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RESUMO

A imobilizagdo articular é um procedimento terapéutico comum na pratica
clinica e suas implicagbes musculoesqueléticas, como a hipotrofia muscular, é
conhecida. O exercicio fisico regular atua de forma sistémica nos individuos,
sendo que, caracteristicas mecéanicas e estruturais do musculo esquelético sédo
preservadas em longo prazo apés periodo de treinamento fisico. O objetivo do
estudo foi verificar a eficacia do exercicio de natacdo previamente a imobilizacédo
no processo de recuperacdo morfolégica dos musculos gastrocnémio fibras
brancas e soleo. Trinta ratas da linhagem Wistar, com oito meses de idade, foram
divididas aleatoriamente em seis grupos experimentais: sedentéarias (S), mantidas
nas gaiolas; sedentarias imobilizadas (Sl), mantidas na gaiola por quatro meses e
posteriormente imobilizadas por cinco dias; sedentarias imobilizadas/recuperadas
(SIR), mantidas nas gaiolas por quatro meses, imobilizadas por cinco dias e
recuperadas através da natacdo; treinadas (T), submetidas ao exercicio de
natacdo (treinamento aerébico) por um periodo de quatro meses; treinadas
imobilizadas (TI), ap0s quatro meses de treinamento foram imobilizadas por cinco
dias; e treinadas imobilizadas/recuperadas (TIR), apds quatro meses de
treinamento, foram imobilizadas por cinco dias e recuperadas através da natacao.
O treinamento prévio foi realizado trés vezes por semana, com duracdo de 60
minutos, sem incremento de carga. Para a remobilizacdo o treinamento foi
realizado cinco vezes por semana, durante 14 dias. A analise da recuperacéo
muscular foi realizada pela Microscopia de Luz e Immunoblotting. Os testes
ANOVA One-Way seguido de Tukey e Test T de Student foram utilizados aos
dados paramétricos, o teste Kruskal-Wallis e Wilcoxon aos dados néao
paramétricos. Para o tamanho do efeito foi utilizado o g de Hedges. A massa
corporal foi menor nos grupos remobilizados; o peso dos musculos diferiu
estatisticamente apenas no soleo, entre S e T. O grupo T apresentou maior
consumo de racdo. A andlise histologica demonstrou que no musculo
gastrocnémio branco (GB) a porcentagem de tecido conjuntivo (TC) foi
significativamente maior para o grupo TIR quando comparado ao SIR; houve
reducdo significativamente estatistica na area de seccdo transversa (AST) no
grupo Sl e TI, sem recuperacdo apos remobilizacdo. No musculo séleo (SOL)
houve aumento na porcentagem de TC no grupo Tl e TIR quando comparado ao
T; o valor de TIR foi maior que SIR; ndo foram observadas alteragcdes na AST no
grupo Tl quando comparado ao T, e o grupo TIR apresentou AST maior que SIR.
Na analise molecular o conteudo de TGF-B1 dos grupos no musculo GB foi maior
em S; no masculo SOL, maior nos grupos Sl e TIR. A quantificacdo do glicogénio
muscular ndo demonstrou alteracdes para o musculo GB e no SOL observou-se
aumento em Tl e TIR comparado ao T, e em TIR quando comparado ao SIR. A
medida de Hedges’ g apresentou efeito moderado e grande destacando o efeito
do treinamento. As respostas ao treinamento prévio foram mais evidentes no
sbleo, mostrando-se eficaz na prevencdo da hipotrofia nas fibras tipo | em ratas
adultas, O conteudo de TGF-B1 e glicogénio muscular indicam a capacidade
adaptativa do musculo esquelético no treinamento proposto.

Palavras-Chave: musculo esquelético, imobilizagdo, natacdo, recuperacao
muscular



ABSTRACT

The joint immobilization is a common therapeutic procedure in clinical practice and
its musculoskeletal implications, such as muscular hypertrophy, are known.
Regular exercise acts systemically in individuals, thus, structural characteristics
are kept in the long term after physical training. The aim of this study was to verify
the effectiveness of the swimming exercise prior to immobilization on the
morphological recovery process of gastrocnemius white fibers and soleus
muscles. 30 Wistar female rats were used, at eight months of age, the animals
were randomly divided into six experimental groups: sedentary (S), kept in their
cages; immobilized sedentary (IS) kept in their cages for four months and
immobilized for five days later; immobilized sedentary/ recovered (ISR), kept in
their cages for four months, immobilized for five days and recovered through
swimming exercise; trained (T), the rats were subjected to swimming
exercise(cardio training) for a period of four months; trained immobilized (TI) after
the period of four months of training, they were immobilized for five days; and
trained immobilized / recovered (TIR), after a period of four months of training,
they were immobilized for five days and recovered through the exercise of
swimming. The prior training and swimming remobilization were performed in a
rectangular aquarium, measuring one meter long and 45 cm height, three times
per week, lasting 60 minutes without load increase. The analysis of muscle
recovery was performed by light microscopy and immunoblotting. The one-way
ANOVA test followed by Tukey Test and T-Student were used for data with normal
distribution, in the non-normally distributed data, we used the Kruskal-Wallis and
Wilcoxon tests. For effect size it was used the g of Hedges. The body mass
showed to be smaller in the remobilized groups. The muscle weight differed
statistically only in the soleus muscles, between S and T. The T group had higher
food intake. Histologic analysis showed that in the gastrocnemius white muscle
(GW) the percentage of connective tissue was significantly higher for the TIR
group compared to the ISR; there was statistically significant reduction in cross-
sectional area (CSA) in the IS and TI groups, without recovery after remobilization,
In the soleus muscle (SOL) there was an increase in the percentage of connective
tissue in Tl and TIR when compared to T; the TIR was higher than ISR; no
changes in CSA were observed in the Tl group, and the TIR showed to be
significantly higher than SIR, No changes were observed in CSA of the TI group,
and the TIR group showed higher CSA than the ISR, At the molecular analysis,
the content of TGF-B1 in the muscle groups of GW showed to be higher in S, as
for the SOL muscle, higher in groups Sl and TIR. Quantitation of muscle glycogen
showed no changes for GW muscle; and at the SOL it was observed an increase
in TI and TIR compared to the ISR. The hedges’ g measurement showed
moderate and large effect highlighting the effectiveness of the training. The
responses to the prior training were more evident in the soleus muscles, showing
to be efficient at preventing hypertrophy in Type | fibers in adult rats. The content
of TGF-B1 and muscle glycogen demonstrate the adaptive capacity of the skeletal
muscle at the proposed training.

Keywords: skeletal muscle, immobilization, swimming, muscle recovery
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1. INTRODUCAO

Dentre os tecidos biol6gicos do corpo humano, o musculo esquelético
possui propriedades importantes de adaptacbes as diferentes demandas
funcionais, com rica capacidade intrinseca de alterar suas caracteristicas por
meio de modificagcbes em suas estruturas celulares (Michael, 2000; Capitanio et
al., 2006). Segundo Santos-Junior et al. (2010) a plasticidade funcional muscular
€ caracterizada pela capacidade de se adaptar a um determinado estimulo.
Assim, os exercicios fisicos, bem como, o desuso muscular, sdo estimulos
diferentes capazes de gerar alteracdes importantes ao tecido muscular.

O desuso muscular ocorre em resposta as diversas situacdes no processo
de reabilitacéo clinica, como na imobilizacdo articular, procedimento terapéutico
frequentemente adotado em condi¢des patoldgicas, ortopédicas e traumatologicas
(Kannus et al., 1998; Lima et al., 2007; Chingui et al., 2008). Estudos indicam que
apos 48 horas de imobilizacdo o muasculo esquelético ja desenvolve atrofia
(Carvalho et al., 2009; Kodama et al., 2012) e que, a partir do quarto dia de
imobilizacdo, perdas estruturais sdo facilmente notaveis (Booth, 1977; Appel,
1986b; Vazeille e Codran, 2008).

Lima et al. (2007) avaliaram as caracteristicas morfométricas e mecanicas
do masculo séleo e gastrocnémio de ratos submetidos a imobilizacdo pelo
periodo equivalente a sete dias. Os dados permitiram concluir que o periodo de
imobilizacdo proposto foi capaz de produzir adaptacbes nos sarcOmeros, bem
como, alteracdes relevantes na morfologia e na mecéanica dos musculos
avaliados.

Além da atrofia/hipotrofia, outros efeitos deletérios, como a proliferagdo do

tecido conjuntivo (TC) intramuscular, perda de extensibilidade, menor resisténcia
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de ligamentos e tenddes, a reducdo em tamanho e numero de mitocondrias,
reducdo das reservas de glicogénio, da sintese proteica, da densidade dos
capilares, dos sarcbmeros em série e da forca muscular sdo notados apos a
imobilizagao articular (Kannus et al., 1992; Lima et al., 2007; Chingui et al., 2008).
A reducdo da sintese proteica e o consequente aumento na degradacdo de
proteinas musculares favorecem o processo de atrofia (Wall, Dirks e Van Loon,
2013), relatos indicam que seis horas apés o inicio da imobilizacédo essa reducao
ja representa 37% (Williams et al., 1988; Kodama et al,, 2012).

E conhecido que as fibras musculares do musculo estriado esquelético
podem ser representadas em trés principais grupos: as fibras de contracéo lenta,
oxidativa, classificadas como fibras vermelhas, tipo I; as fibras de contracdo
intermediaria, glicolitica e oxidativa, classificadas como fibras brancas, tipo Il1A e
as fibras de contracdo rapida, glicolitica, classificadas como fibras brancas, tipo
[IB (Berne, Levy e Koeppen, 2004; Minamoto, 2005).

