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RESUMO

O alongamento € utilizado para prevenir e/ou reverter as alteracdes musculares
causadas pelo encurtamento muscular. A associacdo do alongamento ao frio ou
calor € empregada na prética clinica para tornar o mesmo mais efetivo, embora
ndo ha estudos relatando os efeitos desse procedimento nas adaptacbes de
sarcobmero e morfometria muscular. O objetivo deste estudo foi analisar o efeito
da associacédo de crio ou termoterapia ao protocolo de alongamento em musculo
previamente encurtado. Ratos machos Wistar foram divididos em grupos
Controle (C); Imobilizado (1); imobilizado + alongamento (A); imobilizado + gelo +
alongamento (G); e imobilizado + infra-vermelho + alongamento (IV). Os animais
tiveram o tornozelo imobilizado em flexdo plantar maxima por um periodo de 21
dias. O alongamento passivo foi realizado diariamente a partir do 15° dia de
imobilizacdo por um periodo de 40 minutos, durante sete dias. A aplicacdo dos
recursos fisicos foi realizada simultaneamente ao alongamento. No 22° dia do
experimento os animais tiveram o musculo séleo retirado, pesado e processado
para avaliagdo da area de secc¢dao transversa (AST) das fibras, da densidade do
tecido conjuntivo (TC) e das adaptagbes de sarcomero. A amplitude de
movimento (ADM) foi mensurada no primeiro e ultimo dia da aplicagdo do
alongamento. Andlise estatistica: ANOVA F seguido de Pos hoc Tukey e
Kruskal-Wallis seguido de Dunn (p<0,05). Os animais do grupo C obtiveram
ganho de peso corporal, enquanto que os animais dos grupos I, A, IV e G
apresentaram perda do mesmo. Com excecdo do grupo A, todos 0s outros
grupos apresentaram massa muscular significativamente menor quando
comparado ao grupo C (p<0,05). Todos os grupos submetidos a imobilizagéo
e/ou protocolos de alongamento apresentaram, no final do experimento,
menores valores de ADM em relacdo ao grupo C (p<0,0001). Entre os grupos
alongados, o grupo A apresentou maior ADM quando comparado aos grupos IV
e G (p=0,04). O grupo | apresentou adaptacbes do numero e extensdo do
sarcOmero e do comprimento muscular quando comparado ao grupo controle
(p=<0,0009). O grupo A apresentou valores de comprimento muscular e extensdo
de sarcdmero semelhante ao C, sendo que o numero de sarcOmeros foi maior
em todos os grupos submetidos ao alongamento, quando comparado ao grupo |
(p<0,0006). Com excegdo do grupo A, todos 0S outros grupos apresentaram
valores de AST menores que o grupo C (p<0,002). Além disso, o grupo A
apresentou valor de AST maior do que os grupos |, IV e G (p<0,00001). Todos
0s grupos imobilizados e tratados apresentaram maiores valores de densidade
de TC quando comparados ao grupo C (p<0,003), sendo o grupo G o que
apresentou valor mais proximo do grupo C. Embora a adaptacdo de sarcomero
pareca nao ser dependente do aquecimento e resfriamento muscular, a
alteracdo na densidade de TC mostrou-se responsiva ao alongamento
associado ao resfriamento, enquanto a area de seccdo transversa das fibras
respondeu com adaptacbes apenas ao alongamento sem associacdo de
recursos térmicos.

Palavras Chave: Imobilizacdo, Alongamento, Recursos Térmicos, Sarcbmero,
Morfometria muscular



ABSTRACT

Stretching is a common technique used to prevent and/or revert the muscular
alterations caused by muscular shortening. The association of stretching to cold
or heat is used in the practical clinic to improve the efficiency of stretching,
although there are no studies showing the effect of this procedure in sarcomere
adaptations and muscular morfometry. The aim of this study was to compare the
effect of the association of cryotherapy or thermotherapy to stretch protocol. Male
Wistar rats were divided into Control (C); Immobilized (I); immobilized +
stretching (A); immobilized + ice + stretching (G); immobilized + infra-red ray +
stretching (IV) groups. The animals had the ankle immobilized in maximum
plantar flexion for a E)eriod of 21 days. The passive stretch was carried daily,
beginning on day 15" after immobilization, for a period of 40 minutes, during 7
days. The application of ice and infra-red ray was applied simultaneously to the
stretching. On the 22" day of the experiment the soleus muscle was removed,
weighed and processed for evaluation of muscle fiber cross-sectional area
(CSA), connective tissue (CT) density and sarcomere adaptation. The range of
motion (ROM) was measured in the first and last day of the stretching. Statistic
Analysis: ANOVA F followed of Pos hoc Tukey, and Kruskal-Wallis followed by
Dunn (p<0,05). The animals of the C group showed an increase in body weight,
whereas the animals of I, A, IV and G groups showed loss of it. With exception of
the A group, all the other groups showed significantly decrease in muscle mass
when compared to C group (p<0,05). All groups submitted to immobilization
and/or stretching protocol showed, at the end of the experiment, lower values of
ROM in relation to C group (p<0,0001). The A group presented higher ROM
compared to IV and G groups (p<0,04). The animals of the | group showed
sarcomere adaptation when compared to the C group (p<0,0009). The A group
presented values of muscle and sarcomere length similar to the C group, and the
sarcomere number was increased in all groups submitted to the stretch, when
compared to the | group (p<0,0006). All groups, but the A one, presented lower
values of AST than C group (p<0,002). Moreover, the A group showed greater
values of AST than I, IV and G groups (p<0,00001). All the immobilized and
treated groups showed increased values of CT density than C group (p<0,003).
Moreover, group G presented decreased value of CT density than I, A and IV
groups (p<0,003). Although the sarcomere adaptation seems not to be
dependent on muscular heating and cooling, the change in connective tissue
density has been responsive only to the lengthening associated with cooling,
while the cross-sectional area suffered adaptations to stretch only when applied
without combination of thermal features.

Key Words: Immobilization, Stretching, Thermal resource, Sarcomere, Muscular
morfometry
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1 INTRODUCAO

O muasculo esquelético possui extraordinaria habilidade de
reestruturar-se metabolica e estruturalmente, adaptando-se a diferentes
estimulos aplicados a ele (Lieber, 2002).

Um exemplo desta adaptacdo pode ser observado apds a imobilizacdo
muscular. A imobilizacdo de um musculo na posicdo encurtada levara a
diminuicdo da sintese protéica, do nimero de sarcomeros em série, atrofia da
fibora muscular e proliferacdo do tecido conjuntivo, levando a reducdo da
amplitude de movimento articular (Williams e Goldspink, 1978; Spector et al.,
1982; Ansved, 1995).

Muitos estudos mostram a importancia do alongamento como fator
determinante para prevenir e/ou reverter as alteracbes causadas pelo
encurtamento muscular (Williams, 1990; Goldspink, 1999; Gomes et al., 2004).
O alongamento é capaz de promover aumento na extensibilidade muscular,
tendo acdo nas fibras musculares e tecido conjuntivo que as envolvem (De
Deyne, 2001).

O calor tem sido bem aceito como recurso para aumentar a amplitude
de movimento devido a sua funcdo fisioldgica de aumento da extensibilidade do
colageno e do fluxo sanguineo, diminuicdo da percepcao de dor e dos espasmos
musculares (Halvorson, 1990; Prentice, 2002). Outras pesquisas mostram que o
frio também é efetivo no aumento da mobilidade articular, sendo este causado

pela diminuicdo da dor e do espasmo muscular (Olson e Stravino, 1972;
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Prentice, 2002).

Deste modo, a associacdo de frio e calor com técnicas de
alongamento é tema de varios estudos (Minton, 1993; Taylor, Waring e
Brashear, 1995), entretanto os resultados encontrados sdo adversos. Além
disso, estes estudos utilizaram a goniometria para avaliacdao do efeito do
alongamento no musculo, sendo esta uma medida subjetiva da condicéo
muscular, ndo sendo encontrado na literatura os efeitos da associacdo do
alongamento com recursos térmicos na morfologia do muasculo esquelético e
adaptacdes do sarcémero.

Com base no exposto, torna-se importante avaliar as adaptacoes
musculares apos aplicagdo de alongamento associado a recursos térmicos em

musculo previamente encurtado.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.8Estrutura Muscular

O musculo esquelético consiste de um dos tipos de células mais
ordenados e estruturalmente especializados, sendo esta caracteristica
importante devido a sua funcdo altamente especializada para producéo de forca
e movimento (Alter, 1999; Lieber, 2002).

O tecido classificado como musculo esquelético consiste de fibras
musculares (miofibras) alongadas e de forma cilindrica. A miofibra encontra-se
envolvida pelo tecido conjuntivo chamado endomisio. Os feixes de miofibras
formam os fasciculos que s&o envoltos pelo perimisio, sendo o conjunto de
fasciculos circundados por uma bainha de tecido conjuntivo denominada
epimisio (Purslow, 2002; Okita et al., 2004).

As miofibras consistem de milhares de miofibrilas que sdo compostas
de sarcomeros organizados em série, 0s quais S0 0S mecanismos contrateis do
musculo (Alter, 1999).

Os sarcébmeros medem aproximadamente 2.3 um de comprimento e
repetem-se em um padrdo especifico em cada miofibrila. S&o compostos por
filamentos protéicos finos e grossos e apresentam um limite na extremidade que
€ chamado de banda-Z. Assim, o segmento entre duas bandas-Z é representado
pelo sarcomero, a unidade funcional de uma miofibrila. Em alta resolucéo, a

linha Z tem aparéncia de ziguezague e isso ocorre porque os filamentos finos de
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cada lado da linha Z ndo séo colineares, ou seja, os filamentos de actina de um
sarcbmero se unem a linha Z em pontos diferentes que os filamentos
adjacentes. Essa configuracdo permite consideravel variacdo no diametro
miofibrilar, aumentando ou diminuindo a separacéao lateral entre os filamentos.
Essa maleabilidade estrutural pode, possivelmente, contribuir para a elasticidade
dos musculos (Smith, Weiss e Lehmkuhl 1997).

Além disso, 0 sarcomero é composto por mais quatro bandas. A
banda-lI contém filamentos de actina, titina e pontes-l. A banda-A corresponde
ao comprimento dos filamentos de miosina e o centro desta € ocupado pela
zona-H, que define as extremidades dos filamentos de actina. Por fim, existe a
linha-M encontrada no centro do sarcémero e que corresponde a varias pontes-
M (Alter, 1999).

O filamento fino possui, além da actina, outros componentes
protéicos, como a nebulina, troponina e tropomiosina, que Sao responsaveis por
regular a ligagcdo dos filamentos. Ja o filamento grosso, miosina, apresenta
numerosas projecoes laterais que se estendem na direcdo dos filamentos de
actina formando as pontes cruzadas, responsaveis pela tensdo muscular (Alter,
1999).

Os filamentos de actina e miosina possuem propriedades elasticas
reduzidas que limitam a extensibilidade muscular (Gajdosik, 2001). Segundo a
teoria do filamento deslizante original, os filamentos finos e grossos
simplesmente movem-se ou deslizam um sobre o outro, variando o grau de

sobreposicédo durante o alongamento. Entretanto, durante a mudanca no
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comprimento do sarcébmero os filamentos de actina e miosina mantém seu
tamanho original (Alter, 1999). Além disso, os filamentos permanecem unidos
por pontes cruzadas que influenciam na extensibilidade passiva de um musculo
(Hill, 1968).

