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Efertos morfoldgicos do retorno da
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alongamento de musculo esquelético de ratas

Morphological effects of resumption of loading after immobilization of skeletal
muscles in lengthened position in female rats
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Resumo

Contextualizagdo: Na reabilitagdo, a imobilizagdo em alongamento do musculo esquelético é realizada como contramedida para
reverter efeitos de encurtamento muscular severo e em eventos pdés-cirlrgicos. Acredita-se que o retorno as atividades funcionais
normais estimule mecanotransdutores capazes de reorganizar a citoarquitetura normal muscular, porém a descricdo das altera¢des
histopatoldgicas relacionadas a esses procedimentos s&o escassas na literatura. Objetivos: Avaliar e quantificar anomalias histologicas
induzidas pela imobilizagdo em alongamento do musculo EDL (Extensor Digitorum Longus) e confronta-las com a livie movimentagéo
do animal apos esse procedimento. Métodos: Foram utilizadas 18 ratas Wistar, distribuidas nos grupos: controle (GC); imobilizadas em
flexéo plantar (EDL em posicédo alongada) por 14 dias (Gl); imobilizadas por 14 dias e liberadas por dez dias (GIL). Fragmentos do EDL
foram congelados, seccionados e processados com reagdes imuno-histoquimica para colagenos | e Il e histoquimica para Adenosina
Trifosfatase Miofibrilar e Hematoxilina-Eosina. Resultados: Os animais do Gl apresentaram discreto aumento da expressao de colageno
| e de fibras em processo degenerativo/necrético, reducao da proporgéo de fibras tipo (FT) 2A e do diametro menor de todos os tipos
de fibras, quando comparados com os animais do GC. Para o GIL, observou-se retorno da quantidade de colageno | as condi¢des
controle, além de redugdo na proporg¢édo de FT2D, aumento do nimero de nlcleos centralizados e do didmetro menor das fibras quando
comparadas com o Gl, porém a expressdo de FT2B e FT2D n&o atingiu os valores de referéncia. Conclusdes: Os dados apresentados
mostram que a retomada da funcao durante dez dias foi parcialmente eficiente na recuperagéo das caracteristicas do musculo EDL
apos o periodo de imobilizagcao e que, se extrapolados os dados a clinica fisioterapéutica, a adogéo de procedimentos orientados as
disfun¢des primarias do musculo pode favorecer a resposta morfofuncional do segmento e o seu integro restabelecimento.
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Abstract

Background: In rehabilitation, immobilization of skeletal muscles in the elongated position is performed as a countermeasure in order to
reverse the effects of severe muscle shortening and postoperative events. The return to normal functional activities is believed to stimulate
mechanotransducers capable of reorganizing the normal muscle cytoarchitecture, but few data describing the histopathological changes
relating to these procedures are available in the literature. Objectives: To assess and quantify histological abnormalities induced by
immobilization of the extensor digitorum longus (EDL) muscle in elongation and to compare them with free movement of the animal after this
procedure. Methods: Eighteen female Wistar rats were used, divided into the following groups: Control; Immobilized in plantar flexion (EDL in
an elongated position) for 14 days (Gl); Immobilized for 14 days and released for 10 days (GIL). EDL fragments were frozen, sectioned and
processed through immunohistochemical reactions for collagens | and Il and histochemical methods for myofibrillar adenosine triphosphatase
using hematoxylin-eosin. Results: Gl animals presented slight increases in collagen | and fiber expression in a degenerative/necrotic process,
and reductions in the proportion of FT2A fibers and in the diameters of all fiber types, compared with the controls. In GIL, the quantity of
collagen | returned to control conditions; the proportion of FT2D decreased; the number of centralized nuclei increased; and the fiber diameter
was smaller than in Gl. However, FT2B and FT2D expression did not reach the reference values. Conclusions: The data presented show that
the recovery of function over a 10-day period was partially efficient with regard to recuperation of the characteristics of the EDL muscle after
the period of immobilization. If the data are extrapolated to physiotherapeutic clinical practice, use of procedures directed towards primary
dysfunctions of the muscle may favor a morphofunctional response in the segment and its full recovery.
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Introducgao

Na pratica clinica da reabilitacdo, o alongamento muscular
mantido é realizado como contramedida para reverter efeitos
de encurtamento muscular severo, como no alongamento se-
riado com gesso apds a aplicacéo de toxina botulinica'? e nas
distragoes 6sseas para promover aumento no comprimento do
membro*!. Além disso, a imobilizacdo em posicéo alongada é
aplicada apos cirurgia de alongamento muscular® ou quando
hé ruptura tendinea do grupamento muscular contralateral®”.