Ambas as fibras musculares, rapidas e lentas, estdo vulneraveis a
mudancas em seu trofismo. Entretanto, ha divergéncias na literatura com relacao
ao comportamento dessas fibras mediante a imobilizacdo, evidenciando-se
diferentes graus de susceptibilidade a hipotrofia (Nascimento et al., 2008).

Jaffe, Terry e Spiro (1978) evidenciaram que as fibras musculares brancas
(tipo 1) sdo as mais comprometidas durante a imobilizacdo. Em contrapartida,
estudos mais recentes, como o0 de Tanaka, Kariya e Hoshino (2004) observaram
gue fibras lentas oxidativas (tipo 1) sentem de forma mais deletéria os efeitos do
desuso, corroborando com os resultados de Lima et al. (2007) que ao comparar
os dados das fibras de contracdo lenta e rapida apés a imobilizacdo, destacam

gue os efeitos deletérios sédo mais nitidos nas fibras de contracéo lenta.
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Dessa forma, achados consensuais na literatura no que diz respeito ao
comportamento do tipo de fibra muscular mediante a imobilizagéo salientam que
as fibras tipo I, ou seja, as fibras lentas sdo mais vulneraveis a hipotrofia, em
virtude do perfil metabdlico oxidativo e de suas caracteristicas antigravitacionais
de musculos posturais ou ténicos (Lieber, 2002; Minamoto, 2005).

O processo de hipotrofia poderd depender, ainda, do posicionamento
muscular na imobilizacdo articular. Estudos destacam que a imobilizacdo em
posicao encurtada predispde a redu¢do no numero de sarcOmeros em seéries e
rapida atrofia (Appell, 1986b; Kim, Kwon e Kim M, 2007); em posi¢cao alongada,
favorece o aumento nas unidades de sarcomeros em séries (Volpi et al., 2008), e,
por outro lado, em posicdo neutra observa-se atrofia moderada ou ausente e
maior depdsito de TC (Jarvinen, Einola e Virtanen 1992; Volpi et al., 2008).

Outra situacao, de etiologia temporal, que predispde o masculo esquelético
a modificacdes estruturais é o processo de envelhecimento. Pedrinelli, Garcez-
Leme e Nobre (2009) em um artigo de revisdo da literatura relatam que aos 30
anos de idade, mesmo em individuos atletas, a perda da massa muscular é
iniciada, com crescente aumento por volta dos 50 anos.

No processo de envelhecimento, € comumente observada a diminui¢cdo da
forca e massa muscular e também a mudanca na tipagem de fibras musculares
em direcdo ao tipo | (Lieber, 2002; Minamoto, 2005; Bar-Shaiet al., 2008). Nesse
sentido, varios fatores sdo apontados como contribuintes para a reducéo da forca,
massa muscular e o predominio de fibras lentas no tecido envelhecido. Dentre
eles, destacam-se 0 aumento no estresse oxidativo (Bar-Shaiet al., 2008;

Johnston, De Lisio e Parise, 2008) e a reducgédo progressiva de atividades que
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exijam forga muscular, que contribui para o decréscimo das unidades motoras de
fibras rapidas, tipo Il (Minamoto, 2005).

Além disso, o declinio no numero de motoneurénios alfa que ocorre
durante esse processo, com consequente reducdo na quantidade de unidades
motoras disponiveis, implica em uma inervacdo inadequada da musculatura,
principalmente para as fibras tipo Il. Embora possa haver a reinervacao por
neurdnios motores subjacentes, as alteracdes advindas desse fato resultam,
geralmente, em atrofia seletiva das fibras musculares, contribuindo para a
diminuicdo da area de seccao transversa (AST) do musculo esquelético estriado
(Davini e Nunes, 2003; Degens, 2007).

Nilwik et al. (2013) em estudo realizado com humanos avaliaram, por meio
de bidpsia e técnica de imunohistoquimica, se as diferencas na AST do musculo
guadriceps entre homens jovens (231 anos) e idosos (71+1 anos) séao atribuidas
ao tamanho da fibra muscular. Foram realizadas medidas iniciais e ap0s seis
meses de treinamento resistido, realizado trés vezes na semana. Os resultados
demonstraram que AST foi 14% menor e o tamanho da fibra muscular tipo Il foi
29% menor nos idosos quando comparados aos jovens. Concluiram que o
declinio da massa muscular esquelética no envelhecimento é atribuido,
principalmente, a reducdo no tamanho das fibras musculares do tipo II.

Wall, Dirks e Van Loon (2013) salientam que as alteracdes metabdlicas e
funcionais no processo de envelhecimento podem aumentar o indice de
patologias, fraturas, quedas e induzir os individuos a periodos curtos de
inatividade, que, ocorrendo de forma sucessiva podem influenciar diretamente no

desenvolvimento da sarcopenia relacionada com a idade.
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Nesse sentido, a atividade fisica € considerada potencialmente capaz de
minimizar os efeitos deletérios do envelhecimento (Degens, 2007) e da
imobilizacdo (Kannus et al., 1992). Sabe-se que a atividade fisica prolongada
proporciona ao individuo diversas alterac6es, como as adaptacdes observadas
nos sistemas cardiovascular e neuromuscular (Davini e Nunes, 2003). Portanto, a
pratica de exercicio fisico regular torna-se uma importante aliada para a saude
fisica, minimizando fatores de risco e impactando na melhora da qualidade de
vida, principalmente no decorrer do processo de envelhecimento (OMS, 2006).

A fim de melhorar a aptidao cardiorrespiratoria e muscular, a Organizagao
Mundial da Saude (OMS) recomenda para adultos com idade entre 18-64 anos a
atividade fisica aerdbica, de intensidade moderada, ao menos 150 minutos
durante a semana, ou, a0 menos 75 minutos de atividade fisica aerobica, com
intensidade vigorosa durante a semana, ou, uma combinacdo equivalente de
atividade moderada e vigorosa (WHO, 2011).

Os exercicios fisicos sdo, de maneira geral, classificados em duas
categorias: exercicios de resisténcia (aerdbico) que aumentam a resisténcia a
fadiga e podem ser realizados em piscinas, bicicletas, pistas, dentre outras; e
exercicios de forca (anaerdbico), que aumentam a forca muscular e necessitam
de uma forca de oposicéo (Davini e Nunes, 2003; Silva, Melo e Oliveira, 2007).

Relatos indicam que o treinamento muscular de forca (anaerdbico), que
induz a hipertrofia, resguarda as caracteristicas estruturais e mecanicas do
musculo esquelético em longo prazo apds periodo de desuso, por meio da
preservacdo dos novos nucleos celulares que sao desenvolvidos no tecido

muscular durante o periodo de treinamento (Bruusgaard et al., 2010). Logo, o
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treinamento fisico prévio com carga pode ter influéncia na recuperagcdo muscular
apos periodo de inatividade (Nascimento et al., 2008).

Com relacao ao treinamento fisico de resisténcia (aerébico) a literatura traz
que, quando realizado de forma regular, favorece a resposta celular do musculo
esquelético, contribuindo para uma vascularizacdo aumentada, com melhora na
densidade capilar e principalmente na relacéo capilar por fibra (Adolfsson et al.,
1986), sendo o TGF-pB (transforming growth factor beta) um potente estimulador
da angiogénse (Orlova et al., 2011), além de regular outros processos fisioldgicos,
como desenvolvimento, diferenciacéo e apoptose celular (Barnard et al., 1990). A
manutencao da capacidade aerdbica, por meio do exercicio de resisténcia, pode
favorecer o aumento na AST das fibras musculares (Suominen, 2007).

Frente as caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e funcionais da fibra
muscular observadas apds o desuso, diversas propostas na literatura visam
minimizar os efeitos deletérios ou acelerar a recuperacdo funcional pos-
imobilizacdo, sendo a remobilizacdo por intermédio do exercicio fisico uma forma
eficaz na recuperacdo do dano causado pelo periodo de inatividade (Appell,
1986b; Kannus et al., 1998; Kodama et al., 2012).

Entretanto, a maior parte dos estudos tem por objetivo verificar a
efetividade dos recursos terapéuticos na recuperacao tecidual pos-imobilizacéo,
acOes direcionadas a prevencdo das alteracdes morfologicas e funcionais
advindas da imobilizacdo sdo pouco exploradas (Milani et al., 2008; Nascimento
et al., 2008).

Nascimento et al. (2008) realizaram um estudo com o objetivo de verificar
se o exercicio fisico prévio a imobilizacdo facilita o processo de recuperagéo

morfolégica induzida pela reabilitacdo nos muasculos tibial anterior e so6leo. As
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ratas foram treinadas com a natagdo, cinco vezes por semana, 60 minutos por
sessdo, com incremento de carga progressiva até 8% da massa corporal, durante
seis semanas consecutivas. Apés o periodo de imobilizacdo correspondente a
sete dias, os grupos foram recuperados por intermédio de sessdes de natacéo,
cinco dias por semana, sem acréscimo de carga, totalizando dez sessoes. Frente
aos resultados concluiu-se que o treinamento prévio de natagdo ndo minimizou 0s
efeitos deletérios da imobilizagéo.