Um outro filamento de importancia para o sarcomero € a titina, um
filamento conectivo que se estende da linha-Z até a linha-M, ou seja, do final ao
centro do sarcomero. A titina pode ser dividida em duas regides: uma que se
encontra na banda | e outra que se encontra na banda A, sendo a primeira mais
maleavel enquanto que a segunda encontra-se firmemente ligada aos filamentos
grossos, ocasionando maior rigidez ao filamento de titina nesta porgcéo (Lieber,
2002).

Ja a desmina, outra proteina presente no sarcomero, é o principal
filamento intermediario do musculo esquelético e prové um suporte ao
citoesqueleto sarcomeérico que permite transmissdo de forca eficiente de uma
miofibrila para a adjacente (Lieber, 2002).

Como as fibras musculares possuem intima relagdo com o tecido
conjuntivo intramuscular, o comportamento elastico € também determinado

pelas estruturas do tecido conjuntivo (J6zsa et al., 1990).

2.9 Tecido Conjuntivo

O tecido conjuntivo intramuscular, composto por matriz extracelular,

desempenha papel importante na estrutura muscular, pois circunda as fibras e
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fasciculos mantendo-os unidos, contribuindo assim para a transmissao de forca
durante a contragdo muscular (Jarvinen et al., 2002).

As células mais comuns encontradas nesse tecido sdo o0s
fibroblastos, responsaveis pela producdo de fibras importantes para o sistema
musculo esquelético, como as de colageno e elastina. Os coldgenos
desempenham papel extremamente importante na manutencao da integridade
estrutural do musculo e, além disso, sdo responsaveis pela resisténcia a tenséo
(Dutton, 2006).

Como citado anteriormente, miofibras, feixes e fasciculos musculares
sdo envoltos por tecido conjuntivo. Atualmente sdo conhecidos 19 tipos de
colageno (Takala e Virtanen, 2000), com predominio do tipo | no epimisio que é
mais tolerante ao estresse e apresenta alta forga ténsil e elasticidade reduzida,
sendo, portanto, o mais adaptado para a transmissao de forga. O colageno tipo
[l predomina no perimisio e endomisio (Salonen et al., 1985), apresentando
fibras com maior elasticidade e menor espessura (Han et al., 1999).

Ao contrario do sarcomero, a fibra colagena apresenta apenas um
leve grau de extensibilidade, podendo chegar a uma extensdo de
aproximadamente 3% (Ramachandran, 1967, citado por Alter 1999). A extensao
do colageno ocorre inicialmente através de um ajustamento das fibras e um
deslizamento gradual de uma fibra em relacéo a outra, resultando em um ajuste
do elo intermolecular e aumento da resisténcia ao alongamento adicional. Se
houver continuidade no alongamento, sera alcancado um ponto em que todas as

forcas intermoleculares séo superadas e o tecido se rompe (Weiss e Greep,
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1983).

Quando uma articulacdo é imobilizada ocorrem alteragcdes na
estrutura quimica do tecido conjuntivo, como diminuicdo do volume de agua e
glicosaminoglicanas, o que provoca diminuicdo da distancia ideal entre as fibras
colagenas. Em consequéncia disso, as fibras do tecido conjuntivo entrardo em
contato umas com as outras estabelecendo ligacbes cruzadas anormais,
resultando na perda da extensibilidade e um aumento na rigidez do tecido
(McDonough, 1981).

O colageno €&, em parte, responsavel pela flexibilidade muscular
devido a organizacdo de suas fibras (Kjaer, 2004), tornando-se necessario
manter a densidade do tecido conjuntivo adequada no musculo, ja que tanto o
excesso quanto a diminuicdo desta proteina acarretam prejuizos na funcéo

muscular.

2.10 Resposta muscular aimobilizagéo

A imobilizacdo articular tem sido utilizada h& muitos anos para o
tratamento de fraturas 0sseas e tecidos lesados. Entretanto, a imobilizacéo traz
varias alteracBes ao musculo esquelético, ja que este € um dos tecidos mais
adaptaveis do corpo (Lieber, 2002). Por esse motivo, inUmeros experimentos
foram realizados para o estudo da resposta muscular & imobilizacéo.

Em 1972, Tabary e colaboradores realizaram experimentos com

musculo séleo de gatos imobilizando-os em diferentes comprimentos
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musculares, e observaram que a posi¢ao encurtada resulta em um aumento da
resisténcia muscular ao alongamento passivo.

Williams e Goldspink (1978) e Williams (1990) mostraram que ocorre
diminuicdo do numero de sarcomeros em série, atrofia muscular e proliferacéo
de tecido conjuntivo em animais que tiveram o musculo so6leo imobilizado na
posicao encurtada por trés semanas.

Em outro estudo realizado por Williams e Goldspink (1984) foi
possivel observar diminuicdo do numero de sarcOmeros em série, além do
aumento do tecido conjuntivo intramuscular, com consequiente aumento da
rigidez muscular, em apenas duas semanas de imobilizagdo do musculo séleo
de animais na posi¢ao encurtada.

Para determinar as diferencas da resposta muscular a imobilizacdo
em posicoes variadas, Spector e colaboradores (1982) realizaram experimentos
em musculo soleo de animais e observaram aumento do tecido conjuntivo
intramuscular somente quando o musculo era imobilizado na posicdo de
encurtamento.

Kannus e colaboradores (1998) observaram que a imobilizacdo na
posicao de encurtamento do musculo séleo por sete dias resultou em diminui¢ao
da massa muscular em 37%. JA Gamrin e colaboradores (1998) e Williams e
Goldspink (1971) observaram diminuicdo da massa muscular nas primeiras 48h
de imobilizacéo, além de diminui¢do da forca muscular neste mesmo periodo.

Esta diminuicdo da massa muscular € resposta desencadeada pelo

musculo que permanece em desuso por um longo periodo, quando a taxa de
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degradacdo de proteinas contrateis ocorre mais rapidamente que a taxa de
sintese, resultando na hipotrofia muscular. Deste modo, a hipotrofia é
caracterizada por uma perda de massa muscular, que usualmente envolve

diminuicdo na area de secc¢do transversa das miofibras (Grounds, 2002).

A hipotrofia da fibra muscular, aumento do tecido conjuntivo,
diminuicdo da extensibilidade muscular e limitagdo de movimento foram
alteracdes encontradas por Williams et al. (1988), em experimento realizado com
0 musculo séleo de coelhos imobilizados na posicdo encurtada por um periodo
de sete dias.

Coutinho e colaboradores (2004), apés imobilizagdo do musculo séleo
de ratos na posi¢cdo encurtada por trés semanas, observaram diminuicdo do
peso corporal e muscular, do comprimento muscular, do nimero de sarcomeros
em série, da area de secc¢do transversa e um aumento no comprimento do
sarcomero.

Baseado nos experimentos relatados na literatura é possivel observar
gue o musculo sofre varias alteracbes quando imobilizado na posicdo de
encurtamento, sendo elas: diminuicAo da sintese protéica, numero de
sarcomeros em seérie (Williams e Goldspink, 1978), comprimento muscular
(Coutinho et al., 2004), amplitude de movimento (Williams et al., 1988), forca
muscular (Gamrin et al., 1998), peso corporal e muscular (Coutinho et al., 2004)
e area de seccgdo transversa (Gomes et al.,, 2004), além de um aumento da
rigidez muscular (Tabary et al., 1972), do comprimento do sarcémero (Coutinho

et al., 2004) e da densidade do tecido conjuntivo (Williams, 1990).
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Como o comprimento dos filamentos de actina e miosina sé&o
constantes, a adaptacdo do musculo para um comprimento funcional diferente
ocorre por meio da alteracdo do numero de sarcOmeros em série, com o intuito
de manter o correto comprimento do sarcébmero em relacdo ao musculo como
um todo (Tabary et al.,, 1972; Goldspink, 1976), sendo essa uma resposta
miogénica a quantidade de tensdo passiva a qual o musculo esta submetido
(Goldspink, 1974; Goldspink, 1976; Williams e Goldspink, 1976). Dessa forma, o
musculo teria condicdes de gerar tensdo maxima mesmo em sua nova posi¢ao e
comprimento.

Goldspink e Williams (1979) mostraram que a imobilizagdo resultou
em um aumento na quantidade de tecido conjuntivo. Além disso, Williams e
Goldspink (1984) relataram que as fibras de colageno no musculo imobilizado
estavam ajustadas em um &angulo mais agudo que as fibras musculares de
musculos normais, o que resulta na diminuigdo da extensibilidade muscular.

Contudo, Tabary e colaboradores (1972), Goldspink (1976) e
Goldspink e Williams (1979) sugerem que a diminuicdo da extensibilidade
previne o musculo de ser super alongado subitamente, ja que o alongamento em
um musculo encurtado poderia romper com as interdigitacdes entre actina e
miosina, lesando permanentemente o musculo.

A diminuicdo de pesos corporal e muscular esta, provavelmente,
relacionada com o desuso e hipotrofia muscular causada pela imobilizagdo que
poderia ter levado o animal a se alimentar menos pela dificuldade na

movimentacdo, pela diminuicdo da sintese protéica como resposta a
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hipoatividade ou pelo estresse causado pela imobilizagdo (Coutinho et al., 2004).

2.11 Alongamento Muscular

Uma questao importante para reabilitacdo muscular € como prevenir
os efeitos deletérios da imobilizacdo sobre o musculo esquelético.

Muitos estudos tém relatado a importancia do alongamento como
forma de prevenir ou até mesmo reverter as alteracdes causadas pela
imobilizagcdo na posigédo encurtada (Williams, 1990; Goldspink, 1999; Gomes et
al., 2004). O alongamento é conhecido também como um importante aspecto de
condicionamento fisico amplamente usado no tratamento e prevencdo de
lesbes, sendo, portanto, uma ferramenta importante na reabilitacao fisica.

Williams (1988), realizou experimento em musculo soleo de animais
gue foram apenas imobilizados na posi¢cado encurtada e outro grupo de animais
gue foram imobilizados e alongados a cada dois dias por meio da dorsiflexdo
maxima por 15 minutos. Apés 10 dias de experimento, foi possivel observar que
a amplitude de movimento era significativamente maior no grupo alongado que
no grupo apenas imobilizado, a taxa de tecido conjuntivo no grupo alongado nao
sofreu alteracdes significativas comparadas com grupo controle, e com relagéao
ao numero de sarcomeros em série ndo houve diferencas significativas quando
comparado o grupo imobilizado com o grupo imobilizado e alongado. Foi
encontrado, portanto, que o tratamento preveniu alteracdes no tecido conjuntivo,

mas nao impediu a reducéo no comprimento da fibra muscular.
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Em outro experimento, Williams (1990) aplicou alongamento diario de
1/4h, 1/2h, 1h e 2h, em diferentes grupos de animais imobilizados na posicéo de
encurtamento. Apds duas semanas de experimento, foi observado que o grupo
que recebeu alongamento de 1/4 h obteve aumento na amplitude de movimento
e pequena perda de sarcomeros em série. Nos grupos em que o alongamento
teve periodo de 1/2h e 1h houve manutencdo da amplitude de movimento
normal e prevencdo da perda de sarcbmeros em série. JA& com o alongamento
de 2h ocorreu aumento de 10% no numero de sarcOmeros.

