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Eferto do alongamento e do exercicio
contra-resistido no musculo esquelético de rato

Effect of stretching and resistive exercise on skeletal muscles in rats

Secchi KV', Morais CP', Cimatti PF', Tokars E', Gomes ARS?

Resumo

Objetivo: Analisar o efeito do alongamento e do exercicio resistido no musculo séleo de rato. Materiais e métodos: Foram avaliados
24 ratos Wistar (380+509) divididos em quatro grupos (n=6): C, controle-intacto; Along, alongamento do musculo séleo esquerdo
durante 40 minutos; ER, exercicio resistido, quatro séries de dez saltos; ER+Along, exercicio resistido e alongamento. Apds oito
semanas, foi realizada a eutanasia dos animais e os musculos séleos foram avaliados quanto ao peso muscular, area de seccao
transversa das fibras musculares (ASTFM), comprimento muscular, nimero de sarcomeros em série, comprimento dos sarcomeros
e porcentagem de tecido conjuntivo. A analise estatistica foi realizada pela comparagéo entre grupos, por meio do teste de
analise de variancia (ANOVA) post hoc Tukey, com significancia <0,05. Resultados: As ASTFM dos grupos ER e Along aumentaram
quando comparadas ao grupo C. O comprimento muscular e o nimero de sarcomeros em série do ER+Along foram inferiores
aos dos grupos Along e ER. O nimero de sarcomeros em série do Along foi superior ao C. Nao foram encontradas alteracoes no
comprimento dos sarcémeros e na porcentagem de tecido conjuntivo. Conclusées: O exercicio resistido associado ao alongamento
causou diminuigdo no comprimento muscular e no nimero de sarcomeros em série, provavelmente devido a frequéncia diaria de
exercicios. A realizacdo isolada do alongamento, duas vezes por semana, ou do exercicio resistido, trés vezes por semana, foi
suficiente para induzir hipertrofia muscular.

Palavras-chave: exercicios de alongamento muscular; exercicio; sistema musculoesquelético; ratos.

Abstract

Objective: To analyze the effect of stretching and resistive exercise on the soleus muscle in rats. Methods: Twenty-four Wistar rats
(380+50g) were evaluated, divided into four groups (n=6): C, intact controls; S, left soleus muscle stretched for 40 minutes twice a
week; RE, resistive exercise consisting of four series of ten jumps three times a week; and RE+S, resistive exercise plus stretching.
After eight weeks, the animals were sacrificed and their soleus muscles were evaluated regarding muscle weight, muscle fiber cross-
sectional area (MFCSA), muscle length, number of sarcomeres in series, sarcomere length and percentage of connective tissue. The
statistical analysis consisted of comparisons between the groups using the analysis of variance (ANOVA) post-hoc Tukey tests, with a
significance level set at <0.05. Results: The MFCSA in RE and S were greater than in C. Muscle length and the number of sarcomeres
in series in RE+S were less than in S and RE. The number of sarcomeres in series in S was greater than in C. No changes were found in
sarcomere length or percentage of connective tissue. Conclusions: Resistive exercise associated with stretching caused a decrease in
muscle length and in the number of sarcomeres in series, probably due to the daily frequency of exercises. Stretching alone, performed
twice a week, or resistive exercise performed three times a week, was sufficient to induce muscle hypertrophy.

Key words: muscle stretching exercises; exercise; musculoskeletal system; rats.
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Alongamento e exercicio resistido no misculo séleo de rato

Introducgao

Os programas de treinamento desportivo e de reabilitagdo
normalmente séo constituidos por um conjunto de exercicios,
os quais incluem alongamento antes e/ou ap6s a série de exer-
cicios contra-resistidos"*

Muitos protocolos de alongamento sdo recomendados para
aumentar a amplitude de movimento (ADM), prevenir e tratar
lesbes musculoesqueléticas. Varios estudos, em humanos,
avaliaram as adaptacdes musculares induzidas por diferentes
protocolos de alongamento aplicados em musculos normais e/
ou encurtados™*®.