Milani et al. (2008) compararam os efeitos biomecénicos da imobilizagéo e
remobilizacdo no musculo esquelético de ratas treinadas e sedentarias. O
treinamento foi realizado com natacdo, em sessbes de 60 minutos, cinco vezes
por semana, com incremento de carga progressiva até 8% da massa corporal, por
um periodo equivalente ha seis semanas. O periodo de imobilizacdo foi
equivalente ha sete dias. Os autores observaram que O grupo sujeito ao
treinamento prévio a imobilizacdo apresentou efeito positivo sobre o
comportamento mecanico do musculo gastrocnémio apos remobilizacdo de duas
semanas, por natacdo, sem acréscimo de carga, quando comparado ao grupo
sedentario.

Vale ressaltar que Nascimento et al. (2008) em concordancia com Peijie et
al. (2004) descrevem que o acoplamento de peso externo equivalente a partir de
6% da massa corporal de modelos experimentais durante o exercicio de natacao
é considerado como atividade fisica de alta intensidade.

Recentemente Artifon et al. (2013) avaliaram em ratos jovens os efeitos de
um treinamento aerdbico (natacdo), cinco vezes por semana, com diferentes
tempos das sessdes: um grupo com o tempo de dez minutos de atividade,

caracterizando um exercicio fisico regular e outro com 60 minutos de atividade,
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caracterizando uma atividade aerdbica progressiva, durante seis semanas
consecutivas previamente ao procedimento experimental de ciatalgia, por
compressdo nervosa. Os resultados das analises histologicas do musculo séleo
indicaram que tanto o exercicio fisico regular quanto o treinamento aerébico ndo
produziram efeitos preventivos as consequéncias musculares da inatividade
funcional.

Diante da necessidade de entendimento do fisioterapeuta sobre os
aspectos inerentes a recuperacao funcional apos episédios de imobilizacdo, bem
como aos efeitos fisiologicos do processo de envelhecimento, este estudo prop6s
analisar a influéncia do treinamento de natacdo (aerdbico) em longo prazo, sem
carga em ratas sobre os efeitos deletérios do desuso muscular e sua respectiva
recuperacao.

A pratica clinica exige um preparo do fisioterapeuta com relacdo a
variedade de recursos disponiveis, considerando suas aplicabilidades e
efetividades. Posto isto, o presente estudo visou prover conhecimento cientifico
relativo ao comportamento muscular perante a imobilizacdo em curto prazo e
remobilizacdo, que representa uma conduta terapéutica habitual da pratica clinica.

Ao considerar os efeitos deletérios da imobilizacéo articular, do processo
de envelhecimento e a existéncia de alteracdes celulares providas da pratica de
exercicio fisico de resisténcia (aerébico) regular, a hipétese do trabalho € que
esse tipo de treinamento fisico, em longo prazo realizado previamente a
imobilizacdo, pode atuar minimizando os efeitos deletérios do desuso e

favorecendo a recuperacdo muscular pés-imobilizacéo.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo geral
Foi verificar a efichcia do exercicio de natacao prévio a imobilizacdo no
processo de recuperagdo morfolégica dos musculos gastrocnémio fibras brancas

e soleo.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos do treinamento de natacdo, trés vezes na semana,
prolongado e sem carga;

e Analisar os efeitos da imobilizacao por cinco dias sobre o sistema muscular
em animais sedentarios e treinados;

e Avaliar a eficacia do tratamento de remobilizacdo com exercicio de natacao
por quatorze dias apdés a retirada da oOrtese de imobilizacdo entre os
animais sedentarios e treinados;

e Analisar morfometricamente a recuperacdo muscular, por meio da AST e
percentual de TC;

e Analisar o conteudo da citocina TGF-B1 e a concentracdo de glicogénio
muscular nos animais sedentérios e treinados, submetidos a imobilizacao e

remobilizacao.



3. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 30 ratas da linhagem Wistar, com idade de oito meses. Os
animais foram adquiridos no Biotério Central da UNIMEP e mantidos no Biotério
da Faculdade de Ciéncias da Saude (FACIS-UNIMEP), sob temperatura ambiente

de 23° C + 2° C, submetidos a ciclo claro/escuro de 12h, com agua e racdo ad

libitum.

Foram alocados 4 animais em gaiolas de polietileno de tamanho grande. O

projeto foi aprovado pela Comissédo de Etica sobre o Uso de Animais (CEUA) da

UNIMEP sob protocolo 09/13 (anexo).

3.1 Grupos Experimentais:

Inicialmente os animais foram divididos em dois grupos: Sedentarias (S,

n=15) e Treinadas (T, n=15). Em seguida, esses grupos foram subdivididos, como

observado na figura 1.

Sedentarias

n=15

@ Y

Controle (S)
n=5

@ Y

Imobilizado
(SI) n=5

e _

rImobilizado /1
Recuperado

(SIR) n=5

Treinadas

n=15

@ Y

Controle (T)
n=5

@ Y

Imobilizado
(TI) n=5

e _

[ Imobilizado/1
Recuperado

(TIR) n=5

Figura 1 - Divisdo dos grupos experimentais
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As ratas pertencentes ao grupo Sedentarias foram divididas em trés
subgrupos:

e S = grupo controle, em que as ratas foram mantidas nas gaiolas por
quatro meses;

e Sl = grupo sedentarias imobilizadas, em que, as ratas apds um periodo
de quatro meses mantidas nas gaiolas permaneceram imobilizadas por
um periodo de cinco dias e, posteriormente, foram eutanasiadas;

e SIR = grupo sedentarias imobilizadas / recuperadas, em que, as ratas
apos um periodo de quatro meses mantidas nas gaiolas permaneceram
imobilizadas por um periodo de cinco dias e, posteriormente, foram

recuperadas por meio do exercicio de natacao.

As ratas pertencentes ao grupo Treinadas também foram divididas em trés
subgrupos:

e T = grupo controle, em que as ratas realizaram o exercicio de natacéao
por um periodo de quatro meses;

e TI = grupo treinadas imobilizadas, em que, as ratas apés um periodo de
guatro meses de treinamento, permaneceram imobilizadas por um
periodo de cinco dias e, posteriormente, foram eutanasiadas;

e TIR = grupo treinadas imobilizadas / recuperadas, em que, as ratas
ap6s um periodo de quatro meses de treinamento, permaneceram
imobilizadas por um periodo de cinco dias e, posteriormente, foram

recuperadas por meio do exercicio de natacao.
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3.2 Procedimentos de Treinamento dos Animais

Os animais foram submetidos ao exercicio de natacdo, com duracao de 60
minutos continuos por sessdo, na frequéncia de trés vezes por semana,
caracterizando um exercicio aerobico (Rogatto e Luciano, 2001). Inicialmente os
grupos treinados realizaram dez minutos de atividade, com acréscimo de cinco
minutos por sessdo, até totalizar os 60 minutos pré-estabelecidos. As sessfes
foram realizadas em dias intercalados (segunda, quarta e sexta-feira) com
descanso aos finais de semana.

O treinamento foi realizado em um aquario, de forma retangular, com 1
metro de comprimento e 45 cm de altura, alocado no laboratério de pesquisa
Plasticidade Neuromuscular do Mestrado em Fisioterapia, com sistema de
aquecimento térmico e de drenagem de agua para troca da mesma conforme
necessario. A temperatura da agua foi controlada por meio de um termémetro, a
fim de manté-la em 30° C £ 2° C(Figura 2).

Segundo Van Meeteran et al. (1997) os animais tendem a nadar por um
periodo equivalente a cinco/dez minutos, e, posteriormente, se mantém em
flutuacdo constante, apenas com a cabeca fora da agua. Posto isto, os animais
foram estimulados durante todas as sessfes, pela turbuléncia na agua, realizada
por meio da agitacdo manual e de um bastdo de plastico, a fim de exigir maior
controle do animal no decorrer do exercicio (Figura 2).

N&do houve acréscimo de carga durante o periodo de treinamento. As
sessOes foram realizadas no periodo vespertino e ao término 0s animais eram

secados com jato de ar quente e em seguida recolocados nas gaiolas.



Figura 2 — Sessdes de natagdo dos animais. (A) aquario
retangular (Im x 45 cm); (B) termdmetro, bastdo de plastico
para a turbuléncia durante as sessbes e crondmetro para
controle do tempo das sessbes; (C) ratas realizando o
protocolo de natacdo proposto.

3.3 Dados coletados durante o treinamento

23
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No decorrer dos quatro meses de treinamento dos animais foram

realizadas as seguintes analises:

e Quantificacdo do consumo alimentar e hidrico: A cada trés dias cada
caixa com quatro ratas recebia 450 gramas de racdo e 700 ml de agua. Ao
final do terceiro dia, a racéo restante era pesada (balanca digital, GEHAKA,
BG 1000), calculando o consumo alimentar proporcional por animal. O
controle hidrico foi calculado por meio de uma proveta, a fim de verificar o

volume consumido em cada caixa.

e Pesagem dos animais: O peso da massa corporal dos animais foi
acompanhado por meio de avaliacbes quinzenais, utilizando uma balanca
digital (GEHAKA, BG 1000), alocada no laboratério de pesquisa do

Mestrado em Fisioterapia.

3.4 Procedimento de Imobilizacéo

O modelo de imobilizacdo adotado para o presente estudo seguiu a
proposta de Silva et al. (2006) fundamentada na proximidade com relacdo as
imobiliza¢cdes articulares em humanos.