Com intuito de entender como o tecido conjuntivo responde aos
efeitos do alongamento e da contracdo muscular, Williams et al. (1988)
aplicaram protocolo de alongamento e estimulagdo elétrica em musculo
previamente encurtado. O grupo de animais submetido a estimulacdo
apresentou perda mais acentuada no numero de sarcomeros em serie, mas nédo
apresentou alteragdes no tecido conjuntivo. JA o grupo alongado mostrou
aumento no numero de sarcobmeros em série e nenhuma alteragdo no tecido
conjuntivo. Portanto, o acumulo de tecido conjuntivo que ocorre em musculos
inativos pode ser prevenido por estimulacao ativa ou alongamento passivo. Além
disso, foi concluido que a diminuicdo de sarcémeros em série ocorre também
em musculos que trabalham em amplitude reduzida de movimento, como na
associacdo da imobilizacdo e estimulagéo elétrica.

Em estudo realizado com alongamento intermitente no musculo
grande dorsal de aves, Antbnio e Gonyea (1993) observaram que houve

aumento na area da fibra muscular para todos os periodos utilizados em seu
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experimento, ou seja, 12, 16, 20, 24 e 28 dias de alongamento. Portanto, o
alongamento pode induzir também a hipertrofia das fibras musculares.

A hipertrofia, que é caracterizada por um aumento na massa muscular
e da area de seccao transversa (Russel et al., 2000), resulta, na maioria dos
casos, de um aumento no numero de filamentos de actina e miosina em cada
fibra muscular. Este aumento dos elementos contrateis ocorre, geralmente, em
resposta a contracdo muscular préxima de sua forca maxima. Quando o
musculo € alongado ocorre um acumulo de RNAm de miosina oxidativa lenta na
terminacao das fibras. Esse acimulo de RNAm esta relacionado com a sintese
de proteinas contrateis, na rapida unido de sarcoOmeros e na determinacdo da
extensdo das miofibrilas (Dix e Eisenberg, 1990). O efeito do alongamento na
sintese protéica também foi observado por Goldspink (1977).

Coutinho e colaboradores (2004) compararam grupos de animais que
tiveram o musculo sdleo imobilizado na posi¢cdo encurtada por trés semanas
com grupo de animais que foram imobilizados e submetidos a procedimento de
alongamento por 40 minutos a cada trés dias. Nao foi possivel observar
diferencas significativas em relacdo ao comprimento muscular e namero de
sarcOmeros em série entre 0s grupos, contudo 0s animais submetidos ao
alongamento apresentaram reducéo da atrofia.

Em 2004, Gomes e colaboradores mostraram que o alongamento
realizado apenas uma vez por semana, durante 40 minutos, em musculo séleo
de animais imobilizados pelo periodo de trés semanas na posi¢cao encurtada ndo

foi eficiente para prevenir a reducdo do peso muscular e do namero de
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sarcOmeros em serie, mas promoveu protecdo contra a atrofia da fibra muscular.
Os autores sugerem que o0 alongamento muscular regula o numero de
sarcOmeros em série e a area de seccao transversa por mecanismos diferentes.

Outros estudos de Goldspink (1999) e Goldspink, Williams e Simpson
(2002) também mostraram a importancia do alongamento na prevenc¢do da
proliferacdo do tecido conjuntivo, atrofia da fibra muscular e perda de
sarcOmeros em série de musculos imobilizados.

Um programa de alongamento progressivo e intenso, no qual o
movimento excede a amplitude de movimento possivel, resultard em adaptacdes
do sistema musculo-esquelético levando ao aumento da flexibilidade, que é

simplesmente um resultado do alongamento.

2.12 Flexibilidade

A palavra flexibilidade é derivada do latim flectere, que significa
curvar-se. Na area da saude, flexibilidade refere-se a extensibilidade dos tecidos
periarticulares para permitir movimento normal ou fisiolégico de uma articulacao
ou membro (Alter, 1999).

Existem outras definicbes para flexibilidade, como a capacidade de
uma articulagdo para mover-se com fluidez em sua maxima amplitude de
movimento (Heyward, 1984), ou ainda a habilidade de um musculo para relaxar

e ceder a uma forca de alongamento (Kisner e Colby, 1992). Uma maneira de
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mensurar a flexibilidade é por meio da goniometria, que é a mensuracdo da
amplitude de movimento da articulacéo (Alter, 1999).

Um componente importante que permite a obtencdo da amplitude
maxima de movimento é a extensibilidade passiva, definida como a habilidade
do musculo esquelético em alongar-se permitindo um comprimento muscular
maximo, com ou sem ativacdo muscular (Gajdosik, 2001).

Quando um musculo em repouso € passivamente alongado, €
produzida uma resisténcia pela propriedade passiva, o que influencia na
extensibilidade passiva. Os fatores responsaveis por essa resisténcia podem ser
a tensdo de repouso filamentar produzida pelas pontes cruzadas de actina e
miosina ou pela resisténcia dos proprios filamentos; o alongamento de proteinas
nao contrateis como a desmina e titina, bem como a deformacdo do tecido
conjuntivo existente no musculo (Gajdosik, 2001).

Os filamentos de actina e miosina encontram-se unidos por pontes
cruzadas, entretanto, o estado de ligacdo entre eles depende do grau de
contragdo muscular. Quando o musculo encontra-se relaxado, em repouso, 0
estado de ligacao é considerado fraco, ja durante a contragdo muscular ocorre
uma forte ligacéo entre os filamentos de actina e miosina. Desta forma, o estado
de ligacdo entre os filamentos ou o grau de contragdo muscular influenciam na
extensibilidade passiva, sendo observado respostas distintas na resisténcia
passiva ao alongamento dependente do estado de contragcdo e comprimento do

sarcébmero (Proske e Morgan, 1999).
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Sabe-se que os filamentos de actina e miosina apresentam
propriedades elasticas reduzidas, e durante a mudanca no comprimento do
sarcOmero os filamentos mantém seu tamanho original, contribuindo para a
limitacdo na extensibilidade passiva (Alter, 1999).

A titina, outra proteina responsavel pela resisténcia passiva ao
alongamento, estd em uma posi¢ao para produzir tensao de repouso e fornecer
forca que tende a centralizar os filamentos grossos dentro do sarcomero
(Horowits,1992). Em uma situacdo de alongamento, a regiao da titina ligada aos
filamentos grossos comporta-se rigidamente, enquanto que a regido da molécula
gue se encontra na banda | € elastica e contribui para o comprimento
aumentado do sarcomero (Furst et al., 1988; Itoh et al., 1988). As muitas
isoformas de titina possuem tamanho e comprimento variados, determinando
assim quando os sarcomeros irdo desenvolver tensdo de repouso sob
alongamento e onde o sarcOmero ir4 ceder por estresse.

Wang et al. (1991) mostraram que enquanto o sarcomero estende-se,
0 segmento extensivel de titina € sensivel a este deslocamento por meio de seu
alongamento. Com o aumento do alongamento, 0 segmento extensivel torna-se
mais longo pelo recrutamento da titina inextensivel, quando sua ancoragem aos
filamentos grossos comeca a deslizar ou quando as extremidades distais dos
filamentos grossos tornam-se distorcidas.

Confirmando os achados de Wang et al. (1991), Pollack (1990) citado
por Alter (1999), observou que no inicio do alongamento o musculo € mais

extensivel pois a titina ndo é estendida. Com o aumento da amplitude de
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alongamento ocorre a cristalizagdo da tropomiosina, 0 que a torna rigidamente
inextensivel, mantendo o sarcémero dentro de sua amplitude de comprimento de
trabalho. Se o aumento na amplitude persistir, a tropomiosina rompe-se e a titina
torna-se responsavel pela manutencdo da integridade do sarcOmero até que
seja feito o reparo da tropomiosina. Desta forma, € possivel concluir que a titina
€ responsavel também por causar aumento da resisténcia que influencia a
extensibilidade passiva.

J4 a desmina, que é o principal filamento intermediario do musculo
esquelético e prové um suporte ao citoesqueleto sarcomérico (Lieber, 2002), é
responsavel pela unido das linhas Z tanto de forma radial como longitudinal,
além de realizar ligagbes entre a miofibrila e outras estruturas, como a
mitocdndria, ndcleo, sarcolema e costameros (Shah et al., 2004).

Desta forma, quando ocorre alteracdo no comprimento do sarcémero,
a desmina contribui para o aumento da resisténcia passiva ao alongamento
devido a sua ligacao radial e longitudinal (Gajdosik, 2001)

Devido a importancia da desmina para a estrutura miofibrilar, Shah et
al. (2001) estudaram a influéncia desta na adaptacdo do mdusculo séleo
imobilizado por quatro semanas, e observaram que houve reducédo de 26% no
namero de sarcOmeros em série nos musculos normais e 12% nos musculos
knockout (sem desmina). Observaram também reducdo de 25% na éarea de
seccdo transversa dos musculos normais e 44% nos knockout. Entretanto, os

autores concluiram que a desmina ndo € essencial na resposta muscular a
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imobilizacdo, mas especulam que a mesma possui importancia na regulacéo da
organizacao dos sarcomeros.

Em outro estudo, Shah et al. (2002) observaram a resposta do
musculo extensor digital longo ao alongamento em animais normais e knockout,
Os animais knockout apresentaram aumento no desalinhamento dos discos Z e
no comprimento do sarcémero, sugerindo que a desmina possui papel
importante na organizacdo lateral miofibrilar durante carga mecanica,
influenciando na resisténcia passiva ao alongamento.

Ja o tecido conjuntivo, que envolve miofibras, feixes e fasciculos
musculares, é constituido principalmente por fibras colagenos (Dutton, 2006)
gue apresenta apenas um leve grau de extensibilidade, podendo chegar a uma
extensdo de aproximadamente 3% (Ramachandran, 1967, citado por Alter
1999). Além disso, o endomisio e perimisio apresentam fibras em diferentes
dire¢bes (Jarvinen et al., 2002), e no inicio do alongamento ocorre um ajuste
destas fibras, aumentando a resisténcia ao alongamento adicional (Weiss e
Greep, 1983). Desta forma, os trés tipos de tecido conjuntivo contribuem para a
resisténcia passiva, entretanto, o perimisio € considerado o maior responsavel
pela limitacdo da extensibilidade (Borg e Caulfield, 1980; Purslow, 1989).

Além dos fatores citados, a extensibilidade passiva encontra-se
reduzida em situacOes de imobilizacdo (Tabary et al., 1972), controle muscular
inadequado (Alter, 1999), sedentarismo e envelhecimento (Wilmore, 1991),
sendo necessaria intervencdo terapéutica para manutencdo das caracteristicas

musculares adequadas (Gajdosik, 2001).



28

2.13 Viscoelasticidade

A elasticidade € a propriedade que faz com que um tecido retorne a
sua forma ou tamanho original quando uma forca é removida. E medida como a
guantidade de forca contraria dentro do préprio material. A verdadeira
elasticidade é representada pelo modelo de Hooke que representa a natureza
reversivel de um material elastico no qual a deformacéo € proporcional somente
a forca aplicada (Taylor et al., 1990).

Existem materiais que ndo sdo perfeitamente elasticos e, ao ser
aplicada uma forga além do limite elastico, que € o menor valor de estresse para
produzir tensdo permanente no corpo, o material estressado ndo retornara ao
seu estado original, levando a uma deformacgéo tecidual permanente mesmo
apos a forca ser removida. Contudo, quando o estresse aplicado & levemente
além do limite elastico, ocorre uma deformagdo sem estresse adicional (Alter,
1999).

Um material possui também a propriedade de deformar-se
permanentemente quando sobrecarregado além de sua amplitude elastica,
sendo esta propriedade conhecida como plasticidade. Apos o limite de sua
amplitude elastica, ocorrem deformacdes consideraveis com pouco aumento de
forca, sem tendéncia para a recuperacao (Alter, 1999).