Bandy e Iron® testaram o efeito de sessdes de alongamen-
tos mantidos por 15, 30 e 60 segundos realizadas uma vez por
dia em humanos. Os resultados desse estudo mostraram que
30 segundos de alongamento didrio realizado apenas uma
vez por dia foi suficiente para aumentar a ADM nos muscu-
los isquiotibiais de adultos jovens®. Ndo se observou diferenca
significativa quando foi realizado duas vezes ao dia®. Grady e
Saxena’ também mostraram que 30 segundos de alongamento,
realizado uma vez ao dia, em humanos, foi suficiente para au-
mentar e manter a ADM. Em humanos idosos submetidos a
cinco sessoes semanais de alongamento dos musculos isquio-
tibiais, com duragéo de 60 segundos, repetindo-se quatro vezes
em cada sessdo, durante seis semanas, foi observado aumento
na ADM*. No entanto, quando foram testados tempos de alon-
gamento inferiores a 60 segundos, os ganhos e a manutencéo
da ADM foram menos efetivos®.

Para uso clinico, tem sido proposto que, para ocorrer au-
mentos mais significativos de ADM, o alongamento deve ser
realizado cinco vezes por semana®. Entretanto, duas a trés
sessOes semanais sdo suficientes para gerar ganhos de ADM?.
Apds o ganho, uma sesséo de alongamento semanal é eficiente
para sua manutengao®.

J& o modelo animal, no qual é possivel a andlise das fibras
musculares, mostrou que 30 minutos de alongamento passivo
diario foram suficientes para prevenir a perda do nimero de
sarcoOmeros em série e a atrofia muscular em musculos en-
curtados por imobilizac¢do®. Coutinho et al.' mostraram que
sessOes de alongamento mantidas por 40 minutos, realizadas
trés vezes por semana no musculo séleo de rato, foram sufi-
cientes para aumentar o comprimento muscular, o nimero de
sarcomeros em série e a drea de secgdo transversa das fibras
musculares (ASTFM) de musculos néo encurtados.

Outro método freqgiientemente utilizado para o ganho de
massa muscular, com conseqiiente hipertrofia, é o exercicio
contra-resistido, tanto em humanos como em animais'. A
hipertrofia muscular conseqiiente da pratica de exercicio con-
tra-resistido pode ser traduzida como um aumento na drea de
secgdo transversa das fibras musculares (crescimento radial)

assim como um aumento no nimero de sarcomeros sem sé-
rie (crescimento longitudinal), decorrente de um incremento
na sintese protéica''"”>. Também tem sido demonstrado que o
ganho de for¢ca muscular pode néo envolver um aumento na
ASTFM, mas apenas um ganho dos sarcomeros em série ou
ainda somente uma adaptacdo neural'*",

Tanto em humanos quanto em animais, dependendo da in-
tensidade, duracdo e freqliéncia, os exercicios de alongamento
e o resistido ativam mecanismos hipertréficos. No entanto, ndo
se sabe qual é a resposta do musculo esquelético a esta com-
binagdo, tanto para potencializar o treinamento desportivo
como para acelerar o processo de reabilitacdo. Desta forma, o
presente estudo teve como objetivo investigar a adaptagéo das
fibras musculares apds a associagéo do exercicio resistido com
o alongamento.

Materiais e métodos
Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 24 ratos albinos da linhagem Wistar, com
idade de seis meses (380+50g), obtidos no Biotério Central e
mantidos em biotério préprio do laboratério de Farmacologia
da Universidade Tuiuti do Parand (UTP). Os animais foram
agrupados e mantidos em gaiolas pldsticas padrdo, em condi-
¢des ambientais controladas (luminosidade: 12 horas de ciclo
claro/escuro), com livre acesso a dgua e racdo peletizada. O
projeto foi conduzido segundo as normas internacionais de
ética na experimentacgéo animal e aprovado pelo Comité de
Etica da UTP, sob ntimero 019/2005. Para se efetuar o alonga-
mento passivo, a dissecagdo do musculo séleo e a eutandsia,
os animais foram previamente pesados e anestesiados com
injecao intraperitoneal de ketamina (Dopalen, Sespo, Jacaref,
Sao Paulo), 95mg/kg de peso corporal, e xylazina (Anasedan,
Sespo, Jacarei, Sdo Paulo), 12 mg/kg de peso corporal.