Para inicio do procedimento os animais foram anestesiados (Ketalar®, 50
mg/mL, e Rompun®, 2 g/100mL, na proporcao 1:1, na dose de 0,3 mL/100 g de
massa corporal), logo apds sinais de anestesia, a pata posterior esquerda de
cada animal foi imobilizada com 6értese de resina acrilica, com peso
aproximadamente de 22 g associado a uma cinta de PVC ligada por rotadores

laterais, conforme ilustrado na figura 3.
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O modelo de imobilizacdo né&o influencia na liberdade de movimentacao
nas articulagdes do joelho e quadril, o que, de fato, ndo restringe a deambulacéo
e descarga de peso do animal. A ortese, depois de colocada, mantém a pata na

posicao encurtada. Os grupos permaneceram imobilizados pelo periodo de cinco

=

dias.

o

Figura 3 — Adaptacdo da ortese ho membro posterior do animal,
segundo Silva et al. (2006). (A) modelo de odrtese que nao
interfere na deambulacdo e permite a descarga de peso nho
membro imobilizado; (B) modelo de értese adaptada ao animal.

3.5 Procedimentos de Remobilizacdo com Natacéao

Os animais do grupo SIR foram, em um periodo de duas semanas
antecedendo a imobilizacdo, adaptados e familiarizados ao meio aquatico,
permanecendo dez minutos no aquario no primeiro dia, com acréscimo de dez
minutos por mais dois dias, totalizando 30 minutos (Dalia et al., 2011). Dessa
forma, evita-se a interferéncia por estresse do animal nas sessfes pos-

imobilizagao.
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Apo6s o protocolo de imobilizacdo, as ratas dos grupos SIR e TIR foram
recuperadas por intermédio de sessdes de natacdo, sendo a primeira sesséo
realizada 24 horas apds a retirada da Ortese e as sessdes subsequentes
realizadas cinco vezes semanais, com duracdo de 60 minutos, sem acréscimo de
carga, durante o periodo de 14 dias, seguindo o protocolo proposto por
Nascimento et al. (2008). Houve um periodo de 24 horas entre uma sessao e
outra, realizadas no periodo vespertino.

As sessdes aconteceram no mesmo aquario utilizado no treinamento
prévio, com sistema de aquecimento térmico e de drenagem de agua, para a
troca da mesma conforme necessario. Apos o término do treinamento, 0s animais

foram secados com jato de ar quente e recolocados nas gaiolas.

3.6 Eutanasia dos animais

Ao término do protocolo experimental, os animais ja com 12 meses, foram
anestesiados com injecao intraperitonial de uma mistura de Ketalar® (50 mg/mL)
e Rompun® (2 g/100mL), na proporcédo 1:1, na dose de 0,3 mL/100 g de massa
corporal.

Apés sinais de anestesia geral, os animais foram perfundidos com PBS
(perfusao cardiaca) e os musculos Gastrocnémio Branco (GB), predominancia de
fibras do tipo Il (brancas) e o Soéleo (SOL), predominancia de fibras do tipo |
(vermelhas) esquerdo retirados, pesados e divididos em trés partes iguais, sendo
uma parte destinada a técnica de microscopia de luz, outra destina a técnica de

immunobloting e a Ultima destinada a quantificacdo do glicogénio muscular.
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Os animais dos grupos T, TIR e SIR foram sacrificados 24 horas apos a
tltima sessao de treinamento, j4, os animais dos grupos imobilizados (Sl e TI)

foram eutanasiados imediatamente a retirada da ortese.

3.7 Analises Histologicas

Partes dos musculos GB e SOL de cada animal foram fixadas em suporte
de madeira com tragacanth gum, imerso em isopentano a -80° C por 40 segundos
e imediatamente colocado em nitrogénio liquido a -195° C. Os musculos foram
retirados do nitrogénio e mantidos em Biofreezer a -70° C.

Para obtencdo dos cortes, os muasculos foram descongelados por
aproximadamente 30 minutos até que atingiram a temperatura de -23° C, e
seccionados transversalmente utilizando um criostato (modelo HYRAX C 25 -
Zeiss). Cortes transversais seriados com espessura variando entre 8 e 12

pmforam coletados para:

e Coloracdao com Hematoxilina e Eosina (HE): Para anéalise da AST das
fibras musculares. As laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina
segundo a rotina do laboratério, desidratadas, diafanizadas e montadas

com Entellan.

e Coloracao por Tricromico de Masson: Para marcacdo de TC. Os cortes
foram corados com hematoxilina de Harris, lavados em agua corrente e
imersas em solugdo de Masson (0,7g de PonceauFucsina, 0,03g de

Fucsina acida, 0,79 de Orange G e 100ml de solucdo de &cido acético
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0,2%), banhadas em solucéo de acido acético a 0,2% e mergulhadas em

solucao de verde-luz, desidratadas, diafanizadas e montadas com Entellan.

3.8 Técnicas de Immunoblotting

Preparacdo de Extrato Total: a outra parte dos musculos foi cortada em
pequenos pedacos e homogeneizada em tampao especifico, com volume
variando entre 600 a 1000 uL, a 4°C usando homogeneizador tipo Polytron
PTA 20S (modelo PT 10/35; Brinkmanninstruments, Westbury, NY, EUA)
operado em velocidade maxima por 30 segundos. Os extratos foram
centrifugados a 11000 rpm a 4°C por 20 minutos e o sobrenadante utilizado

para analise por extrato total.

Eletroforese: As amostras dos extratos protéicos foram tratadas com
tampéo Laemmli, acrescido de ditiotreitol 100 mM e aquecidas a banho seco
por 5 minutos. Em seguida, 50 ug de proteina foram aplicados em gel SDS-
poliacrilamida a 15% em aparelho para eletroforese da Bio-Rad (mini-
Protean, Bio-RadLaboratories, Richmond, CA, EUA). Foram obtidos trés
extratos proteicos por grupo, resultando em 12 géis. A eletrotransferéncia
do gel para a membrana de nitrocelulose foi realizada em 90 minutos a 120
v (constante) em aparelho de transferéncia da Bio-Rad. As membranas
foram incubadas com solucédo basal contendo 3% de leite desnatado, por 1
hora em temperatura ambiente para reduzir a ligacdo ndo especifica de
proteinas. Posteriormente, foram incubadas com 10 ug de anticorpo

primério diluido em 10 mL de solucdo basal contendo 1% de leite desnatado
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a 4° C durante a noite. No dia seguinte, as membranas foram lavadas por 30
minutos com solugdo basal e incubadas em 10 mL de solugdo basal
contendo 1% de leite desnatado e 2,5 ug de anticorpo secundario por 2
horas em temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas foram
novamente lavadas por 30 minutos com solucao basal. Para detectar as
bandas imunorreativas, as membranas foram expostas a solucdo de
guimioluminescéncia (Pierce) por cinco minutos e, em seguida, o sinal
fluorescente foi captado no equipamento G-Box (GeneSys). ApGs obtencéo
de bandas, as membranas foram lavadas com solucédo basal e incubadas
com 10mL de Stripping Buffer (10mM Tris-HCI pH 7,5; B-Mercaptoethanol
0,1M; Uréia 8M) durante 1h, a 60° C. Posteriormente as membranas foram
incubadas em Tris-HCI 1M pH 7,5 por 30 min para neutralizar o stripping,
lavadas com solucdo basal e processadas conforme descrito previamente
para marcacdo da proteina gliceraldeido 3-fosfato de hidrogenase
(GAPDH). Esta é uma proteina de controle interno, pois a quantidade desta
proteina ndo se altera em diferentes condices fisioldgicas. As bandas
marcadas com GAPDH foram utilizadas para normalizacdo das bandas do

TGF-p1.

Anticorpos

Anticorpo Primario

TGF-B1, mouse monoclonal, Sigma-Aldrich, T7039;

Gliceraldeido 3-fosfato dehidrogenase (GADPH), mouse monoclonal,Santa

Cruz, sc59540.

Anticorpos Secundarios
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» Goat anti-mouse IgG-HRP, Santa Cruz: sc-2005

3.9 Analises dos resultados

Para a andlise da AST foram utilizados dois cortes aleatorios por lamina,
sendo uma lamina para cada animal, onde foram contadas aproximadamente 250
fibras por animal de cada musculo. As laminas foram observadas ao microscopio
Optico com camera acoplada, com objetiva de 20x e conectado a um computador
com software Image Pro-Plus® 6.0 (Media Cybermetics).

A mensuracgdo da quantidade de TC, nas laminas coradas com Tricromico
de Masson foi realizada por meio do software Image Pro-Express com imagens
adquiridas através de video camera (Nikon Express Series), acopladas ao
microscopio de luz (Nikon Eclipse E 400) com objetiva de 20x.

Foram analisadas seis imagens por animal, e, sobre as imagens foi
sobreposta uma grade contendo 540 interseccbes, onde foram contabilizadas
aquelas que se sobrepunham sobre TC e posteriormente transformadas em
porcentagem (%).

As bandas imunorreativas observadas na técnica de immunoblotting foram
digitalizadas e salvas em discos de computador para posterior quantificacdo da
densitometria 6ptica, usando o programa Image J © (The National Institute of

Health, EUA).

3.10 Quantificacdes do Glicogénio Muscular

Para a determinacdo do glicogénio muscular, as amostras foram digeridas

em KOH 30% a quente e o glicogénio precipitado a partir da passagem por etanol.
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O glicogénio precipitado submetido a hidrolise &cida na presenca de fenol
conforme proposto pelo método do fenol sulfurico descrito de Siu, Russeau e

Taylor (1970. Os valores foram expressos em mg/100 gr de peso umido.

3.11 Anélise Estatistica

A analise estatistica contou com o pacote estatistico “Bioestat versdo 5.9”.
Inicialmente, o teste estatistico Shapiro Wilk foi aplicado para a verificacdo da
normalidade dos dados.