A viscosidade € a propriedade dos materiais para resistir a cargas que

produzem cisalhamento. O modelo de um pistdo hidraulico, conforme proposto
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por Newton, representa um material viscoso no qual a taxa e duragdo da
aplicacéo de forca sobre ele influenciam nas mudancas de seu comprimento
(Taylor et al., 1990). Reduzindo a viscosidade de um tecido é possivel obter uma
extensibilidade aumentada (Alter, 1999).

Entretanto, muitos materiais ndo sdo perfeitamente elasticos ou
plasticos e apresentam uma combinacdo de elasticidade e viscosidade, ou seja,
viscoelasticidade. Se um material viscoelastico € alongado e mantido em um
comprimento constante, o estresse interno do material, ou for¢a existente nesse
comprimento, diminui gradualmente, sendo este decline chamado de
relaxamento de estresse viscoelastico (Taylor et al., 1990).

Quando o material viscoelastico é submetido a baixas cargas, o
mesmo apresenta comportamento elastico, pois mantém algum grau de tensao.
Com cargas mais altas a resposta apresenta-se de forma plastica; ja com cargas
aplicadas durante um periodo de tempo, o tecido exibe uma deformacéo
viscosa, ou seja, a tensao diminui com o tempo (Alter, 1999; Taylor et al., 1990).

Segundo Frost (1967), citado por Alter (1999), a curva de estresse-
tensdo de um material elastico € idéntica durante as fases de carregamento e
descarregamento. JA& um material viscoelastico apresenta um fenémeno
chamado histerese que é associado a perda de energia durante os ciclos de
carga e descarga. Ou seja, uma maior energia é absorvida durante a fase de
carregamento do que é dissipada na descarga.

Garde (1988), citado por Alter (1999), afirma que a histerese € o efeito

desejado daqueles procedimentos que produzem deformacdo benéfica para
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uma posicao mais eficiente.

Segundo Sapega, Quedenfeld e Moyer (1981), os fatores influentes
na propor¢cao de alongamento plastico e elastico sdo a quantidade de forca
aplicada, duracdo da forca e a temperatura do tecido. Assim, para um
alongamento elastico sdo necessarios alta forga, curto tempo e baixa
temperatura, e para um alongamento plastico baixa forca, longo tempo e alta
temperatura.

Como muitos tecidos biolodgicos, o0 musculo age como um material
viscoelastico. Portanto, se um musculo for alongado em comprimento mantido
constante, a forgca necessaria para manter esse alongamento diminui ao longo
do tempo, pois a tensao passiva do musculo diminui (estresse de relaxamento) e
0 seu comprimento € aumentado. Entretanto, quando a forca é removida, 0
musculo retorna vagarosamente ao comprimento original. Magnusson, Aagard e
Nielson (2000) mostraram que o alongamento estatico de 45 segundos
promoveu relaxamento do estresse viscoelastico instantaneo de 18 a 20%,
porém o comprimento muscular original retornou ao valor prévio ao alongamento
em menos de 1h.

Kisner e Colby (1992) afirmam que os ganhos com alongamento de
curta duracdo sao transitérios e atribuidos a uma folga temporéria entre a actina
e miosina. Ja alongamentos com mais de 20 minutos de duracao trariam ganhos
mais duradouros, pois um material exposto a alongamento deforma de acordo
com suas propriedades viscoelasticas, e quando uma forga relativamente baixa

€ sustentada por um longo periodo, a maioria dos materiais deforma de maneira
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tempo-dependente. Segundo Woo e Young (1991), citado por Roséario, Marques
e Maluf (2004), se a forca é interrompida, o material retorna ao seu comprimento
original também de forma tempo-dependente.

Imediatamente ap6s o alongamento ocorre aumento da amplitude de
movimento por meio de um decréscimo na viscoelasticidade e aumento na
tolerancia ao alongamento. Em longo prazo esse aumento na amplitude ocorre
nao so pela viscoelasticidade, mas também devido a adicdo de sarcomeros em
série (Shrier e Gossal, 2000).

O tecido conjuntivo também apresenta comportamento viscoelastico,
e a temperatura possui influéncia significativa no comportamento mecanico do
tecido sob estresse de tracdo. Com o0 aumento da temperatura, ocorre
diminuicdo da rigidez e aumento da extensibilidade (Laban, 1962, citado por
Alter, 1999). Em altas temperaturas (40 °C) ocorre uma transicado térmica na
microestrutura do coldgeno que aumenta significativamente o relaxamento do
estresse viscoso do tecido colagenoso, permitindo maior deformacéo plastica
guando o mesmo é estendido (Rigby et al., 1959, citado por Alter, 1999; Mason
e Rigby, 1963, citado por Alter, 1999). Acredita-se que nessa transicao térmica a
juncao intermolecular torna-se parcialmente desestabilizada, aumentando as
propriedades viscoelasticas do tecido colagenoso (Rigby, 1964, citado por Alter,

1999).
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2.14 Resposta Muscular ao Calor e Frio

Vérios pesquisadores tém utilizado a associacdo de alongamento com
calor ou frio para 0s estudos desses recursos nas respostas musculares
(Chambers, 1969; Sapega, Quedenfeld e Moyer, 1981; Minton, 1993; Brodowicz,
Welsh e Wallis, 1996; Burke et al., 2001; Brucker et al., 2005; Usuba et al., 2006,
Brasileiro, Faria e Queiroz, 2007).

O calor é responséavel pelo aumento da extensibilidade do colageno,
aumento do fluxo sanguineo, diminuicdo da percepcdo de dor, dos espasmos
musculares e da viscosidade do tecido, resultando no aumento da amplitude de
movimento (Lentell et al., 1992; Prentice, 2002) sendo, portanto, muito utilizado
na pratica clinica.

Peres e colaboradores (2002) realizaram mensuracdo da amplitude
de movimento em trés grupos experimentais: alongado; alongado associado a
diatermia de ondas curtas; e alongado, diatermia e aplicagdo de gelo. A
diatermia aplicada previamente ao alongamento mostrou-se mais efetiva no
aumento da amplitude de movimento quando comparado com 0 grupo apenas
alongado. Entretanto, no grupo em que fora aplicado gelo nos 5 minutos
restantes do tempo do alongamento ndo ocorreu beneficios com relacdo ao
aumento da amplitude de movimento.

Draper e colaboradores (2002) compararam o efeito do alongamento
associado simultaneamente a diatermia com grupo apenas submetido ao

alongamento sobre a flexibilidade do musculo isquiotibial. Esse estudo n&o
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mostrou diferenca significativa entre os grupos, alegando ser necessario mais
estudos com relacdo ao tempo de aplicacdo dos métodos.

Em 2005, Brucker e colaboradores observaram o tempo de
manutencao do ganho na flexibilidade do tornozelo de estudantes e os efeitos da
associacdo simultanea da diatermia nessa manutencdo. Apds um periodo de
alongamento de 18 dias, eles observaram que o ganho de flexibilidade
permanece pelo menos trés semanas apos o tratamento, contudo, a diatermia
nao influenciou nessa retencéao.

Em experimento animal com ratos, Usuba e colaboradores (2006)
compararam duas modalidades de calor aplicadas apds o desenvolvimento de
contratura de joelho resultante de imobilizagdo. A aplicacdo do alongamento
iniciou-se no 42° dia apdés a imobilizacdo, sendo realizada trés vezes por
semana durante duas semanas. Os animais tiveram a pata posterior alongada
durante 20 minutos com aplicacdo simultdnea dos recursos terapéuticos
utilizados (terapia infravermelha e ultra-som). A utilizagdo dos recursos mostrou
aumento significativo na amplitude de movimento comparado com 0 grupo
apenas alongado, ndo sendo, entretanto, encontrado diferencas entre as
modalidades terapéuticas.

As divergéncias encontradas nos estudos podem ser devido as
diferencas nos protocolos de alongamento, tipo de recurso termoterapéutico
aplicado, temperatura alcancada, condicdo da articulacdo e do musculo
alongado.

A crioterapia tem a propriedade de aumentar o alongamento muscular



34

devido a diminuicdo da percepcéo de dor e do espasmo muscular (Chambers,
1969; Olson e Stravino, 1972).

Cornelius, Ebrahim e Watson (1992) estudaram os efeitos da
aplicacdo de gelo e técnicas de Facilitacdo Neuromuscular Proprioceptiva na
flexibilidade da articulacdo do quadril em homens. Os resultados de amplitude
de movimento mensurada logo apds a intervencdo mostraram que ndo houve
diferencas entre o grupo apenas alongado e o grupo alongado com gelo,
indicando que a aplicacdo de gelo ndo influenciou na efetividade da técnica de
alongamento aplicada.

Em experimento com humanos, Minton (1993) aplicou crioterapia ou
aguecimento previamente ao alongamento e observou as variacdes na
amplitude de movimento mensurada logo apos a realizagdo do alongamento. Foi
possivel observar que tanto a associacdo de aquecimento com alongamento
guanto crioterapia com alongamento obtiveram resultados significativos quando
comparados com o alongamento sem nenhum recurso, contudo, nenhuma
diferenca foi observada entre os dois recursos utilizados.

Brodowicz, Welsh e Wallis (1996) investigaram a eficacia da aplicacdo
de gelo e calor associados simultaneamente ao alongamento no aumento da
flexibilidade do musculo isquiotibial. Os sujeitos que utilizaram o gelo como
recurso obtiveram média de amplitude significativamente maior que o0s
individuos apenas alongados ou que tiveram a associacdo do calor, sendo a
mensuracdo da amplitude realizada imediatamente apdés a aplicacdo dos

recursos.
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Utilizando-se da aplicacdo de alongamento no musculo isquiotibial
precedido da utilizacdo de calor e gelo, Taylor, Waring e Brashear (1995)
observaram que o grupo em que fora aplicado calor demonstrou aumento
significativo na flexibilidade quando comparado com grupo gelo e o grupo
apenas alongado.

Burke et al. (2001) compararam as mudangas no comprimento
muscular do isquiotibial, resultante de treino de flexibilidade utilizando o método
de Facilitacdo Neuromuscular Proprioceptiva associado a imersdo previa em
agua fria ou em agua quente. Todos 0S grupos mostraram aumento no
comprimento muscular, entretanto ndo houve diferencas entre 0s grupos
analisados.

Brasileiro, Faria e Queiroz (2007) avaliaram os efeitos do resfriamento
e do aquecimento sobre a flexibilidade dos musculos isquiotibiais. A técnica
utilizada para alongamento foi a “contracdo-relaxamento” e o resfriamento e
aquecimento do musculo foram realizados durante os 25 minutos que precediam
o alongamento. A intervencdo foi realizada por duas semanas totalizando 10
sessdes. Os resultados mostraram que os efeitos agudos do alongamento
(segundos a minutos apés a sessdo) foram maiores no grupo submetido ao
resfriamento. Entretanto, ndo houve influéncia do aquecimento ou do
resfriamento nos efeitos cronicos do alongamento (mais de um dia), sugerindo
gue as alteracdes musculares crénicas dependem exclusivamente da eficiéncia
da técnica de alongamento.