Experimentagoes em animais identificaram que a imobili-
zacdo na posicdo alongada causa aumento da sintese proteica,
reducdo da capacidade de gerar forca e aumento do tecido
conjuntivo® e, ainda, que esse procedimento causa atrofia
muscular menos marcante associada a menor perda das pro-
priedades elasticas do que aqueles imobilizados em posi¢éo
de encurtamento’. Além disso, promovem um aumento de
cerca de 17% do niimero de sarcomeros em série'"'"”. Acerca da
composi¢do muscular dos diferentes tipos de MHC, os estudos
sdo contraditérios. Em musculos de contragdo rapida, alguns
autores identificaram um aumento na fracéo de fibras lentas,
observando uma transi¢do na expressao de isoformas rdpidas
de MHC no sentido das lentas'"", enquanto outros observa-
ram a transi¢do de fibras rapidas para mais rapidas'>'*. Porém,
as anomalias histopatoldgicas e morfométricas, induzidas pelo
alongamento mantido, sdo pouco correlacionadas e destaca-
das na literatura, dificultando a compreensdo do complexo
mecanismo de organizagéo das proteinas do costamero e a da
mecanotransdugdo celular.

A liberacdo, seguida de um periodo de desuso, induz leséo
as fibras musculares'®'®. A sobrecarga imposta ao musculo apds
um perfodo de inatividade pode causar danos ao sarcolema e a
rede de proteinas do costamero'. As alteracdes nessas protei-
nas estruturais ativam mecanoceptores que, por meio de uma
cascata de eventos, modificam a expressdo génica, favorecendo
a sintese proteica'". Isso se traduz em aumento na expressdo e
sintese de coldgeno®, ativacédo de células satélites' e aumento na
producéo de proteinas contréteis® e proteinas sinalizadoras**,
sendo esses os principais eventos do retorno das atividades de
sobrecarga ap6s a imobilizacdo. A conjuncdo desses eventos
favorece o retorno do volume muscular e organizacédo das pro-
teinas estruturais, restabelecendo, portanto, as caracteristicas
biomecanicas e funcionais. Recentemente, estudos avaliaram
as alteracgdes sofridas pelo retorno da sobrecarga apds a imobi-
lizagdo, porém poucos deles avaliaram tais alteragdes em mus-
culos submetidos a imobilizacdo continua em alongamento'.
Portanto, este estudo teve por objetivos avaliar e quantificar as
alteracoes histopatoldgicas induzidas pela liberacdo do animal
do sistema de contencéo apds duas semanas de imobilizagéo do
musculo EDL de ratas em posi¢édo alongada.

Materiais e métodos
Animais

Foram utilizadas 18 ratas (Rattus norvegicus albinus) da
variedade Wistar, adultas jovens, com massa corporal média
de 200g+30, que foram mantidas em gaiolas pldsticas em am-
biente controlado com temperatura a 24°C e periodo de claro/
escuro de 12/12h, com livre acesso a alimentagdo padrdo e
agua, no Biotério do Laboratério de Bioengenharia da Facul-
dade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP), Universidade de
Séo Paulo (USP), Ribeirédo Preto, SP, Brasil. Esse estudo foi apro-
vado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (protocolo n®
06.1.692.53.8) do Campus de Ribeirdo Preto — USP.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés
grupos de seis animais cada: controle (GC), os animais perma-
neceram em gaiolas pldsticas por um periodo de 14 dias a fim
de obedecer ao periodo de contencéo dos animais dos demais
grupos; imobilizado (GI), os animais permaneceram com o
membro posterior direito imobilizado em flexdo plantar do
tornozelo por um periodo de 14 dias consecutivos; imobilizado
e liberado (GIL), os animais tiveram o membro posterior di-
reito imobilizado em flexdo plantar por um periodo de 14 dias
e, em seguida, foram liberados nas gaiolas por um perfodo de
dez dias consecutivos.

