no presente estudo as sessdes foram
iniciadas apos 14 dias de imobilizagdo, podendo o animal apresentar
encurtamento mais significativo, e realizadas apenas por uma semana, podendo
este periodo insuficiente para levar a aumento da ADM.

Com relagdo aos grupos apenas submetidos a sessbes de
alongamento, ndo foram observadas alteragdes significativas na amplitude de
movimento quando comparado ao grupo controle. Deve-se ressaltar que nestes
grupos experimentais também nao foram observadas alteragdes no numero de
sarcOmeros em série e na densidade de tecido conjuntivo.

Entretanto, a avaliacdo intragrupo mostrou que todos os grupos
experimentais apresentaram alteragdo significativa quando comparado seus
valores iniciais e finais, sendo demonstrado aumento para os grupos C, AC e Al, e
diminuicao para os grupos |, IAC e IAl

O aumento na amplitude de movimento no grupo controle pode ter sido
causado pelo aumento da massa corporal, uma vez que os roedores permanecem
constantemente em posicdo de grande dorsiflexdo, e 0 aumento da massa
corporal impde maior carga sobre essa posi¢cdo, agindo como estimulo de
alongamento.

No entanto, apesar de nao terem sido observadas diferencas entre os
grupos controle e apenas alongados, observa-se que o aumento da amplitude de
movimento nos grupos alongados apresenta valores médios maiores, sendo de 6
1 5% para o grupo C, 14 £ 6% para o AC e 18 + 6% para o Al, o que poderia ser
justificado pela aplicacao diaria de alongamento durante sete dias consecutivos.

Mesmo nao havendo alteragcdes significativas no numero de

sarcOmeros em série e densidade de area de tecido conjuntivo nos grupos
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apenas alongados, a aplicagdo dos protocolos poderia resultar em maior
amplitude de movimento devido a aumento na tolerancia ao alongamento ou até
mesmo alteragdes qualitativas de tecido conjuntivo, fatores esses que influenciam
a amplitude de movimento.

Ao analisarmos a variacdo da amplitude de movimento durante a
aplicacao do alongamento (figura 12) observa-se que o comportamento da ADM
dos grupos AC e Al durante o periodo experimental foi similar, apresentando
valores proximos entre eles, ndo demonstrando grandes alteragcbes na resposta
da ADM entre os protocolos continuo e intermitente. Da mesma forma, os grupos
IAC e IAl também apresentaram comportamento semelhante, isto &, ambos
mostraram redugdo da ADM apds a imobilizagdo, que se manteve diminuida
durante todo o periodo de aplicacdo do alongamento. No entanto, o grupo IAl
apresentou valores médios menores que o IAC, sugerindo que possa existir
adaptacao distinta quando o musculo encurtado é submetido a protocolos de

alongamento continuo e intermitente.

6.6 Protocolo experimental

Diversos fatores contribuiram para a utilizagdo do musculo séleo neste
experimento. Dentre eles pode-se citar sua estrutura relativamente simples,
fusiforme, com fibras que correm de tendao a tendao, apresentando dessa forma
todos os tipos de fibra no seu ventre muscular (Williams e Goldspink, 1971), o que
garante que a mensuragcdo da area de secgao transversa ndo tenha sido

especifica para um determinado tipo de fibra muscular.
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Outra questdo importante é o fato de se tratar de um musculo
antigravitacional, com predominio de fibras lentas e, sendo assim, apresentar
perda de massa muscular mais acentuada quando submetido a imobilizagao
(Caiozzo et al.,, 1996). Além disso, o s6leo € um musculo uniarticular, o que
previne problemas biomecanicos da aplicacdo do alongamento; apresenta menor
variagdo do numero de sarcdmeros por fibra quando comparado a outros
musculos de animais da mesma idade; além de ser constantemente utilizado em
estudos com o intuito de avaliar os efeitos da imobilizagado e alongamento, o que
facilita a comparagcdo dos resultados obtidos (Wiliams e Goldspink, 1976;
Williams, 1988, Okita et al., 2001; Gomes et al., 2004; Mattiello-Sverzut et al.,
2006; Gomes et al., 2007).

Com relacao a idade dos animais, optou-se pelo uso de ratos adultos
uma vez que neste periodo o processo de desenvolvimento muscular ja terminou,
sendo que com oito semanas de vida a adicdo do numero de sarcémeros do
s6leo de ratos ja esta completa (Williams e Goldspink, 1978). Além disso, sabe-se
que animais jovens podem apresentar adaptagdes de tenddo, além de tecido
muscular, quando submetidos a protocolos de alongamento (Tardieu et al., 1977;
Alnageeb, Zaid e Goldspink, 1984)

Ja a utilizagdo de um grupo controle, e ndo do membro contralateral
como referéncia, deve-se ao fato de estudos prévios (Yang et al., 1997; Coutinho
et al.,, 2004) mostrarem sinais de lesdo e regeneracdo nos musculos
contralaterais a imobilizagdo, devido a uso excessivo e compensatério. Esses
resultados permitiram aos autores concluir que o0 membro contralateral ndo pode

ser considerado um controle apropriado.
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O modelo de ortese utilizado mostrou-se eficiente para os obijetivos
desejados. Optou-se por sua utilizacao por se tratar de um recurso barato, de facil
manuseio e que permite o ajuste ao animal sempre que necessario. Estudo prévio
mostrou que quando comparado ao modelo tradicional de imobilizagéo, gesso, 0
modelo utilizado neste estudo apresenta menor perda de peso corporal, menor
incidéncia de edema e ulceras cutaneas, além de custo reduzido (Coutinho et al.,
2002).