A associacdo de frio e calor € tema de varios estudos, entretanto
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estes avaliam os resultados por meio de medida subjetiva, como a goniometria,
nao sendo encontrados na literatura os efeitos do calor e frio, associado ao
alongamento, na morfologia do musculo esquelético. Além disso, esses estudos
nao relatam se o grau de encurtamento muscular era similar entre os individuos
submetidos aos diferentes tratamentos. Este fator € importante uma vez que 0s
efeitos do alongamento podem estar relacionados a determinado grau prévio de
encurtamento muscular. A ndo padronizacdo do encurtamento do musculo

submetido ao tratamento pode influenciar nos resultados obtidos.
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3 OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi analisar e comparar o efeito da
técnica de alongamento associada simultaneamente a recursos térmicos, crio e

termoterapia, em musculo séleo de rato previamente submetido a encurtamento.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e Grupos Experimentais

Foram utilizados 37 ratos machos Wistar (264+15 g) mantidos em
grupos sob condi¢Bes controladas de biotério, ciclo claro/escuro de 12 horas,
temperatura controlada (23+2°C) e livre acesso a agua e racdo. O projeto tem
aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade
Federal de Sao Carlos (029/2006).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 5 grupos
experimentais:

a) Controle (C; n=7)

b) Imobilizado (I; n=8)

c¢) imobilizado + alongamento (A; n=8)

d) imobilizado + gelo + alongamento (G;n=7)

e) imobilizado + infra-vermelho + alongamento (IV; n=7).

Para os procedimentos de imobilizacdo, alongamento e retirada dos
musculos os animais foram anestesiados com Ketalar® (50mg/mL) e Rompun®
(29/100mL), na proporgéao de 1:1, na dose de 0,1mL/100g de massa corporal,
via intramuscular. Apés o procedimento experimental os animais foram
eutanasiados por meio de deslocamento cervical.

No inicio do experimento o grupo IV consistia de 7 animais, contudo 2

animais morreram devido a sobredose de anestesia.
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4.2 Imobilizacéo

Para o procedimento de imobiliza¢ao foi utilizado modelo proposto por
Coutinho et al. (2002), que limita a carga e movimentacdo do membro
imobilizado, mantendo o membro contralateral livre para deambulacao.

Os animais previamente anestesiados tiveram o tornozelo esquerdo
imobilizado em torno de 176° de flexdo plantar (maxima), garantindo assim a
manutencdo da posi¢cdo de encurtamento do musculo séleo (Figura 1). A

imobilizagdo foi mantida por um periodo de 21 dias.

Figura 1 — Animal com pata posterior esquerda imobilizada em flexdo plantar maxima

por meio de ortese.
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Apoés a colocacdo 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.

4.3 Procedimento de Alongamento

Os animais foram submetidos ao procedimento de alongamento
passivo, que foi realizado diariamente a partir do 15° dia de imobilizacao,
somando um total de sete sessdes de alongamento. Para o procedimento de
alongamento os animais anestesiados tiveram o dispositivo de imobilizac&o
retirado e a pata posterior esquerda foi mantida em dorsiflexdo maxima do
tornozelo durante 40 minutos.

O alongamento foi mantido manualmente pelo pesquisador (Figura 2),
sendo o dispositivo de imobilizacdo recolocado ao final de cada sessao de
alongamento.

Sabemos que o musculo esquelético responde ao alongamento com
um relaxamento do estresse viscoelastico, desta forma, o alongamento foi
aplicado manualmente até a resisténcia do tecido e conforme ocorria 0
relaxamento do estresse, a amplitude de movimento do alongamento era

aumentada até o limite maximo.
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Figura 2 — Alongamento passivo do musculo séleo realizado manualmente, durante 40

minutos pelo periodo de sete dias consecutivos.

4.4 Alongamento Associado a Aplicacao de Frio e Calor

Para a realizacdo do alongamento associado a aplicacao de calor e
frio, os animais anestesiados foram tricotomizados na regido do musculo séleo,
para melhor aquecimento e resfriamento, respectivamente, da pele do animal.

Para determinacao do protocolo de resfriamento, foi realizado estudo
piloto (n=4) para mensurar a temperatura no musculo séleo durante a aplicacéo
de gelo. Os animais foram anestesiados e, com uma pequena incisdo na parte
lateral do membro posterior, um eletrodo que mensura a temperatura foi
colocado sob o musculo séleo. Inicialmente, sem aplicagdo de recurso, o
musculo séleo apresentava temperatura de 29°C. Apds 5 minutos de aplicacao

de gelo moido (40g), acondicionado em saco plastico, sobre a parte posterior da
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pata posterior do animal, a temperatura chegou aos 10°C, mantendo-se proximo
deste valor durante os quarenta minutos de aplicacdo. Assim, foi possivel
assegurar a eficiéncia do protocolo de resfriamento na diminuicdo da
temperatura do masculo séleo durante a realizacdo do alongamento.

Portanto, para a realizacdo do alongamento, o resfriamento foi
produzido da mesma forma que o estudo piloto, ou seja, com 40g de gelo moido
acondicionado em saco plastico. O mesmo foi mantido manualmente durante
todo o tempo de alongamento sobre a parte posterior do membro posterior

esquerdo (Figura 3).

Figura 3 — Alongamento do musculo séleo associado a aplicacéo de gelo moido,

durante 40 minutos pelo periodo de sete dias consecutivos.

O calor foi obtido com terapia infra-vermelha com aparelho da CARCI®
(150W e 60Hz), mantido a uma distancia de 30 cm da pata posterior esquerda

do animal (Usuba et al., 2006). Os animais foram protegidos do calor com a



43

utilizacdo de caixa de isopor (Figura 4), para que a luz infra-vermelha tivesse a
menor incidéncia possivel sobre o corpo do animal, a fim de n&do causar

aquecimento corporal.

Figura 4 — Animal com protecdo de isopor (seta) evitando aquecimento corporal no
momento do alongamento associado ao infra-vermelho, realizado durante 40 minutos

pelo periodo de sete dias consecutivos.

Ambos procedimentos, aplicacdo de frio e calor, foram realizados
simultaneamente ao alongamento e mantidos durante todo tempo do mesmo (40

minutos).

4.5 Mensuracao da Amplitude de Movimento

A mensuracdo da amplitude de movimento (ADM) foi realizada

conforme proposto por Okita e colaboradores (2004), utilizando-se como
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referéncia uma linha reta entre o quinto metatarso e o maléolo lateral da fibula; e
outra entre o maléolo lateral da fibula e o centro da articulagéo do joelho. Para a

mensuracdo da ADM utilizou-se um goniémetro CARCI® (Figura 5).

B |

|

Figura 5 — Mensuracédo da amplitude de movimento do tornozelo do animal realizado

com goniémetro.

A mensuracdo da ADM foi realizada levando em consideracdo o
primeiro ponto de tensdo ou resisténcia da articulacdo, ou seja, a mobilizacdo
passiva da dorsiflexdo foi realizada pelo pesquisador até o primeiro ponto de
resisténcia ao movimento, entdo a mensuracgao era feita.

Os animais dos grupos A, G e IV tiveram a ADM mensurada no
primeiro dia do experimento e em todos os dias em que houve aplicagdo do
alongamento, ou seja, do 15° ao ultimo dia de experimento, sendo esta
mensuracao realizada previamente ao procedimento de alongamento.

Os animais dos grupos C e | tiveram a ADM obtida apenas no primeiro
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e ultimo dia do experimento.
A mensuracdo foi realizada sempre pelo mesmo examinador e
repetida trés vezes, sendo utilizada para a andlise dos dados a média entre as

trés medidas.

4.6 Preparacao e Anélise Muscular

No 22° dia apds o inicio do experimento, todos os animais foram
anestesiados, pesados, tiveram 0s musculos retirados e posteriormente
eutanasiados.

O tornozelo foi mantido a 90° e o musculo soleo, ainda fixado ao 0sso,
teve seu comprimento obtido por meio de um paquimetro digital (MITUTOYO®)
utilizando-se como referéncia a distancia entre as juncdes miotendineas. Apés
este procedimento o musculo soOleo foi retirado, pesado e dividido
longitudinalmente em duas partes, uma para avaliagdo morfométrica e a outra
para analise das adaptacfes de sarcomero.

Para analise morfométrica, realizada para determinar a area de
seccao transversa (AST) das fibras e densidade de tecido conjuntivo (TC), o
ventre muscular foi preso com alfinetes em cortica e posteriormente submetido
ao congelamento em isopentano resfriado em nitrogénio liquido. Foram obtidos
cortes de 10um de espessura em micrétomo criostato (Microm HM 505E, Zeiss,
Alemanha) que foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE).

Para analise da AST, foi selecionado um corte por musculo (Coutinho
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et al., 2004) e deste, cinco campos foram captados por um sistema de imagens
constituido de uma Camera (Olympus®, Mod C5050) acoplada ao microscépio
éptico Olympus®. A mensuracéo da AST foi realizado por um microcomputador
por meio do software Motic® Image Advanced 3.2 (Motic China Group®). Foram

analisadas as areas de secc¢do transversa de 50 fibras por campo, totalizando

250 fibras por musculo (Figura 6).
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Figura 6 — Tela do software Motic® Image Advanced 3.2 mostrando andlise da area de

seccao transversa das fibras musculares.

O método usado para mensuracdo da densidade de TC foi a

planimetria por contagem de pontos (Mathieu et al., 1981), utilizando o software
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Image Pro Plus®. O software aplicava uma “méascara’ (Figura 7) com 551
interseccdes sobre o campo e, desta forma, determinado o numero de
interseccbes que eram coincidentes com o endomisio e perimisio, sendo
desprezadas da contagem as regides que continham vasos ou nervos. A
mensuracao foi realizada em um corte por masculo, em cinco campos por corte

(Coutinho et al., 2004).
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Figura 7 — Tela do software Image Pro Plus® mostrando a técnica de planimetria por
contagem de pontos utilizada para mensuracdo da densidade de area de tecido

conjuntivo.

Alguns musculos apresentaram artefato de congelamento muscular, o
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gue impossibilitou a analise de AST e densidade do TC, sendo analisados
apenas seis animais nos grupos C, | e A.

Para analise das adaptacdes de sarcobmero o musculo foi preso em
cortica, na extensdo muscular previamente determinada quando o mesmo ainda
estava fixado ao osso. Posteriormente, foi fixado em glutaraldeido a 2,5% por
3h, removido da cortica e colocado em acido nitrico a 30% por dois dias,
permanecendo em glicerol a 50% até o momento da andlise (Williams e
Goldspink, 1971).

Para determinar o namero de sarcémeros, foram retiradas cinco
fibras/muasculo, fotografados seis campos/fibra e de cada campo foi contado o
namero de sarcOmeros ao longo de 50um, somando uma distancia de
300um/fibra (Figura 8). Para isso, foi utilizado o software Motic® Image
Advanced 3.2, camera digital (Olympus®) acoplada a microscépio (Olympus®)
integrado a um microcomputador. Todas as imagens foram captadas com

objetiva de 100x.
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Figura 8 — Tela do software Motic® Image Advanced 3.2 mostrando o sistema utilizado

para contagem do nimero de sarcémeros em uma extensdo de 50 ym.

O numero total de sarcémeros em cada fibra muscular foi determinado
pela correlacdo entre o nimero de sarcomeros identificados em uma distancia
de 300pum e o comprimento total do musculo, e a extensdo média de cada
sarcoOmero foi obtida pela divisdo do comprimento muscular pelo nimero de
sarcomeros (Williams et al., 1988).

Devido a problemas no momento do processamento de alguns
musculos, a analise de adaptacdes de sarcémero foi realizada em apenas sete

animais do grupo A e seis animais dos grupos C e I.
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4.7 Andlise Estatistica

Para analise dos dados foram utilizados recursos dos softwares
SPSS® 11.0 e Bioestat® 4.0. Inicialmente foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk ou
Kolmogorov-Smirnov para testar a normalidade da amostra e o teste de Levene
para avaliar a homocedasticidade. Posteriormente, para os dados paramétricos
aplicou-se o teste ANOVA F seguido de Pos hoc Tukey, e para os dados nao
parametricos aplicou-se o Kruskal-Wallis seguido de Dunn.