Em sequéncia, foram submetidos & eutandsia seguida da
coleta do musculo EDL. Obteve-se a porcdo central do mus-
culo dissecado, que foi envolvido em talco e submetido ao con-
gelamento rapido em nitrogénio liquido. Os fragmentos foram
armazenados em freezer -70° até o processamento.

Técnica de imobilizacdo

A imobilizagdo do membro posterior direito dos animais
foi realizada apds aplicagdo de anestésico intramuscular, uti-
lizando uma mistura de Cloridrato de Ketamina (80 mg/kg)
e Cloridrato de Xilazina (15 mg/kg), na dose de 0,05 mg/100g
de peso corporal do animal. Posteriormente, foi elaborado um
aparelho gessado que incluia pelve, quadril, joelho em total
extensdo e tornozelo em flexdo plantar a fim de promover o
alongamento do musculo EDL (para maior detalhe, consulte
Mattiello-Sverzut et al.'°).

Imuno-histoquimica para colagenos

A técnicarealizada no Laboratério de Neuropatologia do De-
partamento de Patologia da FMRP-USP contou com aplicagédo
dos anticorpos Monoclonal Anti-Collagen Type I (clone COL-1,
Sigma) e Monoclonal Anti-Collagen Type III (clone FH-7A, Sigma)
para caracterizagdo dos colagenos do tipo I e III, na dilui¢do de
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1:3000 e 1:12000, respectivamente. Os diferentes anticorpos fo-
ram aplicados em diferentes laminas que continham cortes de
5um de espessura dos fragmentos musculares. As laminas foram
entdo fixadas em acetona gelada por 20 minutos, lavadas com
tampdo fosfato salino (PBS) e incubadas com anticorpo Mono-
clonal Anti-Collagen Type I e Monoclonal Anti-Collagen Type III
a 4°C overnight. No dia seguinte, as laminas foram lavadas e in-
cubadas com o kit NovoLink™ Max Polymer (Novocastra), com-
posto por um polimero pés-primério e um polimero conjugado.
Primeiro, o pds-primdrio foi aplicado, e os cortes permaneceram
incubando por 10 minutos a temperatura ambiente. Seguiu-se
lavagem e incubacdo com o polimero conjugado por mais 10
minutos a temperatura ambiente. Apds esse procedimento, re-
alizou-se nova lavagem para incubagdo com Diaminobenzidina
(DAB) durante 15 minutos. Posteriormente, ocorreu lavagem em
agua destilada, contracoragdo com Hematoxilina por 1 minuto,
desidratacdo, diafanizagdo e, por fim, montagem em Permount
(Fisher). Esse protocolo resulta em mionticleos e proteinas de
membrana corados em azul e fibras do tecido conjuntivo cora-
das em marrom. A avaliagdo dos diferentes tipos de coldgeno
do musculo EDL foi feita de forma semiquantitativa, seguindo
o protocolo descrito por Kurose et al** da imunomarcagéo dos
colagenos do tipo I e III por trés examinadores independentes.
Na analise, utilizou-se a classificagdo descrita a seguir, conside-
rando a reatividade dos mesmos: (-) negativo; () ligeiramente
positivo; (+) fracamente positivo; (++) moderadamente positivo;
(+++) fortemente positivo.

Estudo morfologico

A andlise qualitativa das laminas foi feita em Microscdpio
Optico (MO) de luz, Leica DM 2500, por dois observadores,
quando foram avaliados aspectos morfolégicos genéricos e con-
tabilizadas as alteragdes anatomopatoldgicas do tecido muscu-
lar de cada animal pela reagdo de Hematoxilina-Eosina (HE).

Analise morfométrica

Utilizando o software QualiView — Atonus, foram fotomi-
crografados trés campos aleatérios do fragmento muscular de
cada animal, processados pela reacdo de mATPase®, em pH de
pré-incubagao 4.6, confrontando com os cortes processados
empH 4.3 e 9,4. Em cada imagem, foram contados os diferentes
tipos de fibras presentes no musculo EDL, bem como medido o
didmetro menor de cada fibra, descartando da analise aquelas
que se apresentavam incompletas na imagem. A medida do
didmetro menor foi eleita para representacdo da drea de sec-
¢do transversa a fim de eliminar possiveis distor¢des no valor
da area das fibras decorrentes do seccionamento obliquo da

amostra®.