Os animais foram aleatoriamente divididos em quatro
grupos: 1) controle (C, n=6): os ratos nao foram submetidos
a nenhum procedimento; 2) alongamento (Along, n=6): os
ratos foram submetidos ao alongamento do musculo séleo
esquerdo; 3) exercicio resistido (ER, n=6): os ratos foram sub-
metidos a um protocolo de treinamento contra-resistido; 4)
exercicio resistido e alongamento (ER+Along, n=6): os ratos
foram submetidos ao alongamento muscular duas vezes por
semana (tergas e quintas) e ao exercicio contra-resistido trés
vezes por semana (segundas, quartas e sextas), durante oito
semanas consecutivas.

Os protocolos de alongamento e exercicio resistido eram
realizados a partir das 13h30 de cada dia, em ordem crescente
do rato 1 ao 6, para o grupo ER+Along. No grupo Along, todos
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os ratos eram anestesiados e colocados em posi¢éo de alonga-

mento concomitantemente.

Protocolo de alongamento

Os animais tiveram a articulagdo tibio-tdrsica esquerda
posicionada manualmente em flexdo dorsal méxima, manten-
do-se o musculo séleo alongado por meio de uma fita adesiva,
por um periodo de 40 minutos'. O protocolo foi realizado com
o animal sob anestesia, duas vezes por semana (tergas e quin-

tas), durante oito semanas consecutivas.

Protocolo de treinamento
de exercicio contra-resistido™

O exercicio contra-resistido foi realizado como descrito
por Renno et al."®. O protocolo de treinamento foi constituido
por quatro séries de dez saltos, com intervalo de 60 segundos
(crondmetro Cal. H545, Tokyo, Japan) entre cada série. Os trei-
namentos foram realizados trés vezes por semana (segundas,
quartas e sextas-feiras), durante oito semanas consecutivas.

Posteriormente,ambosos musculosséleos direito e esquerdo,
do grupo ER+Along, e somente o musculo séleo esquerdo dos
demais grupos foram retirados e pesados em balanga (Mark Bell
Engineering, Italy) isoladamente. Em seguida, foram divididos
longitudinalmente em duas partes iguais: uma parte foi subme-
tida aos procedimentos de rotina para avaliagdo do niimero de
sarcomeros em série'’ e a outra parte foi fixada em Zenker para
posterior avaliacdo morfolgica e morfométrica.

|dentificagdo do nimero de sarcomeros em série

As fibras musculares foram isoladas e fixadas como des-
crito por Coutinho et al."’. Em cada fibra muscular, o nimero
de sarcomeros em série foi identificado ao longo de 300pm, em
microscopio de luz (Nikon, Tokyo, Japan), em objetiva de 100x
em imersdo. A quantificacédo foi realizada em monitor de video
(14") com sistema de video-imagem (Adler CCTV) acoplado
ao microscépio (Nikon,Tokyo, Japan), com auxilio do contador
(Veeder-Root, Washington, USA) no laboratério de Patologia
da Faculdade Evangélica do Parana (Fepar).

O numero total de sarcdmeros e o comprimento dos sar-
comeros em cada fibra muscular isolada foram estimados pela
correlagdo entre o nimero de sarcomeros identificados ao
longo de 300um da fibra e o comprimento total do musculo,
como descrito por Williams et al.'. Apesar de haver controvér-
sias na literatura, nesse estudo, o comprimento dos sarcome-
ros ao longo das fibras musculares foi considerado homogéneo

(para revisao, ver Coutinho et al.'?).

Procedimentos para analise morfoldgica

O fragmento retirado da metade medial do ventre de cada
musculo séleo foi corado com hematoxilina de Harris e eosina
(H&E) para andlise histomorfométrica da ASTFM. Em outras
laminas histoldgicas, outros cortes foram corados com tri-
cromio de Mallory para avaliacdo da porcentagem do tecido
conjuntivo (perimisio e endomisio).