As variaveis massa muscular absoluta e relativa (dados néo
parameétricos) foram apresentadas em Box-Plot utilizando mediana e intervalo de
confiangca, enquanto que as outras variaveis (dados paramétricos) foram

apresentadas em graficos utilizando a média e desvio padréo.
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5 RESULTADOS

5.1 Massa Corporal

Ao final do experimento foi observado que os animais do grupo C
obtiveram ganho de massa corporal, enquanto que os animais dos grupos |, A,
IV e G apresentaram perda do mesmo (C=95+9¢q;1=-24+6g; A=-54+13
g; IV =50 %10 g; G = -45 + 10 g). Essa alteracdo de massa foi significativa
guando comparados o0s animais dos grupos C com os demais grupos

experimentais (p < 0,02; Figura 9).
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Figura 9 — Variacdo de massa corporal inicial e final dos grupos experimentais

* diferente quando comparado com C; p < 0,02
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5.2 Massa Muscular

Comparando a massa muscular absoluta entre o0s grupos
experimentais foi observado que, com excecdo do grupo A, todos os outros
grupos apresentaram massa muscular significativamente menor quando
comparado ao grupo C (C=0,21+£0,03¢g;1=0,09+0,01 g; A=0,10 £0,02 g;

IV =0,07+£0,03g; G=0,09 0,00 g; p <0,05; Figura 10).
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Figura 10 — Massa muscular absoluta dos grupos experimentais

* diferente quando comparado com C; p < 0,05
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Com relagdo a massa muscular relativa foi observado que somente os
grupos | e IV apresentaram diminuicdo da massa quando comparados ao grupo
C (C =0,06 £ 0,00 %; |1 =0,03 + 0,00 %; A =0,04 + 0,01 %; IV = 0,03 + 0,01 %;

G =0,04 + 0,00 %; p < 0,05; Figura 11).
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Figura 11 — Massa muscular relativa dos grupos experimentais

* diferente quando comparado com C; p < 0,05
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5.3 Amplitude de Movimento Inicial e Final

Todos o0s grupos apresentaram valores iniciais de amplitude de
movimento similar entre eles, ndo havendo, portanto, diferenca significativa entre
0S grupos experimentais, como observado na figura 12.

Com relacdo a ADM no final do experimento foi observado que os
grupos I, A, IV e G apresentaram menores valores em relagédo ao grupo C (C =
157 +59° 1=82+21°%A=99+4°IV=89+2°%eG=77+3° p<=<0.0001;
Figura 12).

O grupo A apresentou ADM maior quando comparado aos grupos IV e
G (p = 0,004), além disso, o grupo IV mostrou valor de ADM maior que 0 grupo

G (p = 0,0008; Figura 12).
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Figura 12 — Amplitude de movimento inicial e final dos grupos experimentais
* diferente quando comparado com C; p < 0,0001
T diferente quando comparado com IV e G; p < 0,04

¥ diferente quando comparado com IV; p=0,0008
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5.4 Variagcdo da Amplitude de Movimento

A figura 13 mostra o comportamento da ADM dos grupos durante todo

0 experimento.
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Figura 13 — Variagdo da Amplitude de movimento dos grupos experimentais durante os

dias de aplicacdo de alongamento.
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5.5 Comprimento Muscular

Foi observado que os animais do grupo | apresentaram comprimento
muscular significativamente menor que os animais dos grupos C, G e IV, sem
diferencas entre os outros grupos experimentais (C=21+1 mm; | =19 £ 1 mm,;

A=20x1mm;IV=21+06mm;G=21%0,5mm,; p <0,05; Figura 14).
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Figura 14 — Comprimento muscular dos grupos experimentais

* diferente quando comparado com C, IV e G; p £ 0,05
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5.6 NUmero de Sarcomeros em Série

Conforme Figura 15, foi observado que no grupo | o musculo soleo
apresentou menor nimero de sarcOmeros em série que todos 0s outros grupos
experimentais (C = 7551 + 394; | = 5635 + 615; A = 6843 £ 556; IV = 6929 + 283;

G = 7431 + 292, p < 0,0006).
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Figura 15 — NUmero de sarcébmeros em série dos grupos experimentais

* diferente quando comparado com todos os grupos; p < 0,0006
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5.7 Extensao do Sarcomero

Foi observado que os animais dos grupos |, IV e G apresentaram
maior extensdo do sarcébmero no musculo séleo quando comparados aos grupos
CeA(C=281+£02um;1=3,16+0,3um; A=2,90+0,1um;IV=337+0,2
um; G = 3,61 £ 0,1 um; p < 0,004; Figura 16).

Conforme figura 16 é possivel observar também que o grupo C
apresentou valor similar ao grupo A, ndo havendo diferenca significativa entre os

mesmos.
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Figura 16 — Extenséo do sarcdémero dos grupos experimentais

* diferente quando comparado com C e A; p < 0,004



59

5.8 Area de Seccdo Transversa

Com excecédo do grupo A, a AST do musculo so6leo de todos os outros
grupos apresentaram valores menores que o grupo C (C = 2092 + 290 pm? | =
831 + 129 um? A = 2438 + 475 um?%; IV = 1295 + 258 pm?; G = 1426 + 162 pm?;
p < 0,002, Figura 17).

Além disso, o grupo A apresentou valor de AST maior do que 0s
grupos |, IV e G (p =< 0,00001; Figura 17).

Os resultados também mostram que o grupo G apresentou AST maior

que o grupo | (p = 0,008), como observado na figura 17.
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Figura 17 — Area de sec¢ao transversa dos grupos experimentais
* diferente quando comparado com C; p < 0,002
T diferente quando comparado com I, IV e G; p < 0,00001

¥ diferente quando comparado com I; p = 0,008



60

5.9 Densidade de Tecido Conjuntivo

Observou-se que todos 0s grupos experimentais apresentaram
musculo s6leo com maior densidade de TC quando comparados ao grupo C (C
=17 £ 1%, | =33 + 3%; A =33+ 1%; IV =29 + 2%; G = 23 + 3%,; p < 0,003;
Figura 18).

Além disso, observa-se que o grupo G apresentou menor densidade

de TC que os grupos I, A e IV (p =<0,003; Figura 18).
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Figura 18 — Densidade de tecido conjuntivo dos grupos experimentais
* diferente quando comparado com C; p < 0,003

T diferente quando comparado com |, A e IV; p < 0,003
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6 Discusséao

6.1 Protocolo experimental

A utilizacdo do musculo sOleo no presente experimento ocorreu
devido a sua estrutura relativamente simples, com fibras que correm de tendéo a
tenddo, apresentando dessa forma os diferentes tipos de fibra no seu ventre
muscular, 0 que garante que a mensuracdo da area de seccao transversa nao
tenha sido especifica para um determinado tipo de fibra muscular (Williams e
Goldspink, 1971).

O mdasculo soleo é classificado como uniarticular, o que previne
problemas biomecéanicos da aplicagcdo do alongamento. Além disso, apresenta
menor variagdo do numero de sarcomeros entre as fibras do mesmo musculo ou
guando comparado a outros musculos de animais da mesma idade; além de ser
constantemente utilizado em estudos com o intuito de avaliar os efeitos da
imobilizacdo e alongamento, o que facilita a comparacdo dos resultados
(Williams e Goldspink, 1976; Williams, 1988, Okita et al., 2001; Gomes et al.,
2004; Mattiello-Sverzut et al., 2006; Gomes et al., 2007).

Com relacéo a idade dos animais, optou-se pelo uso de ratos adultos
uma vez que com oito semanas de vida a adicdo do niumero de sarcomeros do
séleo de ratos ja esta completa, mostrando que o processo de desenvolvimento
muscular ja terminou (Williams e Goldspink, 1978). Além disso, sabe-se que

animais jovens podem apresentar adaptacdes de tendao quando submetidos a
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protocolos de alongamento (Tardieu et al., 1977; Alnageeb, Zaid e Goldspink,
1984).

A utilizacdo de um grupo controle deve-se ao fato de estudos prévios
mostrarem sinais de lesdo e regeneracdo nos musculos contralaterais, devido ao
uso excessivo e compensatoério, ndo sendo considerado o membro contralateral
como um controle apropriado (Yang et al., 1997; Coutinho et al., 2004).

Estudo prévio mostrou que o modelo de imobilizacdo utilizado neste
estudo ndo causou edema ou Ulceras cutdneas nos animais, como observado
em estudo de Coutinho e colaboradores (2002). O modelo de oOrtese possui facil
manuseio, permite 0 ajuste ao animal sempre que necessario, além do baixo
custo para confeccao.

Com relagéo ao tempo de imobilizagédo utilizado, estudos mostraram
gue a imobilizagdo em posicdo de encurtamento por apenas 48h foi capaz de
gerar alteracbes na forca e massa muscular (Williams e Goldspink, 1971).
Williams e Goldspink (1984) observaram redugédo do numero de sarcomeros em
série e proliferacdo de tecido conjuntivo desorganizado apos imobilizagédo
durante duas semanas. No entanto, baseado em resultados de trabalhos
recentes, o presente estudo utilizou trés semanas de imobilizacdo (Coutinho et
al., 2004; Gomes et al., 2004).

Diferente da maioria dos estudos prévios realizados com
alongamento, onde as sessfes de alongamento tiveram inicio logo apos,
algumas horas, ou poucos dias depois da imobilizagao (Williams, 1988; Williams

et al., 1988; Williams, 1990; Coutinho et al., 2004; Mattiello-Sverzut et al., 2006;
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Gomes et al., 2007), no presente estudo o protocolo de alongamento foi iniciado
apos duas semanas de imobilizacdo. Isto porque o objetivo deste estudo foi
analisar os efeitos do alongamento em mausculos encurtados, enquanto nos
outros estudos, o objetivo foi prevenir as consequéncias deletérias do
encurtamento.

Uma limitacdo observada neste estudo é com relacdo a auséncia do
referencial da dor. Este referencial € importante, pois na pratica clinica o mesmo
€ usado para indicar a amplitude maxima do alongamento a ser trabalhada, a fim
de ndo causar estresse excessivo na unidade musculo-tendinea. No entanto,
apesar da auséncia do referencial algico, foi utilizada, como referéncia de
alongamento maximo a ser aplicado, a resisténcia do tecido, com o objetivo de
garantir um padréo de alongamento entre 0os animais.

A aplicacdo manual do alongamento, como utilizado neste estudo,
apresenta vantagem comparada aos experimentos que utilizaram fita crepe para
manutencdo da amplitude de movimento (Coutinho et al., 2004; Gomes et al.,
2004), uma vez que a aplicacdo manual permite o aumento progressivo da

amplitude de movimento conforme ocorre o relaxamento viscoelastico do tecido.

6.2 Massa Corporal

No presente estudo, foi observado que houve diminuicdo da massa
corporal em torno de 10% no grupo apenas imobilizado, e em torno de 20% nos

grupos imobilizados e alongados. Resultado semelhante foi encontrado por
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Coutinho et al. (2004) que observaram 12% de diminuicdo da massa corporal no

grupo imobilizado e 17% no grupo imobilizado e alongado.

A diminuicdo da massa corporal esta provavelmente relacionada com
0 grau de estresse do animal provocado pelo modelo de imobilizacdo, além da
possivel diminuicdo da sintese protéica corporal em resposta a hipoatividade
(Kannus et al., 1998; Ansved, 1995). A diminuicdo mais acentuada da massa
corporal dos animais dos grupos submetidos ao alongamento deve-se,
provavelmente, ao aumento do estresse do animal devido a aplicacdo diaria de

anestesia para a realizacdo do alongamento.