Ana

ISe estatistica

A estatistica referente ao didmetro menor e propor¢do de
fibras dos musculos EDL de cada animal foi realizada entre os
grupos utilizando o Modelo Linear de Efeitos Mistos, com nivel
de significAncia de 5% (0=5%) e um intervalo de confianca de 95%
(IC=95%), usando PROC MIXED do programa SAS, versdo 9.2.

Resultados :::.

Os fragmentos do musculo EDL dos animais do GC apre-
sentaram fibras poliédricas, ntcleos periféricos e variagdo
no tamanho das fibras (Figura 1A). A imobilizagdo provocou
ligeiro aumento no niimero de fibras em processo degenera-
tivo/necrético (Figura 1C). Os animais do GIL (Figura 1D e 1E)
apresentaram quantidade aumentada de ntcleos centraliza-
dos quando comparados com os do GC (Figura 1A). A Tabela 1
apresenta os valores médios e desvio-padrdo dos achados
anatomopatolégicos identificados nos animais dos diferentes
grupos analisados. Observa-se que, em valores absolutos, os

Grupo controle (A e B), grupo imobilizado (C e D), grupo imobilizado e liberado (E e
F). (Barra: 50um). Observe: (A) variagdo no tamanho das fibras e (B) predominio de
fibras de contracdo rapida e rarefagdo de fibras tipo 1 (fibras escuras); (C) Fibras em
processo degenerativo/necrético (seta escura) e (D) presenga de fibras de coloragdo
intermedidria (setas claras); (E) Centralizagdo nuclear (cabega de seta) e (F) predomi-
nio de fibras de contracdo répida e rarefacdo de fibras tipo 1 (fibras escuras).

Figura 1. Fotomicrografia do masculo EDL. HE (A, C, E); mATPase
pH4,6 (B, D, F).
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itens centralizac¢do nuclear do GIL e processos degenerativos/
necroéticos do GI foram os mais modificados em relagdo aos
achados do GC.

A avaliagdo do tecido conjuntivo intramuscular do musculo
EDL indicou discreto aumento na quantidade de coldageno do
tipo I nos animais do GI e discreta redugdo na quantidade de
coldgeno do tipo Il nos animais do GIL, conforme evidenciado
na Tabela 2.

Tabela 1. Quantidade média («DP) de fibras com alteracGes
histopatoldgicas do masculo EDL nos diferentes grupos analisados.
GC Gl GIL
Centralizagdo nuclear 1,3 (=1) 2,8 (x2,3) 6,3 (=7)
Fibras lobuladas 05 (x1.2) 0,2 (x0,4) 0,5 (x0,5)
Degeneracdo/Necrose 3(x1,7) 42 (+19) 1,3(=0,8)
Regeneragdo 0,2 (=0,4) 0,2 (x0,4) 0
Splitting 12(=16)  03(<08) 1(0,9)

GC=grupo controle; Gl=grupo imobilizado; GIL=grupo imobilizado e liberado.

Tabela 2. Avaliagdo semiquantitativa do contetido de coldgeno
intersticial do masculo EDL.

GC Gl GIL
Colageno | +/+ + +/+
Colageno Ill ++ ++ +/++

GC=grupo controle; Gl=grupo imobilizado; GIL=grupo imobilizado e liberado;
- negativo; = ligeiramente positivo; + fracamente positivo; ++ moderadamente positivo;
+++ fortemente positivo.

A analise da propor¢édo dos diferentes tipos de fibras do
musculo EDL indicou que a imobilizagdo provocou redugdo
apenas no numero de FT2A (GI x GC, p<0,001), e a liberagéo
na gaiola, apds o periodo de imobilizagéo, reduziu o nimero
de FT2D (GIL x GC, p<0,01; GIL x GI, p<0,0001) em relagéo
aos animais do GC e do GI (Figura 2). Dados do didmetro me-
nor das fibras musculares demonstraram que a imobilizacdo
determinou redugéo do didmetro menor de todos os tipos de
fibras em relagdo aos respectivos valores controle (GI x GC,
p=0,03) (Tabela 2). Por outro lado, a liberagdo dos animais na
gaiola provocou aumento dos valores de didmetro das FT1,
FT2A, FT2AD, FT2D e FT2B, quando comparados com os do
GI (GIL x GI, p<0,01) (Tabela 3).