Assim sendo, para as comparacdes entre trés grupos o teste Anova One-
Way seguido do pos-teste deTukey foi aplicado aos dados com distribuicéo
paramétrica e o teste Kruskall-Wallis aos dados com distribuigdo ndo paramétrica.

Para as analises comparativas entre dois grupos, foi processado o teste T
de Student para amostras independentes aos dados paramétricos e o teste
Wilcoxon aos dados ndo paramétricos. Em todos os casos, foi adotado um valor
de p<0,05 para significancia estatistica.

A fim de complementar a interpretacdo da importancia dos resultados
obtidos, foi realizada a andlise do tamanho do efeito (effect size) por meio do
aplicativo “Effect Size Generator”, versdo 2.3 (Swinburne University of
Technology, Center for Neuropsychology, Melbourne, Australia).

Diversas propostas para este tipo de analise sdo descritas, dentre elas d de
Cohen, g de Hedges e D de Glass. No presente estudo optou-se pela medida de g
de Hedges que é recomendada para pequenas amostras (Lipsey e Wilson, 1993;
Durlak, 2009). A medida de Hedges’ g € uma variacdo da d de Cohen que corrige
desvios devido ao pequeno tamanho da amostra e é calculada da seguinte forma

(Durlak, 2009),



32

Mg — Mc N—3 N3
y — < .|

£~ SDpooled “\N=225) VN
onde M é igual & média, no qual E e C se referem & experimental e controle,

respectivamente; SD spooled € o desvio padrao ajustado; N se refere ao tamanho

total da amostra.
Os pontos de corte para interpretacdo dos resultados foram seguidos

conforme proposta de Lipsey e Wilson (1993), que assumem o tamanho do efeito

de 0 - 0,32 como pequeno; 0,33 — 0,55 como efeito moderado e 0,56 — 1,2 ou

superior como efeito grande.
Segundo Lindenau e Guimardes (p, 376, 2012) “...] quanto maior o

tamanho do efeito, maior € o impacto que a variavel central do experimento esta

causando [...]".
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4. RESULTADOS

4.1. Massa corporal e peso muscular

O peso corporal dos grupos sedentarios diferiu estatisticamente entre Sl e
SIR, sendo menor no grupo SIR. Nas comparacdes entre os grupos treinados o
valor de TI foi estatisticamente significativo maior que T e TIR (Tabela 1).

Por vez, nas analises comparativas entre 0s grupos sedentarios e treinados
ndo foram verificadas diferencas estatisticas significativas.

O peso do musculo séleo apresentou diferenca estatistica significativa

entre os grupos S e T, sendo maior no grupo T (Tabela 1).

Tabela 1 - Média e desvio padrdao do peso corporal; do peso dos musculos
gastrocnémio branco (GB) e séleo (SOL) em miligramas (mg), de todos os grupos
estudados, sendo S: controle sedentarias; Sl: sedentarias imobilizadas; SIR:
sedentérias imobilizadas recuperadas; T: controle treinadas; TI: treinadas imobilizadas;
TIR: treinadas imobilizadas recuperadas.

Grupos Peso Corporal (g) GB (9) SOL (g)

S 295,3+ 9,1 0, 417+0,07 0, 135+0,02 +
Si 323,09+ 24,6* 0, 412+0,01 0, 132+0,03
SIR 274,59+ 13,0 0, 363+0,03 0, 121+0,02
T 304,13+21,1# 0, 459+0,28 0, 172+0,01
Tl 345,73+16,7 0, 426+0,11 0, 157+0,03
TIR 294,55 + 30,8# 0,3 81+ 0,06 0, 148+0,03

* difere do grupo SIR; # difere do grupo TI; + difere do grupo T.

Sendo o treinamento aerdbico (natacdo) a intervencdo terapéutica central
proposta no presente estudo, com o intuito de complementar a analise estatistica,
foi realizado o célculo do tamanho/magnitude do efeito (effect size) nas
comparacdes dos dados entre os grupos sedentarios e treinados em todas as

etapas do protocolo experimental (S x T; SI x Tl; SIR x TIR).
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Assim sendo, no que concerne ao peso corporal a medida de Hedges’ ¢
aponta um efeito moderado em todas as comparacdes (Tabela 2), observando-se
maior peso corporal nos grupos treinados.

Com relagédo ao peso dos musculos, para o GB observou-se efeito grande
apenas entre os grupos Sl e Tl. J& no musculo SOL, observou-se efeito grande
em todas as comparacdes, indicando que o treinamento contribuiu para maior

peso dos musculos quando comparado ao sedentario (Tabela 2).

Tabela 2 — Tamanho do efeito pela medida de Hedges’ g para a
massa corporal e peso dos musculos gastrocnémio branco (GB) e
s6leo (SOL) nas analises comparativas entre os grupos, sendo S:
controle sedentarias; Sl: sedentarias imobilizadas; SIR:
sedentarias imobilizadas recuperadas; T: controle treinadas; TI:
treinadas imobilizadas; TIR: treinadas imobilizadas recuperadas

Andlise Hedges’ g Hedges’ g Hedges’ g
Peso Corporal GB SOL
SxT 0,49* 0,18* 2,117
SIxTI 0,54* 0,57* 0,75"
SIRXTIR 0,43" 0,34" 0,95

# efeito grande; + efeito moderado; * efeito pequeno

4.2. Consumo alimentar e hidrico

Os resultados demonstram que o consumo alimentar foi estatisticamente
significativo sendo maior para as ratas do grupo T; o consumo hidrico foi
estatisticamente semelhante entre os grupos. A medida de Hedges’' g indica

efeito grande entre as duas variaveis (Tabela 3).
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Tabela 3 - Média, desvio padréo, valor de p e medida de Hedges’ g da quantidade
ingerida de racdo e agua nos grupos controle sedentarias (S) e controle treinadas (T)

S T p Hedges’ g
RACAO (g) 203,42+23,72 231,38+40,53* 0,02 0,817
AGUA (mL) 218, 18+55,73 221,93+84,18 0,90 0,81%

* difere do grupo S; # efeito grande

4.3 Quantificacdo do TC

A quantificacdo de TC referentes as ratas sedentarias demonstra que no
musculo GB ndo foi observada diferenca estatistica significativa entre os grupos.
Nas comparacdes entre as ratas treinadas houve diferenca estatistica significativa
somente entre os grupos Tl e TIR, sendo o valor do ultimo maior.

Nas analises comparativas entre as ratas sedentarias e treinadas,
observou-se que, 0s grupos S e T obtiveram valores similares; o grupo Sl obteve
um valor estatisticamente significativo maior quando comparado ao TI; e, de
forma oposta, o grupo SIR obteve reducdo na porcentagem de TC quando

comparado ao TIR (Figura 4).



36

QUANTIFICACAO TECIDO CONJUNTIVO
GASTROCNEMIO BRANCO
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Figura 4 - Porcentagem de tecido conjuntivo do musculo gastrocnémio
branco nos grupos analisados. S: controle, sedentarias; Sl: sedentarias
imobilizadas; SIR: sedentarias imobilizadas recuperadas; T: controle,
treinadas; TI: treinadas imobilizadas; TIR: treinadas imobilizadas recuperadas;
* difere do grupo TI; # difere do grupo TIR.

Ao analisar a quantificacdo de TC no musculo SOL observa-se que para
ratas sedentarias ndo houve diferenca estatistica significante entre os grupos.
Com relacdo as comparacdes entres as ratas treinadas, o grupo T apresentou
porcentagem significativamente estatistica menor com relagéo ao grupo Tl e TIR.

As comparacbes as ratas sedentarias e treinadas demonstram que 0sS
valores dos grupos S e T, bem como, Sl e Tl foram similares; e, por fim, o grupo
SIR obteve uma reducdo estatisticamente significativa na porcentagem de TC

guando comparado ao TIR (Figura 5)
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QUANTIFICACAO DO TECIDO CONJUNTIVO
SOLEO
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Figura 5 - Porcentagem de tecido conjuntivo do musculo séleo nos grupos
analisados. S: controle, sedentarias; Sl: sedentarias imobilizadas; SIR:
sedentarias imobilizadas recuperadas; T: controle, treinadas; TI: treinadas
imobilizadas; TIR: treinadas imobilizadas recuperadas, # difere do grupo
TIR; * difere do grupo T.

Nos resultados referentes ao musculo GB, a medida de Hedges ’'g indica
efeito grande para todas as comparacdes, sendo a porcentagem de TC maior no

tecido muscular de animais sedentarios, mas é reduzida apés a remobilizacao.

Essa situacdo mostra-se invertida para o musculo SOL, em que, 0S
animais treinados apresentam maior porcentagem de conjuntivo quando
comparado aos sedentarios, ressaltando que o SOL corresponde ao musculo

mais afetado no exercicio de natacdo e na imobilizacdo (Tabela 4).
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Tabela 4 - Tamanho do efeito pela medida de Hedges’ g
da quantificacdo de tecido conjuntivo dos musculos
gastrocnémio branco (GB) e séleo (SOL) nas analises
comparativas entre 0s grupos, sendo S: controle
sedentarias; Sl: sedentarias imobilizadas; SIR:
sedentarias imobilizadas recuperadas; T: controle
treinadas; TI: treinadas imobilizadas; TIR: treinadas
imobilizadas recuperadas.

Andlise Hedges’ g Hedges’ g
TC GB SOL
SxT 1,227 1,407
SIxTI 1,63" 1,407
SIR x TIR 4,32" 1,86"

# efeito grande

4.4 AST

A analise da AST demonstrou que no musculo GB, o grupo S apresentou
maior AST, com diferenca estatistica significante quando comparado aos grupos
Sl e SIR. O mesmo foi observado no grupo T, que obteve valor estatisticamente
significativo maior quando comparado ao Tl e TIR.