As fotomicrografias dos cortes histolégicos foram reali-
zadas em microscépio de luz (Axyophot, Carl Zeiss, Oberko-
chen, Germany) e capturadas em sistema de video-imagem
(Applied Spectral Imaging, Migdal Ha'emek, Israel) por meio
do Programa Case Data Manager Expo (Applied Spectral Ima-
ging, Migdal Ha'emek, Israel, versdo 4.0) no Departamento de
Pés-graduacdo em Biologia Celular da Universidade Federal
do Parand (UFPR), em Curitiba. Em cada musculo, foi me-
dida a ASTFM e a porcentagem de tecido conjuntivo, com o
auxilio do software UTHSCSA Image Tool 3.0 (desenvolvido
na University of Texas Health Science Center at San Antonio,
Texas, e disponivel no endereco http://ddsdx.uthscsa.edu/
dig/itdesc.html).

Foi mensurada a drea de seccédo transversa de cem fibras
musculares de cada musculo, escolhidas de modo aleatério da
regido do ventre muscular da secgéo histoldgica, como descrito
por Coutinho et al.'’.

A andlise da porcentagem da area do tecido conjuntivo
foi realizada primeiramente pela selegdo de toda a drea do
corte corado com tricromio de Mallory e fotografado em
objetiva de 10x equivalente a 100%. Em seguida, era excluida
a area de secgdo transversa de todas as fibras musculares,
isolando-se somente o tecido conjuntivo, isto €, o perimisio e
o endomisio. Ap0s essa leitura, os resultados foram expressos

em porcentagem'’.

Analise estatistica

Para testar se cada variavel possufa normalidade, foi efetu-
ado o teste Shapiro Wilks. A conclusdo do teste se deu segundo
o p-valor associado, para um nivel de confianca de 99%.

Ap6s a confirmagédo da normalidade, foram comparados os
valores do peso corporal inicial com o peso no final das oito
semanas de experimento, em cada grupo experimental (intra-
grupo), por meio do teste ¢ pareado.

No grupo ER+Along, foi realizado o teste ¢ pareado para
a comparacdo entre as patas direita (exercicio resistido) e es-
querda (submetida ao alongamento e exercicio resistido).

Osresultados de todas as varidveis analisadas (peso corporal,
peso muscular, comprimento muscular, niimero e comprimento

dos sarcomeros, ASTFM e porcentagem de tecido conjuntivo)
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foram comparados entre os grupos experimentais (intergrupos),
por meio da andlise de varidncia (ANOVA), post hoc Tukey.
Os valores foram considerados significativos quando p<0,05.

Resultados
Peso corporal e muscular

O grupo ER+Along aumentou o peso corporal final quando
comparado com o peso inicial (p=0,007). O peso corporal final
foi superior no grupo ER, quando comparado com o C (p=0,002)
e com o ER+Along (p=0,002; Figura 1A).

O peso do musculo séleo esquerdo do grupo submetido
ao exercicio resistido (ER) apresentou aumento (Figura 1B)
quando comparado com os demais grupos: C (p=0,003); Along
(p=0,01); ER+Along (p=0,0003).

ASTFM

Foinotado um aumento na ASTFM no grupo Along (p=0,037)

Porcentagem de tecido conjuntivo

Néo foram encontradas diferencas significativas na por-
centagem de tecido conjuntivo em todos os grupos avaliados
(Figura 1D).

Comprimento muscular

Foi observada diminui¢do no comprimento do mus-
culo séleo esquerdo do ER+Along quando comparado
com os demais grupos: C (p=0,04); Along (p=0,005) e ER
(p=0.0003). Observou-se também aumento no grupo exer-
cicio resistido (ER) em relagdo ao controle (C) (p=0,05)
conforme Figura 2A.

Numero total de sarcomeros em Série e
comprimento dos sarcomeros

O numero total de sarcomeros em série do grupo Along
foi superior quando comparado ao C. Ainda, ER+Along foi
inferior aos grupos Along (p=0,002) e ER (p=0,001), conforme

e no ER (p=0,02) quando comparado com o C (Figura 1C). Figura 2B.
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Figura 1. Efeito do alongamento e do exercicio resistido no peso corporal e na andlise radial do masculo séleo de rato.