Discussao :::.

Na pratica clinica da reabilitagdo fisica, ainda existem
questionamentos sobre a readaptagdo de algumas varidveis
do tecido muscular submetido a procedimentos de desuso e
posterior liberagdo as atividades de vida didria. A efetividade
da indicagdo de um procedimento terapéutico especifico ou
a conduta de nédo indicacdo deve ser abordada sob diversos
aspectos, dentre eles, o tipo de desuso, o periodo de restri¢do
a0 movimento, as caracteristicas contrdteis do musculo (ou
grupo muscular) debilitado e achados de carater morfoldgico.

Controle

*p<0,05 quando comparado com GC; * p< 0,05 quando comparado com Gl.

Imobilizado

100%
90% -
80% -
54,25
- 55
o0% T FIB
) = FT2D
50% T mFT2AD
) = FT2A
0% mFT2C
mFT1
30%
20%
10%
0%

Liberado

Figura 2. Porcentagem dos diferentes tipos de fibra do musculo EDL nos grupos analisados.
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Nessa direcéo, este estudo experimental conduzido em ratas
Wistar pode verificar que 14 dias de imobilizagdo do musculo
EDL em alongamento e consecutiva libera¢do dos animais na
gaiola por dez dias determinaram alteragdes importantes na
expressdo de coldgenos intersticiais na proporgdo e no tro-
fismo das fibras musculares.

Efeitos da imobilizagdo em alongamento

Especificamente, o procedimento de imobilizagdo do mus-
culo EDL, em posigédo alongada, durante 14 dias, determinou
atrofia dos diferentes tipos de fibra muscular, redu¢do somente
na proporgcédo de FT2A e discreto aumento na quantidade de co-
lageno I. A imobilizagédo em alongamento é considerada um esti-
mulo a tensdo longitudinal, porém nédo determina sobrecarga no
musculo esquelético, mas pode induzir modificagdes nos fatores
relacionados a regulagdo miogénica. Um estudo conduzido por
Gomes et al.” identificou que sessées didrias de alongamento
mantido por 30 minutos, durante 7 dias, em séleo de ratos nor-
mais, somente modificou a expressdo de mRNA para Atrogina-1,
néo tendo alterado a expressao de mRNA para MyoD e miosta-
tina. Segundo Kim et al.”, existe uma relagéo entre a expressdo
de atrogina e a ubiquitina-ligase, que desempenha um impor-
tante papel no processo de degradagio proteica e, consequen-
temente, na regulacdo da massa muscular. Em paralelo, estudos
conduzidos por Williams et al.” e Ahtikoski et al.* identificaram
que a imobilizagdo em alongamento, por uma semana, nio pro-
vocou alteragdo na quantidade de tecido conjuntivo, sendo que,
no segundo estudo, a manutengéo do musculo em alongamento
preveniu a reducéo dos niveis de mRNA para coldgeno 1. Ainda,
a concentracdo de mRNA para coldgenos tipo I e Il mostrou-se
reduzida no terceiro dia de imobilizagdo do muisculo tibial ante-
rior, mas retornou aos valores controle apds o sétimo dia®'. Por
outro lado, estudos conduzidos por Josza et al." identificaram
que a quantidade de tecido conjuntivo perimisial do musculo
soleo e gastrocnémio de animais submetidos a imobiliza¢do em
dorsiflexdo aumentou na primeira semana pds-procedimento,
porém progrediu em 5x esse valor apds a terceira semana. Os
dados acima destacados sugerem que o tempo de restri¢do ar-
ticular mostra-se uma variavel importante para a instalagdo das
alteracoes do colageno e de tecido conjuntivo, como as identi-
ficadas no presente estudo. Na matriz extracelular, o coldgeno
tipo I determina forca ténsil e rigidez e, portanto, sob a dtica
biomecanica, a redugéo dessa proteina pode comprometer o su-
porte de carga na fase elastica®®, que antecede o rompimento,
vulnerabilizando o tecido ao estresse longitudinal.