A associagéo de recursos térmicos nédo influenciou nas alteragdes da
massa corporal dos animais, uma vez que a perda de massa dos grupos IV e G
nao foi diferente do grupo somente alongado. Resultado este semelhante ao do
estudo de Usuba et al. (2006) que ndo observou diferencas com relacdo a
massa corporal entre animais tratados apenas com alongamento e alongamento

associado com recurso térmico infra-vermelho.

6.3 Massa Muscular

A imobilizacdo resultou em diminuicdo da massa muscular, como
pode ser observado no grupo apenas imobilizado, que apresentou valor de
massa muscular menor que o grupo controle. Esse resultado estd de acordo

com os achados de Witzmann e colaboradores (1982), Gamrin e colaboradores
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(1998) e Harjola e colaboradores (2000), que sugerem que a hipocinesia leva a
uma diminuicdo da sintese protéica e aumento da degradacdo da mesma,

diminuindo a massa muscular.

No presente estudo, observou-se que o alongamento sem associacao
de recursos foi eficiente em reverter a perda de massa muscular causada pela
imobilizacdo, uma vez que o grupo somente alongado apresentou valor de
massa muscular semelhante ao grupo controle. Este resultado esta de acordo
com o de Williams (1990), no qual observou que o grupo submetido a
alongamento por 30 minutos diarios no musculo séleo de rato apresentou
apenas 9% de perda de massa muscular, comparado com 48% de perda,
observada no grupo apenas imobilizado por 2 semanas. Segundo Dix e
Eisenberg (1990), o alongamento promove acumulo de RNAmM na regido
miotendinea, favorecendo a sintese de proteinas contrateis. Sendo assim,
acredita-se que o alongamento previne diminuicdo da massa muscular que
ocorre apo6s imobilizacdo e induz o crescimento do tecido (Goldspink, 1977;

Savolainen et al., 1988).

A associacdo de recursos térmicos ao alongamento ndo reverteu a
atrofia muscular, como observado no grupo somente alongado. Este resultado
difere dos de Usuba e colaboradores (2006), que ndo observaram diferencas
com relacdo a massa muscular quando comparados o0 grupo apenas alongado

com grupo alongado e associado ao infra-vermelho.

Os resultados do presente estudo sugerem gue 0S recursos térmicos

aplicados, associados ao alongamento, interferem de forma negativa na
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recuperacdo da massa muscular, ndo sendo conhecidos 0s mecanismos

envolvidos nesse processo.

6.4 Amplitude de Movimento

Inicialmente os grupos apresentaram ADM semelhante, mostrando

homogeneidade entre os grupos.

Os resultados deste estudo mostraram que em um periodo de 14 dias
de imobilizag&o ocorreu diminuicdo da ADM em torno de 45% nos grupos A, IV e
G. Esta diminuicdo foi similar ao valor encontrado por Williams (1988), que
observou reducdo de aproximadamente 42% da ADM em animais imobilizados
por um periodo de 10 dias, também na posicdo encurtada. Ja Okita et al. (2004),
observaram que ap0s uma semana de imobilizacdo houve diminuicdo de 22%
na ADM, sendo esta diminuicdo dependente do tempo, uma vez que apoés 2

semanas a mesma foi de 32%.

No presente estudo, durante o periodo de alongamento, houve
pequeno aumento da ADM nos grupos A, IV e G, entretanto, ao final do
experimento foi observado que nenhum dos tratamentos foi eficiente em reverter
a perda da mesma ap0s imobilizacdo, ndo havendo diferencas entre os grupos

alongados e o grupo imobilizado.

Sabe-se que a imobilizacdo em posicdo de encurtamento promove,
dentre outras alteracdes, a diminuicdo do numero de sarcdmeros em série,

aumento na densidade de &rea de tecido conjuntivo intramuscular e alteracdes
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articulares, fatores estes que influenciam a ADM (Tabary et al., 1972; Williams e
Goldspink, 1984; Renner et al.,, 2006). No presente trabalho, foi observado
aumento na densidade de area de tecido conjuntivo em todos 0s grupos
submetidos a imobilizacdo, o que pode ter contribuido para a diminuicdo da
amplitude de movimento nestes grupos.

Resultados diferentes do presente estudo foram observados por Okita
e colaboradores (2001), no qual o alongamento de 30 minutos, aplicado por 7
dias apds um periodo de 4 semanas de imobilizacdo, aumentou em 50% a ADM
do tornozelo dos animais. Contudo, 0s animais permaneceram sem Ortese
durante os 7 dias de alongamento, sendo a deambulagdo espontanea fator

importante para o retorno da ADM normal.

J& Williams (1988), observou que animais imobilizados por 10 dias e
alongados a cada dois dias por 15 minutos ndo apresentaram valor de ADM
normal ao final do experimento, entretanto apresentaram diferenca significativa
guando comparado com o grupo imobilizado. Desta forma, os autores concluem
gue o protocolo de alongamento aplicado foi eficiente em minimizar os efeitos da
imobilizacdo na reducdo da ADM. Em outro estudo, Williams (1990) mostrou que
alongamento diario, aplicado durante 2 semanas de imobilizacdo na posicéo
encurtada, com duragdo de pelo menos 30 min e iniciado no primeiro dia de
imobilizacdo, foi eficiente na manutencdo da ADM normal do tornozelo. Do
mesmo modo que o presente estudo, ambos trabalhos citados aplicaram o
alongamento durante o periodo de imobilizacdo, sendo a oOrtese recolocada ao

final de cada sesséao.
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As diferengas encontradas entre os trabalhos citados e o atual podem
ser explicadas pelo fato de que os trabalhos de Williams (1988; 1990) utilizaram
periodos menores de imobilizacdo, 10 e 14 dias respectivamente, enquanto que
no presente estudo o séleo foi submetido a encurtamento por trés semanas e,
segundo Okita e colaboradores (2004), quanto mais tempo a Ortese permanecer
aplicada, maior sera a reducédo da amplitude de movimento.

Além disso, nos trabalhos citados, os animais foram submetidos ao
alongamento ja no primeiro dia de imobiliza¢do, enquanto que no atual estudo o
alongamento iniciou-se apenas no 15° dia de experimento. Esta diferenca no

inicio do tratamento pode ter influenciado as resultados encontrados.

Os grupos que tiveram recurso térmico associado ao alongamento
apresentaram valor final de ADM menor que o0 grupo somente alongado,
mostrando que a associacdo de recursos térmicos interferiu negativamente no
alongamento. Além disso, o grupo G apresentou ainda valor de ADM menor que

0 grupo V.

Brodowicz, Welsh e Wallis (1996) mostraram que o alongamento
associado simultaneamente ao gelo, e aplicado por 20 minutos, foi mais eficiente
em aumentar a ADM do musculo isquiotibial de humanos quando comparado ao
grupo alongado e associado ao calor ou somente alongado. As disparidades
entre os protocolos utilizados no presente estudo e no de Brodowicz, Welsh e
Wallis (1996) podem explicar as diferencas nos resultados, uma vez que, neste

ultimo, o alongamento foi aplicado em humanos e sendo observadas apenas as
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alteracbes musculares agudas (segundos ou minutos ap0s as sessfes de

alongamento) e nédo as alteracdes crénicas (mais de um dia apds a sessao).

Knight (2000) afirma que a associagao de resfriamento e alongamento
€ prejudicial no aumento da flexibilidade do tecido conjuntivo, uma vez que a
diminuicho da temperatura aumenta a rigidez do tecido conjuntivo e,
consequentemente, diminui sua extensibilidade. Entretanto, esse aumento da
rigidez do tecido conjuntivo é observado imediatamente apds o resfriamento,
sendo a diminuicdo da extensibilidade uma resposta aguda ao alongamento, 0
gue difere do presente estudo, onde foi estudada a alteracdo crbénica do

alongamento.

Com relacdo ao aquecimento, Sapega, Quedenfeld e Moyer (1981)
afirmam que com o0 aumento da temperatura do tecido conjuntivo, as
caracteristicas biomecéanicas do coldgeno se alteram para aumentar o
deslizamento entre si das fibras coldgeno, levando ao aumento da
extensibilidade do tecido conjuntivo, bem como da amplitude de movimento.
Contudo, essas alteracbes também caracterizam a fase de resposta aguda,

diferente do presente estudo.

O alongamento associado ou ndo a recurso térmico néao foi eficiente
em reverter as alteracfes causadas pela imobilizacdo na ADM, sendo varios 0s
fatores que podem ser responsaveis por isso, como a alteragdo nas estruturas
da articulacdo ou pela falta de elasticidade do tecido conjuntivo, uma vez que
todos os grupos alongados tiveram densidade de tecido conjuntivo maior que 0

grupo controle. Além disso, estruturas como titina e desmina, responsaveis pela
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resisténcia que influencia a extensibilidade muscular, podem ter sofrido
alteracdes devido a imobilizacédo, contribuindo, desta forma, para os resultados

encontrados no presente estudo.

6.5 Adaptacfes do Sarcémero

N&ao foram encontradas diferencas quando comparados 0S grupos
que receberam alongamento com o grupo controle, mostrando que o protocolo
de alongamento aplicado fora eficiente em reverter a perda de comprimento
muscular. Entretanto, foi observado que o grupo | apresentou valores menores
que o grupo C e G, mostrando que a imobilizacdo comprometeu o comprimento
muscular.

Com relacdo a extensdo do sarcomero, 0 grupo imobilizado
apresentou maior extensdo que 0s grupos controle e alongado. Segundo
Williams e Goldspink (1978) o aumento no comprimento do sarcomero de um
musculo imobilizado na posicdo de encurtamento ocorre devido a perda de
sarcOmeros em série, fazendo com que os sarcémeros restantes alonguem-se
até um comprimento que permita 0 musculo desenvolver maxima tensdo na
posicao imobilizada. I1sso explica o resultado do presente estudo uma vez que o
grupo imobilizado teve perda do nimero de sarcOmeros.

Do mesmo modo que as fibras musculares adaptam-se a posicao de
encurtamento, o alongamento também provoca adaptacdes musculares.

Segundo Caiozzo e colaboradores (2002) as fibras musculares podem se
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adaptar ao alongamento por meio de um aumento no comprimento do
sarcébmero, um crescimento longitudinal da fibra pela adicdo de sarcémeros em
série, ou por ambos.

De acordo com Caiozzo e colaboradores (2002), a sarcomerogénese
s6 ocorre se o estimulo de alongamento aumentar a extensdo do sarcémero até
um determinado ponto, conhecido como set point. Neste experimento, 0s
autores submeteram o musculo sdleo de rato a diferentes intensidades de
tracdo, sendo observado que a sarcomerogénese iniciou-se somente quando a
extensdo do sarcémero atingiu 2.6 a 2.7um, sendo este valor considerado o set
point para este musculo. Importante ressaltar que o estudo de Caiozzo e
colaboradores (2002) foi o Unico encontrado na literatura apresentando valor de
set point para a sarcomerogénese, ndo estando definido se este valor de set
point é especifico para o musculo soleo de rato.

No presente estudo, todos o0s grupos submetidos ao alongamento
apresentaram aumento do numero de sarcomero quando comparado ao grupo
imobilizado, sugerindo que o alongamento aplicado atingiu o valor do set point
para o musculo soleo, 0 que provocou a sarcomerogénese da fibra muscular.
Além disso, pode-se inferir que a sarcomerogénese ndo foi comprometida com a
aplicacdo do resfriamento ou do aguecimento, uma vez que os grupos IV e G
apresentaram resultados semelhantes ao grupo somente alongado.