Por vez, na analise entre 0s grupos sedentarios e treinados nao foram
verificadas diferencas estatisticas significantes entre 0s grupos correspondentes

(Figura 6 e 7).
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Figura 6 - Cortes transversais do musculo gastrocnémio branco corados com HE. S:
controle sedentarias; Sl: sedentarias imobilizadas; SIR: sedentarias imobilizadas
recuperadas; T: controle treinadas; TI: treinadas imobilizadas; TIR: treinadas imobilizadas
recuperadas. Observar AST maior nos grupos S e T comparado aos grupos
correspondentes (seta). Aumento: 20x (barra = 100 um).



40

AST - GASTROCNEMIO BRANCO

6000 #
‘£ 5000
e
8 4000
o
G
S 3000
Q
o
O 2000
=

1000

0

S S| SIR T Tl TIR

Figura 7 - Valores em média e desvio padrao da AST do mdusculo
gastrocnémio branco nos grupos analisados. S: controle, sedentarias; Sl:
sedentarias imobilizadas; SIR: sedentarias imobilizadas recuperadas; T:
controle, treinadas; TI: treinadas imobilizadas; TIR: treinadas imobilizadas
recuperadas; * difere do grupo Sl e SIR; # difere do grupo Tl e TIR.

No que diz respeito a AST do musculo SOL, os resultados apontam que o
grupo S apresentou maior AST, com diferenca estatistica significativa quando
comparado aos grupos Sl e SIR. Entre os grupos treinados ndo houve diferenca
significativamente estatistica.

Com relacdo as comparacdes entre 0s grupos sedentarios e treinados os
resultados mostram que a AST do grupo SIR foi estatisticamente significativa

sendo menor quando comparada ao grupo TIR (Figura 8 e 9).
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Figura 8 - Cortes transversais do musculo s6leo corados com HE. Grupos: S: controle,
sedentarias; Sl: sedentarias imobilizadas; SIR: sedentarias imobilizadas recuperadas; T:
controle, treinadas; TI: treinadas imobilizadas; TIR: treinadas imobilizadas recuperadas.
Observar AST maior no grupo S quando comparado ao Sl e SIR; e TIR maior que SIR
(setas). Aumento: 20x (barra = 100 pum).



42

AST - SOLEO

4500
4000
3500

(km?)

3000
2500

MICROMETROS

2000
1500
1000

500

S S| SIR T Tl TIR

Figura 9 - Valores em média e desvio padrdo da AST do musculo séleo
nos grupos analisados. S: controle, sedentarias; Sl: sedentarias
imobilizadas; SIR: sedentarias imobilizadas recuperadas; T: controle
treinadas; TI: treinadas imobilizadas; TIR: treinadas imobilizadas
recuperadas, * difere do grupo Sl e SIR; # difere do grupo SIR.

A medida de Hedges' g aponta efeito grande, sugerindo que AST do
musculo GB nos animais submetidos ao treinamento foi maior que nos
sedentarios, com efeito moderado apenas entre SIR x TIR. Para o musculo SOL,
o efeito grande foi observado em todas as comparacfes, sendo AST maior para

0s animais dos grupos treinados (tabela 5).

Tabela 5 - Tamanho do efeito pela medida de hedges da
area de seccdo transversa (AST) dos musculos
gastrocnémio branco (GB) e séleo (SOL) nas analises
comparativas entre 0s grupos, sendo S: controle,
sedentarias; Sl: sedentarias imobilizadas; SIR:
sedentarias imobilizadas recuperadas; T: controle,
treinadas; TI: treinadas imobilizadas; TIR: treinadas
imobilizadas recuperadas

Andlise Hedges’ g Hedges’ g
AST GB SOL
SxT 1,497 4,92"
SIxTI 1,55" 3,36"
SIR x TIR 0,48" 2,36"

# efeito grande + efeito moderado
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4.5 Quantificacao da citocina TGF-f1

Observou-se que no musculo GB o conteudo foi estatisticamente
significativo, sendo maior em S quando comparado aos grupos Sl e SIR. Entre as
ratas treinadas ndo houve diferenca estatistica significativa.

Nas analises comparativas entre sedentarias e treinadas, observou-se

diferenca estatistica significativa entre os grupos S e T, sendo o valor de S maior.

TGF-B1
25 kDa - " & -4 " L H

TGF-B1 - GASTROCNEMIO BRANCO

Unidades Arbitrarias

S S| SIR T Tl TIR

Figura 10 - Valores do contetudo de TGF-B1 no musculo gastrocnémio branco.
S: controle, sedentarias; Sl: sedentarias imobilizadas; SIR: sedentarias
imobilizadas recuperadas; T: controle, treinadas; TI: treinadas imobilizadas;
TIR: treinadas imobilizadas recuperadas; # difere do grupo T; * difere do grupo

S.

Os resultados referentes ao musculo SOL demonstram que o contetdo de

TGF-B1 foi estatisticamente significante estando elevado no grupo Sl, quando
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comparado ao S e ao SIR. Entre as ratas treinadas nao foi observada diferenca

estatistica significante entre os grupos.

Nas analises entre as ratas sedentarias e treinadas o conteudo de TGF-31

do grupo TIR foi estatisticamente significativo sendo maior quando comparado ao

SIR. Nos demais grupos os valores foram similares (Figura 11).

TGF-B1
25 kDa

GAPDH
36 kDa

®> - L

TGF-B1 - SOLEO

Unidades Arbitrarias

S S| SIR T Tl TIR

Figura 11 - Valores do conteudo de TGF-Bf1 no mdsculo. S: controle,
sedentarias; Sl: sedentarias imobilizadas; SIR: sedentarias imobilizadas
recuperadas; T: controle, treinadas; TI. treinadas imobilizadas; TIR:
treinadas imobilizadas recuperadas, * difere do grupo Sl; # difere do grupo
SIR; (p<0,05; p<0,01).

No que diz respeito a medida de Hedges’ g para a quantificacdo TGF-31

(tabela 6), no musculo GB o efeito grande foi observado nas ratas treinadas com
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relacdo as sedentérias, sendo os grupos submetidos ao treinamento com valores
maiores, exceto na condi¢ao controle, em que S mostrou-se maior que T.
No musculo SOL foi observado efeito grande e moderado, e S| apresentou

valor superior ao TI.

Tabela 6 - Tamanho do efeito pela medida de Hedges’ g
da quantificacdo de TGF-B1dos musculos gastrocnémio
branco (GB) e séleo (SOL) nas analises comparativas
entre os grupos, sendo S: controle, sedentarias; Sl:
sedentarias imobilizadas; SIR: sedentarias imobilizadas
recuperadas; T: controle, treinadas; TI: treinadas
imobilizadas; TIR: treinadas imobilizadas recuperadas

Andlise Hedges’ g Hedges’ g

TGF-g1 GB SOL
SxT 1,727 0,47"
SIxTI 0,66" 0,60"
SIRxTIR 0,72% 1,44"

# efeito grande; + efeito moderado

4.6 Quantificacao do glicogénio muscular

A tabela 7 demonstra o resultado da quantificacdo do glicogénio muscular,
0 musculo GB nao apresentou diferenca estatistica significativa entre os dados.

Com relacdo a quantificacdo do glicogénio muscular no SOL, verificou-se
gue o grupo T apresentou valor estatisticamente menor quando comparado ao TI
e TIR.

Os resultados entre as ratas sedentarias e treinadas apontaram diferenca
estatistica significante somente entre os grupos SIR e TIR, apresentando-se

maior no TIR.



Tabela 7 - Valores da média * desvio padrdo da concentracédo de
glicogénio (mg/100 mg) dos musculos gastrocnémio branco (GB)
e sbleo (SOL), sendo S: controle, sedentarias; T: controle,
treinadas; Sl: sedentarias imobilizadas; TI: treinadas imobilizadas;
SIR: sedentarias imobilizadas recuperadas; TIR: treinadas
imobilizadas recuperadas.

GB SOL
S 0,21 + 0,05 0,12 +0,04
Sl 0,23 + 0,02 0,32 +0,10
SIR 0,23 + 0,06 0,21 +0,08"
T 0,22 + 0,06 0,19 + 0,01*
Tl 0,24 + 0,05 0,53 +0,09
TIR 0,30 + 0,10 0,59 +0,07

# difere do grupo TIR; *difere do grupo Tl e TIR.
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O tamanho do efeito pela media de Hedges’ g na quantificacdo do

glicogénio (tabela 8), demonstra que houve efeito grande entre todas as

comparacdes, sendo a reserva de glicogénio maior nas ratas submetidas ao

treinamento quando comparado as sedentarias em todas as etapas do protocolo

experimental, controle (S x T), imobilizacédo (Sl x TI) e apos a remobilizacao (SIR

x TIR).

Tabela 8 - Tamanho do efeito pela medida de hedges
da quantificacdo de glicogénio muscular dos musculos
gastrochnémio branco (GB) e séleo (SOL) nas analises
comparativas entre 0s grupos, sendo S: controle,
sedentarias; Sl: sedentarias imobilizadas; SIR:
sedentarias imobilizadas recuperadas; T: controle,
treinadas; TI: treinadas imobilizadas; TIR: treinadas
imobilizadas recuperadas.