A imobilizagdo em alongamento de musculos de contra-
¢do rapida pode causar aumento na fracdo de fibras rapidas,
levando a uma transicdo de fibras rdpidas para mais rapi-
das' Sendo o EDL composto predominantemente por fibras

Tabela 3. Média e intervalo de confianga do didmetro menor (wm)
dos diferentes tipos de fibra do musculo EDL.

GC Gl GIL

- 24,16 20,80° 24,31
(22,25-26,07) (1894-2266) (22,41 -2620)

— 23,89 20,19° 22,77
(21,07-2671) (1745-22,92) (20,58 - 24,97)

— 23,72 20,87 23,20%
(22,04-2540) (19,10-22,65) (21,41 -25,02)

24,59 21,49° 23,64*
FI2AD (22,70-26,47) (1957-23,39) (21,75-2553)

F120 29,95 23,37¢ 28,46
(28,24-31,66) (21,70-2505) (26,57 - 30,35)

1o 32,65 2312 31,48

(31,05-34,23) (21,54-24,71) (29,88 - 33,08)
GC=grupo controle; Gl=grupo imobilizado; GlL=grupo imobilizado e liberado; * p<0,05
quando comparado com GC; * p<0,05 quando comparado com Gl.

de contragdo rdpida, apés o perfodo de imobilizacdo desse
musculo, foi possivel observar reducdo significativa de FT2A,
porém sem aumento estatistico de outros tipos de fibras. Por-
tanto, acredita-se que o tempo de imobilizagdo utilizado neste
estudo tenha sido insuficiente para confirmar o sentido da
transicdo induzida pela intervengédo do alongamento mantido,
como destacado pelos autores anteriores.

O valor médio de diametro menor das fibras dos animais
imobilizados em alongamento encontrou-se reduzido em re-
lagdo ao controle, assim como observaram Chopard, Pons e
Marini*, Stelzer e Widrick* e Gehrke et al.*. Por outro lado,
Yang et al.”” aplicaram a imobilizacdo em alongamento no
musculo EDL por seis dias e identificaram aumento na massa
muscular e aumento na expressdo local de IGF-1. Segue-se que
um estudo desenvolvido por De Deyne et al.* apontou que as
alteracdes do IGF-1 pouco podem contribuir para as transfor-
macoes sofridas pelo EDL imobilizado em posi¢do alongada,
de forma que é possivel que o tempo de imobilizagédo tenha
sido um fator importante ou que essa proteina tenha outros
papéis, que ndo somente a promogéao do crescimento muscu-
lar. Apesar de a metodologia aplicada no presente estudo nédo
permitir a verificacdo de alteragdes ultraestruturais e de protei-
nas especificas do costamero, a presenca de fibras em processo
degenerativo/necrético e outras com centralizagdo nuclear
permite sugerir que houve dano sarcolemal e subsequente mo-
dificacdo arquitetural das proteinas do costamero, que sdo de
fundamental importéncia a estabilizag¢do do sarcolema e posi-
cionamento do ndcleo®, principalmente para o misculo EDL,
como identificou O'Neill et al.*. A desestruturagio sarcolemal
e das proteinas a ela associadas, por sua vez, pode ter evocado
a cascata relacionada a protedlise lisossomal via catepsina e
proteosomo ubiquitina ATP-dependente. Além disso, a
titina, uma protefna estrutural importante para manutencéo
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da estrutura sarcomérica, pode ter sido danificada pela inten-
sidade do alongamento desenvolvido durante a imobilizagao,
talvez excedendo a amplitude funcional de deformacgio do
dominio PEVK (Proline-glutamine-valine-lysine-rich domain),
provocando desorganizacgdo das miofibrilas contréteis e, con-
sequentemente, sinalizando para a degeneracdo da fibra*®.
Em paralelo ao desarranjo subsarcolemal, houve reparagéo-
regeneracdo tecidual destacada pela centralizacdo nuclear e
discreto aumento de colageno 1. Em suma, deve-se considerar
que a imobilizagdo promove redugéo na sintese proteica e ace-
leragdo na degradagdo de proteinas, porém o grau de atrofia
e de modificacOes na sintese de coldgeno parece ser diferente
para cada musculo, dependendo do tipo de fibra que o com-
poe® e da posi¢do em que permaneceu imobilizado™®.