Rev Bras Fisioter. 2008;12(3):228-34.




Secchi KV, Morais CP, Cimatti PF, Tokars E, Gomes ARS

Nao se observaram diferenca nos valores do comprimento
dos sarcomeros do musculo séleo em todos os grupos analisa-
dos (Figura 2C).

Discussao

O presente estudo mostrou que tanto o protocolo de alon-
gamento, realizado duas vezes por semana, quanto o exercicio
contra-resistido, realizado trés vezes por semana, aplicados
isoladamente por oito semanas consecutivas, foram suficien-
tes para induzir hipertrofia muscular, visto que foi observado
um aumento na ASTFM.

Coutinho et al.' testaram o efeito do alongamento em
musculo séleo de rato, com comprimento normal, isto é, ndo
encurtado, realizado trés vezes por semana, durante 40 minu-
tos, e constataram aumento na drea de sec¢do transversa, isto
é, crescimento radial, além de aumento no niimero de sarco-
meros em série (sarcomerogénese), crescimento longitudinal,
sem alterar o peso muscular. Assim, pode ser sugerido que,
mesmo quando a freqiiéncia do alongamento foi reduzida para

apenas duas vezes por semana, Como se realizou no presente

estudo, também ¢é possivel induzir hipertrofia muscular radial
e longitudinal.

Russel, Motlagh e Ashley* tém sugerido que a direcdo do
crescimento muscular, tanto longitudinal (em série) quanto
radial (em paralelo), ndo é controlada pela transcrigdo, mas
por um mecanismo pés-transcricional — como a traducéo.
Estudos demonstram que o crescimento longitudinal ocorre
pelo aumento na sintese protéica, principalmente nas extremi-
dades distais da fibra muscular'®®. J4 o crescimento muscular
em paralelo, que ocorre nas regides mais densas do musculo,
se d& por meio da difusdo de proteinas neo-sintetizadas, por
intermédio dos microtibulos'®. Apesar desses indicios, ainda
permanecem desconhecidos os mecanismos que regulam o
crescimento muscular em série e em paralelo.

No presente trabalho, o alongamento realizado duas vezes
por semana, em musculos normais ndo alterou a porcenta-
gem de tecido conjuntivo. Assim como ja foi observado por
outros autores, o musculo esquelético responde ao exercicio
diferentemente de acordo com a disfungdo, como por exem-
plo, lesdo?, diminui¢do do uso®, imobilizacdo' e sarcopenia®.
Como demonstrado por Williams et al.', que avaliou o efeito
do alongamento por 15 minutos, a cada dois dias, em musculos
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Figura 2. Efeito do alongamento e do exercicio resistido na analise longitudinal do masculo séleo de rato.
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encurtados, ndo foi observado aumento no niimero de sarcome-
ros em série. No entanto, a porcentagem de tecido conjuntivo foi
inferior, quando comparado com musculos somente encurtados
por imobiliza¢ao'. Isso nos sugere que o musculo normal e o
musculo encurtado possuem plasticidades diferentes.

Hornberger e Farrar® realizaram treinamento resistido com
ratos por um periodo de oito semanas e observaram aumento
na massa muscular e na quantidade de proteina do musculo
flexor longo do halux (FLH) e nenhuma alteragéo no séleo. Os
autores atribuem a hipertrofia especifica do FLH ao tipo de trei-
namento (escalada) realizado, que exigia mais deste muisculo®.
Recentemente, foi observado ainda que ratas ovariectomizadas
e submetidas ao mesmo protocolo de treinamento resistido do
presente estudo apresentaram um aumento de peso muscular,
tanto no tibial anterior quanto no séleo, e nenhuma diferenca
na ASTFM de ambos os musculos®. Portanto, pode-se propor
que o aumento do peso muscular e da ASTFM do grupo ER
pode estar relacionado com os hormdnios sexuais, uma vez
que os animais do presente estudo eram machos, e também
com o tipo e a freqiiéncia de treinamento realizados. E ainda,
que o aumento na massa muscular néo é diretamente propor-
cional ao aumento na ASTFM, visto que, no grupo Along, ndo
foi observado aumento no peso muscular, somente na ASTFM
e que o tipo de musculo (se tem predominio de fibras rdpidas
ou lentas) também interfere na adaptagéo ao exercicio.