Andlise Hedges’ g Hedges’ g
Glicogénio GB SOL
SxT 1,227 1,407
SIx Tl 1,637 1,407
SIR x TIR 4,32% 4,51%

# efeito grande
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5. DISCUSSAO

Diversas pesquisas e metodologias tém sido empregadas com intuito de
contribuir para a compreensédo dos eventos desencadeados pela imobilizacao
articular, bem como, pelo processo de envelhecimento. A busca por técnicas que
minimizam os efeitos negativos dessas condigcdes no musculo esquelético instigou
o desenvolvimento do presente estudo.

De acordo com o que foi proposto neste estudo, os resultados demonstram
maior influéncia do treinamento e da imobilizacdo no musculo SOL. O treinamento
prévio mostrou-se preventivo a hipotrofia neste musculo, ndo reduzindo a AST no
grupo TI. Diferentes respostas a remobilizagdo foram mais evidentes no SOL,
como o0 aumento da porcentagem de TC, da AST, da quantificacdo da citocina
TGF-B1 e do glicogénio muscular do grupo TIR quando comparado ao SIR.

Estudos prévios enfatizam que um curto periodo de imobilizacéo, variando
entre quatro e dez dias, é suficiente para causar alteracbes metabdlicas e
estruturais ao tecido muscular (Durigan et al., 2006; Silva et al., 2006; Carvalho et
al,, 2009). Os resultados do presente estudo demonstram que o periodo de cinco
dias de inatividade, mesmo com o modelo de Ortese permitindo a descarga de
peso ao animal, foi suficiente para gerar modificacdes estruturais, metabdlicas e
moleculares nos musculos estudados, principalmente do musculo SOL.

Os dados sinalizam a importancia clinica de uma reabilitacdo direcionada e
especifica a individuos submetidos ao processo de imobilizacao articular por curto
periodo de tempo. Além do mais, vale ressaltar que de acordo com Wall, Dirks e
Van Loon (2013) a exposicdo repetitiva de individuos a periodos curtos de

inatividade pode culminar no desenvolvimento da sarcopenia.
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Especificamente no Brasil, estudos transversais e epidemioldgicos
demonstram que 40% a 55% da populacdo adulta adotam a pratica de atividade
fisica por 150 minutos semanais. Dentre as diversas praticas disponiveis, como
caminhada, futebol, bicicleta, musculacdo e ginastica, a caminhada, realizada
entre duas e trés vezes na semana, durante 60 minutos, representa a atividade
fisica comumente escolhida entre os individuos (Marcondelli et al., 2010; Dumith,
Domingues e Gigante, 2009).

Desse modo, o protocolo de treinamento prévio e em longo prazo escolhido
buscou uma proximidade com seres humanos, realizado trés vezes na semana,
sem carga e com um acumulo de 180 minutos semanais, baseado nas
recomendagdes da OMS para adultos entre 18-64 anos (WHO, 2011).

Cada tipo de exercicio, aerobico ou anaerdbico, desempenha respostas
fisioloégicas, metabdlicas e enddcrinas distintas ao organismo (Silva, Melo e
Oliveira, 2007; Rogatto e Luciano, 2001). No presente estudo foi observado que
as ratas do grupo treinadas tiveram, durante o periodo de treinamento fisico
aerobico de quatro meses, maior consumo de racao, entretanto, o peso corporal
final ndo mostrou diferenca quando comparado as ratas do grupo sedentaria. Tais
dados foram confirmados pela medida de Hedges’ g que demonstra efeito
moderado para as comparacfes do peso corporal e efeito grande ao consumo
hidrico e alimentar.

Esses resultados corroboram com o estudo realizado por Silva, Melo e
Oliveira (2007), que buscaram avaliar o efeito do treinamento fisico na massa
corporal de ratos, Os animais foram divididos em dois grupos: treinamento
anaerobico, por meio do aparelho de agachamento, com 75% do teste de carga

maxima e aerdbico: por meio da corrida em esteira ergométrica; realizados trés
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vezes por semana, durante 12 semanas. Os resultados mostraram que 0 peso
corpéreo final dos animais exercitados e ndo exercitados se manteve igual
estatisticamente, independentemente do tipo de atividade ao qual foram
submetidos. Segundo Rogatto e Luciano (2001), o maior consumo alimentar dos
animais treinados, sem aumento de peso corporal, demonstra a efetividade do
treinamento fisico no sentido de favorecer um equilibrio energético.

Apés a fase inflamatdria, a regeneracdo do muasculo esquelético consiste
basicamente de duas fases: regeneracdo da miofibra e producdo de TC. Estes
dois processos ocorrem simultaneamente e sdo eventos competitivos, visto que a
producédo excessiva de TC €& capaz de inibir completamente a regeneracao
muscular (Lehto et al., 1986).

Além disso, diversos estudos relatam o aumento no volume e proliferacao
de TC como uma consequéncia da imobilizacdo articular (Kannus et al., 1992;
Jarvinen, Einola e Virtanen 1992; Volpi et al., 2008).

No presente estudo observou-se que o TC se comportou de forma similar
nos grupos sedentarias dos musculos GB e SOL, ou seja, a imobilizacdo por
cinco dias nao foi suficiente para aumentar de forma significa a porcentagem de
TC.

Entretanto, nos grupos treinadas o TC comportou-se de forma diferente. No
musculo GB, a imobilizacdo reduziu a porcentagem de TC no grupo Tl quando
comparado ao grupo TIR, mas os valores de Tl sdo similares ao seu controle
(grupo T) e menores que Sl, sugerindo que o treinamento prévio interferiu de
forma positiva no controle da proliferacdo do TC. O grupo TIR apresentou a
porcentagem de TC maior quando comparado ao SIR. Tal fato pode ser explicado

pelo estimulo excessivo num musculo ja treinado, que aumentou a frequéncia de
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treinamento para cinco vezes na semana na fase de recuperacdo. Além disso,
observou-se neste grupo (TIR) efeito grande pela medida de hedges no conteddo
de TGF-B1, que esta relacionado a fibrose.

Inversamente, no musculo SOL o grupo Tl e TIR exibiram aumento na
porcentagem de TC quando comparado ao T, corroborando com os resultados
encontrados nos estudos de Jarvinen, Einola e Virtanen (1992), Durigan et al.
(2006) e Silva et al. (2011) sobre a imobilizacdo favorecer o aumento do TC. O
grupo TIR também apresentou aumento na porcentagem de TC quando
comparado ao SIR, como no musculo GB. Da mesma forma, sugere-se que 0
excesso de estimulo na fase de recuperacéo alterou o conteudo da citocina TGF-
B1, que esta relacionado a fibrose.

A familia das citocinas TGF- é conhecida por regular varios processos
celulares como angiogénese, diferenciacdo e apoptose, além de estimular a
proliferacdo de fibroblastos e producdo da matriz extracelular, que pode resultar
em fibrose (Heldin et al., 1997).

Entretanto, Lessard et al. (2013) identificaram um novo papel do TGF-B1 na
adaptacao celular ao treinamento aerobico. Os autores mostraram que animais
adaptados ao treinamento aerdbico apresentam maiores niveis plasmaticos de
TGF-B1, e os animais com baixa resisténcia ao treinamento aerobico apresentam
baixos niveis plasmaticos da citocina, apos 8 semanas de treinamento.

Os resultados do presente estudo indicam conteudo similar do TGF-B1 nos
grupos treinadas, em ambos 0s musculos, sugerindo a capacidade de adaptacao
do musculo treinado a diferentes estimulos, como a imobilizacdo e remobilizacdo.

J& nos grupos sedentarias, a imobilizacdo aumentou o contetdo de TGF-f1 no
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musculo SOL (grupo Sl), mas nao foi relacionado ao aumento do TC. No musculo
GB verificou-se aumento no grupo sedentario (S).

No que concerne a tipagem de fibras musculares, sabe-se que as fibras do
tipo Il sdo mais afetadas durante o processo de envelhecimento, ao passo que
tendem a uma inervagdo deficiente ao longo do tempo (Degens, 2007). Em
contrapartida, a vista de seu perfil metabdlico as fibras do tipo | séo comumente
mais afetadas em condi¢cbes de desuso, como na imobilizagéo articular (Lieber,
2002; Tanaka, Kariya e Hoshino, 2004; Minamoto, 2005).

Embora néo tenha sido observada diferenca estatistica significativa entre a
AST das ratas sedentarias e treinadas (S x T), a medida de Hedges’ g aponta
efeito grande, inferindo maior AST nas ratas treinadas. No musculo SOL essa
tendéncia é confirmada pelo peso muscular, que foi significativamente maior nas
ratas treinadas comparado as sedentarias.

Os dados da analise morfométrica demonstram que no musculo GB (fibras
tipo I1), houve reducédo na AST apoés o periodo de imobilizacédo, tanto no grupo Sl
guanto no TI, quando comparados aos respectivos controles (S e T). Ja no
musculo SOL (fibras tipo 1), ndo foram observadas alteracées na AST no grupo TI,
mostrando que o treinamento prévio permitiu melhor adaptacdo do muasculo ao
estimulo negativo da imobilizagéo.

Todavia, a reducdo na AST do muasculo SOL de ratos foi relatada em
outros estudos, como o de Durigan et al. (2006) que avaliaram os efeitos da
imobilizacdo aguda (trés dias) sobre o perfil metabdlico e morfométrico dos
musculos da pata posterior de ratos jovens. Encontram uma reducéo de 31% na

AST das fibras do muUsculo SOL, além de aumento de 279% na densidade do TC
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intramuscular. Nesse estudo, concluiram que as alteracdes morfométricas sao
evidenciadas na fase aguda da imobilizacdo antecedendo as metabdlicas.