Por outro lado, a adaptacédo da extensdo dos sarcémeros foi distinta
entre o grupo alongado e os submetidos aos recursos térmicos. Enquanto o

grupo alongado apresentou menor extensdo dos sarcémeros, os grupos IV e G
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apresentaram valores semelhantes quando comparados ao grupo imobilizado.
Contudo, sabe-se que esta adaptacao ocorre para permitir melhor interdigitacéo
dos filamentos contrateis, a fim de permitir o desenvolvimento de tenséo
muscular maxima (Williams e Goldspink, 1978).

Os resultados do presente estudo estédo de acordo com Williams
(1990) que mostrou que sessdes diarias de alongamento passivo aplicados por
30 minutos no musculo séleo encurtado de ratos foram suficientes para prevenir
a perda de sarcomeros em série. Recentemente, foi também observado que
sessOes de alongamento aplicadas 3 vezes por semana por 40 minutos resultou
em aumento do numero de sarcomeros em série (Coutinho et al., 2004).

Pouco se sabe sobre os mecanismos envolvidos no crescimento
longitudinal, entretanto € bem estabelecido que o alongamento provoca aumento
na expressdo do fator de crescimento insulinico (IGF) e fator de crescimento
mecéanico (MGF), sendo este ultimo fator uma variante do IGF sintetizado pelo
musculo esquelético (Goldspink, 1999; Goldspink, Williams e Simpson, 2002).

Além disso, estudos mostram que uma isoforma do Oxido nitrico
neuronal esta envolvida na regulacdo do numero de sarcobmeros em série. O
oxido nitrico neuronal esta concentrado na juncdo mausculo-tendinea e é
regulado positivamente por um estimulo mecanico, como o alongamento
estatico, e possivelmente age como um mecanotransdutor para a adicao de
sarcOmeros em série (Chang et al.,, 1996). O Oxido nitrico neuronal parece
influenciar na sintese de proteinas do citoesqueleto (Bishopric, Javaseka e

Webster, 1992) e na fusdo de células satélites na extremidade da célula
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muscular, eventos estes que ocorrem durante a adicdo de sarcomeros (Williams

e Goldspink, 1971).

6.6 Area de Seccdo Transversa

Apobs o periodo experimental observou-se reducdo da area de secgao
transversa das fibras musculares no grupo imobilizado. Este resultado esta de
acordo com os achados da literatura que relatam atrofia muscular apés periodos
de imobilizacdo em posicdo encurtada (Coutinho et al., 2004; Gomes et al.,
2004; Mattiello-Sverzut et al., 2006; Gomes et al., 2007). Segundo Edgerton e
colaboradores (2002), o processo de atrofia constitui uma resposta do tecido
muscular em situacdes de tensdo e/ou carga mecanica reduzida, na tentativa de
manter um funcionamento eficiente e ajustado as novas exigéncias funcionais.

A atrofia muscular é um processo com inumeras alteracdes
metabdlicas, bioquimicas e estruturais que se repercutem na funcionalidade dos
musculos afetados (Appell, 1990). Dentre as mudangcas que acompanham a
atrofia tém-se modificacBes celulares, como degradacao de endotélio (Oki et al.,
1995), reducdo do numero de mitocondrias (Mujika e Padilla, 2001), acimulo de
tecido conjuntivo (Williams et al., 1988), reducao de mionucleos (Smith et al.,
2000), alteracdes do tipo de fibra (Booth, 1982), reducéo de proteinas contrateis,
aumento da fadiga (Edgerton et al.,, 2002) e diminuicdo da forca muscular
(Cohen et al., 1999).

Outro fator que pode estar envolvido no processo de atrofia é uma
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das vias de degradacdo ubiquitina-proteossomo, uma vez que essa via
apresenta-se ativada como resultado da imobilizacdo articular (Taillander et al.,
1996; Bodine et al., 2001).

J& o grupo alongado apresentou AST semelhante ao grupo controle,
mostrando que o alongamento foi eficiente em reverter a atrofia muscular
causada pela imobilizacéo.

A manutencdo da capacidade funcional e da massa muscular é
controlada por um balango entre as vias de sintese e de degradacdo 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 fatores miogénicos regulatorios (Lowe, Lund e Alway, 1998).

Estudos mostram que o alongamento é eficaz em aumentar a
expressao génica da myoD, fator regulatério miogénico, sugerindo que este
estimulo esteja relacionado com a hipertrofia (Zador, Dux e Wuytack, 1999).

Yang e colaboradores (1997) mostraram que o alongamento por meio
da imobilizacdo em posicao alongada induziu a um aumento na expressao do
RNAmM do IGF-1, além de um aumento na porcentagem de fibras expressando a
miosina neonatal. Os autores sugerem que a expressdao de IGF-1 esta
relacionada com a hipertrofia e com uma adaptacdo do fenotipo muscular
causada pelo alongamento e sobrecarga.

Coutinho e colaboradores (2004), avaliaram o efeito de 40 minutos de

alongamento continuo, aplicado a cada trés dias em musculo encurtado, por um
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periodo de trés semanas e observaram que 0 grupo somente imobilizado
apresentou reducao de 37 + 31% na AST, enquanto que o grupo imobilizado e
alongado apresentou redugéo de apenas 22 + 40%. Os resultados encontrados
no estudo de Coutinho et al. (2004) mostraram que o procedimento aplicado ndo
retornou a AST aos valores iniciais, porém, foi eficiente para reduzir a atrofia
muscular.

Em estudo semelhante realizado por Gomes e colaboradores (2004),
0s autores avaliaram a resposta muscular ao protocolo de alongamento com
duracdo de 40 minutos, por um periodo de trés semanas, porém, com
alongamento aplicado apenas uma vez por semana. Os autores observaram que
o protocolo utilizado nao foi eficiente em retornar a AST a seus valores iniciais,
porém, reduziu a atrofia muscular.

Ao comparar os resultados encontrados no presente estudo com 0s
resultados encontrados por Coutinho e colaboradores (2004) e Gomes e
colaboradores (2004) podemos concluir que, devido as diferengcas nos
protocolos de alongamento aplicados, o presente estudo mostrou-se mais
eficiente uma vez que, além de reduzir a atrofia muscular, resultou no retorno da
AST a seus valores iniciais.

Dentre os grupos que tiveram algum recurso associado, apenas o
grupo que recebeu aplicagdo de gelo foi eficiente em minimizar a atrofia
muscular, mostrando AST maior que o grupo imobilizado.

Portanto, os grupos alongados com associacdo de recursos térmicos

nao foram eficientes em reverter a atrofia muscular, como observado no grupo
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somente alongado. Estes resultados sugerem que as alteragbes causadas pelo
resfriamento ou aquecimento nado auxiliam o alongamento em promover
crescimento radial da fibra muscular, ndo sendo conhecidos 0s mecanismos

envolvidos nesse processo.

6.7 Densidade do Tecido Conjuntivo

O grupo imobilizado apresentou densidade de area de tecido
conjuntivo maior que o grupo controle, mostrando que a imobilizagdo resultou
em aumento do tecido conjuntivo. O mesmo resultado foi encontrado em
trabalhos prévios de Williams et al. (1988) e Williams e Goldspink (1984), que
observaram aumentos significativos de perimisio e endomisio em musculo
imobilizado na posi¢céo de encurtamento.

Em situagdo de imobilizagdo, Amiel e colaboradores (1982)
observaram alterac6es do metabolismo de colageno nos tecidos conjuntivos,
decorrentes da falta de forgas fisiologicas atuando sobre ele. Segundo Wang e
colaboradores (2007), cargas mecanicas possuem papel importante na
manutencdo da homeostase do tecido conjuntivo. Os fibroblastos do tecido
conjuntivo convertem sinais mecanicos em uma série de eventos bioldgicos,
como a expressao de varios genes, influenciando o tecido conjuntivo de forma
fisiologica e até mesmo patoldgica, portanto, a auséncia de cargas mecanicas
leva a alteragcdo da homeostase.

Williams e Goldspink (1984) realizaram imobilizagdo em posicao de
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encurtamento do musculo séleo de ratos por um periodo de 4 semanas, e
observaram que a imobilizacdo na posi¢cao encurtada pode causar alteracado nao
somente na quantidade, mas também no angulo de fixacdo das fibras colageno
do perimisio, causando diminuicdo na elasticidade muscular e aumento da
tensdo passiva. Os autores relatam que o aumento na densidade de area do
tecido conjuntivo em musculo imobilizado ocorre pela redistribuicdo do mesmo
devido ao encurtamento das fibras musculares.

No entanto, em novo estudo, Williams e Goldspink (1988) observaram
gue o acumulo de tecido conjuntivo ocorre devido a diminuicdo da atividade
contréatil. Os autores avaliaram a densidade do tecido conjuntivo intramuscular
apos periodo de sete dias de imobilizagdo e imobilizacdo associada a contragcéo
muscular induzida pela eletroestimulagédo, e observaram que a estimulacdo foi
capaz de prevenir o aumento da densidade de tecido conjuntivo, mostrando a
importancia da atividade contratil para manutengcédo desta variavel. Ja Williams
(1988), analisou o efeito das sessbdes de alongamento de 15 minutos, aplicados
por um periodo de dez dias, a cada dois dias, em musculo imobilizado em
posicdo de encurtamento, e também observou que o mesmo foi capaz de
prevenir o aumento da densidade de tecido conjuntivo.

No presente estudo, o alongamento aplicado isoladamente n&o foi
efetivo para reverter as alteragdes no tecido conjuntivo, sendo este resultado
diferente do relatado por Williams (1988). Entretanto, as diferencas nos
protocolos de alongamento e imobilizagcdo entre o presente estudo e o de

Williams (1988), podem explicar os resultados contraditorios.
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O grupo que recebeu aplicagdo de gelo foi o Unico que mostrou-se
diferente de todos os outros grupos alongados, sugerindo que de alguma forma
o gelo foi eficiente em minimizar o aumento do tecido conjuntivo apos
imobilizacao.

O efeito da temperatura na extensibilidade do tecido conjuntivo €&
conhecido. Sabe-se que alta temperatura aumenta a extensibilidade do tecido
enquanto baixa temperatura a diminui, devido ao fato de que a viscosidade do
tecido conjuntivo € influenciada pela temperatura tecidual. (Alter, 1999). No
entanto, os mecanismos envolvidos na influéncia da temperatura sobre a
densidade de tecido conjuntivo, como observado no presente estudo, s&o

desconhecidos.
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7 CONCLUSAO

Os resultados mostraram que musculos encurtados podem adaptar-se
ao alongamento, sendo esta adaptacdo dependente da aplicagdo do
alongamento sozinho ou associado a recursos térmicos. O protocolo de
alongamento aplicado foi eficiente em reverter a sarcopenia, independente da
aplicacdo de crio ou termoterapia. Embora a adaptacdo de sarcomero pareca
nao ser dependente do aquecimento e resfriamento muscular, a alteracdo na
densidade de tecido conjuntivo mostrou-se responsiva somente ao alongamento
associado ao resfriamento, enquanto a area de seccdo transversa das fibras
respondeu com adaptacdes ao alongamento aplicado sozinho ou com
associacdo de crioterapia. Mais estudos sdo necessarios para entendimento
das respostas fisiolégicas que ocorrem no musculo quando o alongamento é

aplicado com associacao de recursos térmicos.
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