Tanto o protocolo de treinamento aplicado neste estudo
quanto os niveis de hipertrofia observados nos musculos sub-
metidos apenas ao exercicio resistido (27% superior ao con-
trole) sdo comparaveis aos observados em humanos?.

Surpreendeu a observacdo de que ocorreu uma diminuicdo
no comprimento muscular e no niimero de sarcémeros em sé-
rie quando foi realizada a associagéo do exercicio resistido e do
alongamento. Este resultado sugere que a freqiiéncia com que
foram realizados os protocolos, isto é, diariamente, diminuiu a
sarcomerogénese. No entanto, quando o alongamento foi reali-
zado isoladamente, duas vezes por semana, ocorreu aumento
no numero de sarcomeros. Outros autores também relataram
a influéncia da freqiiéncia do alongamento na plasticidade
muscular'®®. Pode-se propor ainda que a associagéo do alonga-
mento com o exercicio resistido regula o niimero de sarcomeros
emsérieea ASTFM por diferentes mecanismos, porque nenhuma
mudangca foi observada na ASFM. O dxido nitrico, derivado da
isoforma neuronal do 6xido nitrico-sintase, ¢ um modulador
positivo da adi¢ao de sarcOmeros em série*®*. Enquanto a calci-
neurina, uma proteina fosfatase Ca*/calmodulina dependente e
o fator de crescimento semelhante a insulina I (IGF-I) ativando
a fosfatidil-inositol 3-kinase (PI3K)-AKT (uma quinase serina
treonina) parece regular a hipertrofia muscular®®,

Assim, a diminui¢do do nimero de sarcOmeros em série e
nenhuma modificagdo na ASTFM no ER+Along corroboram
com alguns autores que sugerem um intervalo entre os treina-
mentos de, pelo menos, 36 a 48 horas, visto que este é o perfodo
de pico de sintese protéica apds o exercicio™

Outro aspecto importante, que teve que ser levado
em conta, foi a manipula¢do didria dos animais do grupo
ER+Along,. Isso pode ter contribuido para o estresse do animal,
podendo, assim, ter colaborado com a perda de sarcomeros.
Desta forma, a freqliéncia de realizagdo do exercicio deve ser
enfatizada na sua prescricdo, em especial o periodo de repouso
entre os treinos, para que ndo aumente o catabolismo.

O presente estudo apresenta algumas limitacdes, como
o protocolo de alongamento aplicado, poderia ter sido man-
tido por um tempo mais utilizado clinicamente, mantendo-se
apenas alguns segundos, apesar de existirem técnicas fisio-
terapéuticas, como a reeducagéo postural global (RPG), que
preconiza aumentos na ADM, de forma gradual, durante 20 a
30 minutos®. Mais estudos serdo necessarios para elucidar os
mecanismos celulares, moleculares e funcionais do efeito da
associacgdo dos exercicios de alongamento e resistido, tdo lar-
gamente usados na pratica clinica da Fisioterapia. Sugere-se,
ainda, que sejam realizados estudos clinicos randomizados,
com avaliacdo por meio de ressonancia magnética e/ou bidp-
sias, para mensuragdo da area de sec¢éo transversa do musculo
e das fibras, além de andlises da performance muscular fun-
cional, por meio de dinamdmetro isocinético, eletromiégrafo e
plataforma de forca.

Conclusoes

A associagdo do exercicio de alongamento com o exercicio
resistido causou diminui¢do no comprimento muscular e no
numero de sarcdmeros em série, provavelmente devido a fre-
qiiéncia didria de exercicios. Os protocolos de alongamento ou
exercicio resistido, aplicados isoladamente, foram suficientes
para induzir hipertrofia muscular.
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