A vista disso, os resultados obtidos expdem que o protocolo de treinamento
prévio proposto, demonstrou efetividade na prevengdo da hipotrofia sobre o
desuso para as fibras tipo I, ndo reduzindo a AST do musculo SOL nas ratas do
grupo TIl, mas néo foi eficaz para minimizar a hipotrofia, além de ndo exercer
influéncia na aceleracdo da recuperacdo pés-imobilizacdo para as fibras tipo Il
(masculo GB).

No estudo de Nascimento et al. (2008) ao avaliar o efeito de um
treinamento prévio a imobilizacdo por natagdo, com 60 minutos de duracéo, trés
vezes na semana, com incremento de carga ( até 8% da massa corporal), durante
seis semanas, foi encontrado reducédo na proporcédo de fibras musculares do tipo
Il do masculo tibial anterior. Ja no masculo SOL, verificaram que o treinamento de
natacao causou aumento nas fibras do tipo IIA e diminuicdo nas fibras tipo I. Essa
divergéncia com os resultados do presente estudo pode ser explicada pela
auséncia de carga no treinamento.

Segundo Campos et al. (2002) um treinamento de forca (anaerobico) induz
ao aumento no tamanho das fibras musculares, que influencia diretamente na
massa muscular das fibras do tipo Il, com énfase em IIA. Dessa forma, as
respostas observadas nas fibras tipo Il no presente estudo relacionam-se com o
tipo de treinamento realizado, a natacao (aerébico).

O protocolo de remobilizacédo foi baseado no contexto de que o musculo
estriado esquelético requer maior tempo de recuperacdo do que O necessario

para causar a atrofia (Kannus et al., 1992; Milani et al., 2008).
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Os resultados demonstraram que a remobilizacdo por intermédio da
natacdo ndo contribuiu para a recuperacdo ao nivel basal da AST na fibra tipo I
(musculo GB) para ambos os grupos (SIR e TIR) e na fibra tipo | (misculo SOL)
para o grupo SIR, mesmo sendo realizado por aproximadamente o triplo do tempo
do periodo da imobilizagéo.

Nesse sentido, a recuperacdo pode estar prejudicada pela instalacdo do
processo de envelhecimento, que influencia na capacidade de regeneracao
muscular. Fatores como, o declinio na quantidade de células satélites quiescentes
no musculo esquelético, somado as dificuldades de sua ativacdo e proliferacao,
resultam no comprometimento da funcionalidade dessas células e,
consequentemente, na deficiéncia da capacidade regenerativa do musculo
esquelético de individuos idosos (Brack e Rando 2007; Degens, 2010).

Segundo Silva et al. (2009) a eficiéncia de uma dada contracdo é
determinada pela reserva muscular de glicogénio, assim, essa reserva €
fundamental na manutencdo das condi¢cdes energéticas. Sabe-se que a taxa de
ressintese muscular tanto do glicogénio quanto do triglicérides € aumentada por
meio do treinamento aerdbico (Kimber et al., 2003).

Figueira et al. (2007) em estudo realizado com ratos adultos buscaram
analisar o conteudo hepatico e muscular de triglicérides e glicogénio em ratos
treinados (aerdbico) sob o uso de dieta padrdo. Os animais foram submetidos ao
treinamento de natacéo, cinco vezes por semana, (1h/dia) e sobrecarga de 5% da
massa corporal, durante o periodo de quatro semanas. Os resultados mostraram
gue quatro semanas do treinamento proposto nao alterou significativamente os

estoques de glicogénio.
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No presente estudo com o protocolo de treinamento fisico aerdbico, trés
vezes na semana, com sessfes de 60 minutos, durante quatro meses também
nao foram observadas alteracbes entre as reservas de glicogénio das ratas
treinadas e sedentarias (S x T), corroborando com o estudo supracitado.
Entretanto, a medida de Hedges’ g apontou efeito grande ao grupo T com relagao
ao grupo S, observando-se valor maior aos animais treinados quando
comparados aos sedentéarios, indicando maior reserva glicogénica nos animais
submetidos ao treinamento aerodbico.

No que concerne a imobilizag&o articular os resultados obtidos referentes a
guantificacdo do glicogénio muscular divergem dos estudos encontrados na
literatura no musculo SOL e GB imobilizados em curto periodo de tempo, sete e
trés dias (Silva et al., 2009; Chingui et al., 2008; Durigan et al., 2006), em que,
observam-se reducdes nas reservas glicogénicas. Segundo Cancelliero et al.
(2005) os ajustes metabdlicos com a transicdo da homeostase para o quadro
critico da imobilizacdo sdo mais evidentes em sete dias de imobilizacao.

No presente estudo, ndo foram observadas alteracbes estatistica
significativas no contetdo de glicogénio para as fibras tipo Il (GB), sinalizando o
declinio da potencialidade de respostas das fibras tipo Il durante o processo de
envelhecimento. Todavia, por meio da medida de Hedges’ g é possivel identificar
o efeito grande do treinamento em todas as comparacfes entre 0S Qgrupos
treinados e sedentarios, reforcando a tendéncia da maior reserva de glicogénio
aos animais treinados, como o sugerido pela literatura (Figueira et al., 2007).

Ja para as fibras tipo | (SOL) observou-se aumento com a imobilizacéo (TI).
Resultado semelhante foi encontrado em estudo realizado por Silva et al. (2010)

gue utilizando o tratamento com IGF-1 (insulin-like growth fator) durante o periodo
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de imobilizagdo de sete dias, encontraram aumento expressivo nas reservas de
glicogénio (234,6%) nos animais imobilizados e tratados com o IGF com relac&o
ao grupo somente imobilizado.

O treinamento fisico em longo prazo promove alteracdes especificas ao
tecido muscular, incluindo o aumento das reservas energéticas (Kimber et al.,
2003). A modificacdo na atividade contrétil da fibra muscular com aumento da
sensibilidade periférica a insulina tem sido descrita como uma alteracédo
importante observada apos periodos de atividade fisica, sendo capaz de manter-
se aumentada por longo periodo de tempo posteriormente ao esfor¢o fisico
(Nakatani et al., 1997).

Além disso, é conhecido que o aumento na translocacdo do GLUT4
(transportador de glicose) de reservatérios no sentido da membrana € favorecido
pela sensibilidade das vias citosdlicas, concedendo um aumento na captacdo da
hexose, hipersensibilizacdo tecidual a insulina concomitante com a ativacao da
enzima glicogénio sintetase (Hussain et al., 1995; Silva et al., 2010).

Assim, a combinacdo do exercicio prolongado desencadear uma
hipersensibilidade periférica nas vias insulinicas com o fato dos animais treinados
e imobilizados (TI) serem capazes de realizar a contragdo muscular pela descarga
de peso, permitida pela ortese durante o periodo de inatividade, pode justificar o
aumento significativo do contetdo do glicogénio no grupo Tl no musculo SOL.

Nicholson e Watson (1984) descrevem que a reducdo na populacdo dos
receptores insulinicos das fibras tipo | do masculo esquelético pode ser observada
entre a terceira e oitava hora do desuso, gerando um comprometimento nas vias
citosdlicas ligadas a sintese de glicogénio, influenciando na resisténcia a insulina

e na reducdo das reservas energéticas. Posto isto, o treinamento aerébico foi
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eficaz para as fibras tipo | protegendo as reservas energéticas dos efeitos
deletérios da imobilizagdo comumente observados em fibras tipo I.

O aumento significativo com efeito grande pela medida de Hedges’ g do
conteudo de glicogénio no grupo TIR quando comparado ao SIR, indica que as
mudancas metabolicas ocasionadas pelo treinamento prévio, refletiram em longo
prazo, como sugerido pela literatura (Nakatani et al., 1997), favorecendo a
elevacao na reserva energética de glicogénio no retorno dos animais as sessdes
de treinamento.

As fibras musculares do tipo IlI, mais afetadas com o processo de
envelhecimento, ndo responderam ao treinamento proposto, sugerindo que o
treinamento de forga concomitante ao treinamento aerobico deve ser considerado
na pratica clinica, a fim de trabalhar efetivamente com todos os tipos de fibras
musculares.

Assim, para a manutencdo de um condicionamento muscular resistente e
preventivo sugere-se que os treinamentos fisicos direcionados a adultos e idosos
nao se limitem apenas aos exercicios aerdbicos (caminhada, hidroginastica,
corrida, etc.). Para melhor eficiéncia os treinos necessitam ser elaborados
priorizando a combinacdo de exercicios aerébicos (resisténcia) com exercicios
anaerobicos (que exijam forca).

Contudo, outros estudos devem ser realizados, a fim de comparar
treinamentos aerdbicos e anaerébicos com a mesma frequéncia semanal, e
também, com a associacdo dos dois treinamentos no mesmo modelo
experimental. Alem disso, outras andlises moleculares, como o contetdo de TNF
(inflamacao), metaloproteinases (matriz extracelular) e marcadores de radicais

livres, podem ser realizadas.
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6. CONLUSAO

O treinamento de natacdo proposto foi capaz de prevenir a hipotrofia no
musculo séleo submetido a imobilizacdo em curto prazo. Entretanto, o
treinamento ndo contribuiu de forma positiva no muasculo gastrocnémio fibras
brancas.

O contetdo da citocina TGF-1 e do glicogénio muscular aponta a
capacidade adaptativa do animal ao treinamento, indicando que o exercicio
regular, mesmo sem carga e realizado por trés vezes na semana € capaz de

promover efeitos positivos no masculo esquelético de ratas adultas.
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