Com relacdo ao tempo de imobilizagao utilizado, estudos realizados
com o intuito de analisar os efeitos da imobilizagdo no musculo esquelético
mostraram que a imobilizagdo em posicao de encurtamento por apenas dois dias
ja é capaz de gerar alteragdes na forgca e massa muscular (Williams e Goldspink,
1971).

Williams e Goldspink (1984) observaram reducdo do numero de
sarcOmeros em série e proliferacdo de tecido conjuntivo desorganizado apds
imobilizagcdo durante duas semanas. No entanto, optou-se por utilizar trés
semanas de imobilizacdo uma vez que trabalhos realizados pelo mesmo periodo
de imobilizacdo em posi¢cao encurtada mostraram redugdo do peso muscular e
corporal, do numero de sarcbmeros em série e da area de secgao transversa
(Coutinho et al., 2004; Gomes et al., 2004).

A maioria dos estudos realizados para avaliar os efeitos do
alongamento no musculo esquelético tem como objetivo prevenir as
consequéncias deletérias da imobilizacao (Williams, 1988; Williams et al., 1988;
Williams, 1990; Coutinho et al., 2004; Mattiello-Sverzut et al., 2006; Gomes et al.,
2007). Sendo assim, as sessdes de alongamento tiveram inicio logo apds o

animal ser submetido a imobilizagc&do, algumas horas ou poucos dias depois. No
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presente trabalho, buscou-se analisar o efeito da aplicagdo do alongamento
depois de duas semanas da imobilizagdo, tendo como finalidade avaliar se o
alongamento seria capaz de interferir positivamente mesmo depois que as
adaptag¢des musculares decorrentes da imobilizacao ja estivessem estabelecidas.

O protocolo de alongamento aplicado neste estudo apresentou, pelo
menos, duas limitagdes: a ndo mensuracgao da for¢ca de aplicagao de alongamento
e a auséncia do referencial de dor.

Sabe-se que a quantidade de forga imposta no alongamento influencia
a resposta muscular, uma vez que o musculo consiste em tecido viscoelastico e a
quantidade de deformacédo depende, nao somente, do tempo como também da
forga aplicada (Deyne, 2001). No entanto, para que a variagado da aplicagao da
forca fosse minimizada, respeitou-se sempre a resisténcia tecidual de cada
animal. Uma vez atingida esta resisténcia, o alongamento era mantido e
aumentado progressivamente sempre que houvesse diminuigdo do estresse
viscoelastico.

Deve-se considerar que na pratica clinica a maioria dos alongamentos
sdo realizados manualmente e, portanto a aplicagdo da forgca também nao é
mensurada. Além disso, estudo prévio que utilizou protocolo intermitente também
refere uso da resisténcia manual (Mattiello-Sverzut et al., 2006).

A segunda limitagdo consistiu na auséncia do referencial de dor, que é
fator importante para indicar a amplitude de movimento maxima a ser trabalhada
durante as sessdes de alongamento, sem que haja estresse excessivo para a
unidade musculo-tendinea. Sabe-se que na pratica clinica a dor € um dos

principais fatores que determinam a amplitude de movimento a qual a articulagéo
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sera posicionada. No presente estudo determinou-se o grau de amplitude que o
tornozelo do animal seria posicionado apenas por meio da resisténcia do tecido.

Outro fator que poderia influenciar na resposta muscular é a velocidade
com que o movimento foi realizado até que se atingisse a maxima dorsiflexdo. O
alongamento estatico pode ser dividido em duas fases principais: uma em que o
musculo esta aumentando o seu comprimento, conhecida como fase dinémica, e
outra na qual ele permanece estatico com seu comprimento aumentado,
conhecida como fase estatica (Magnusson, Aagaard e Nielson, 2000). Estudos
pilotos realizados em nosso laboratério mostraram que o tempo de 5 segundos
era suficiente para a fase dindmica, sendo, portanto, o tempo estipulado para a
realizagao do estudo.

Embora existam diferencas entre os musculos de humanos e roedores,
acredita-se que os resultados obtidos em experimentos com roedores possam
trazer novas informacgdes sobre a adaptagcdao muscular apds sessdes periddicas

de alongamento, fornecendo subsidios para a aplicagao clinica.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que a aplicagcdo dos procedimentos de alongamento
utilizados no estudo séo estimulos eficazes para gerar adaptagdes musculares e
que os diferentes protocolos, continuo e intermitente, promovem adaptacdes
musculares semelhantes para a maioria das variaveis, podendo ambos serem

indicados na pratica clinica.
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