Efeitos da liberagdo pos-imobilizagdo em
alongamento

A livre movimentagdo dos animais foi capaz de restaurar os
valores de diametro e propor¢édo aos valores observados no GC
para a quase totalidade dos tipos de fibras, com excecgéo das
FT2B e FT2D. Sendo o EDL composto principalmente por fi-
bras de contracéo rdpida, que sdo as primeiras recrutadas, o re-
torno a atividade pode ter provocado maior lesdo nessas fibras
durante a fase inicial da liberagao*, atrasando seu processo de
recuperacdo e de ganho de volume. Estudos conduzidos por
nosso grupo de pesquisa tém evidenciado que a recuperagéo
do musculo plantar, também composto predominantemente
por fibras de contracéo rapida, imobilizado em encurtamento
por dez dias, recupera suas caracteristicas morfolégicas apds
dez dias de reabilitacdo, seja com alongamento ou treino
excéntrico (Cornachione et al.*’, resultados néo publicados).
Além disso, foi possivel observar uma discreta redugdo na
expressdo do colageno III. Esse tipo de coldgeno é respon-
savel pela complacéncia da matriz extracelular, permitindo
maior mobilidade entre as fibras musculares. Assim como
outros autores observaram no sétimo dia pés-imobilizacdo em
alongamento®?, neste trabalho, o contetido de colageno tipo
I também néo apresentou diferenga em relagéao aquele obser-
vado no GC no décimo quarto dia pés-imobilizagdo. Ainda que
ndo existam relatos na literatura para expressao de mRNA e/ou
pro-colageno tipo III sob a metodologia aqui utilizada no pe-
riodo pds-imobilizacéo, é possivel inferir que a liberagéo tenha
favorecido a reorganizagio macromolecular dessas estruturas,
assim como sugerem Coutinho, DeLuca e Salvini*. Além disso,

em musculos com predominio de fibras glicoliticas, exercicios
de sobrecarga aumentam os niveis da expressdo de mRNA e da
prépria metaloproteinase 2 (MMP-2)". Essa, por sua vez, além
de atuar na degradacéo de tecido conjuntivo da matriz extra-
celular, aumenta a ativacao de células satélites™ auxiliando no
processo de regeneracdo tecidual®, que pode ser evidenciado
pela presenga aumentada de ntcleos centralizados, assim
como foi encontrado neste estudo. Em paralelo, o aumento no
diametro menor da maioria das fibras pode ser justificado pela
ativagdo da cascata de eventos que envolvem fatores de cresci-
mento/regeneracdo muscular, como IGF-1 e MGF**,
Considerando as varidveis analisadas e a metodologia em-
pregada, conclui-se que a imobilizagcdo em alongamento por
14 dias consecutivos gera no musculo EDL alteracgoes histopa-
toldgicas condizentes com o desuso, caracterizando atrofia de
todos os tipos de fibras e aumento de colageno I. O retorno da
sobrecarga por dez dias, com a libera¢do do animal, gerou es-
timulos mecanicos capazes de promover ativacdo de mecanis-
mos competentes em recuperar os padrées do musculo EDL,
com excecdo do trofismo e proporcéo das fibras de contragao
rapida. A partir dos resultados obtidos neste estudo com ratas,
hipotetiza-se que alguns cuidados devem ser considerados na
clinica da reabilitacdo fisioterapéutica quando da sobrecarga
segmentar apds breves perfodos de imobilizagdo em alonga-
mento. Destaca-se a fragilidade dos componentes celular e in-
tersticial frente ao estresse longitudinal, assim como a provavel
debilidade funcional do muisculo caracterizada pela atrofia das
fibras rdpidas e em menor proporgéo. Portanto, sugere-se que
a retomada da funcéo deve ser gradativa a partir da adogdo
de exercicios que potencializem a atividade das fibras oxida-
tivas/glicoliticas (FT2A) que sofreram redugdo em ndmero e
em volume. Uma acgédo paralela seria a utilizagdo de eletroes-
timulagdo de média frequéncia® no grupo muscular mantido
em alongamento pela imobilizacdo, o que contribuiria para
recuperacdo estrita dessas fibras e, consequentemente, para o
restabelecimento da forca e da fungdo muscular.
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