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Influéncia do alongamento passivo em trés

repeticoes de 30 segundos a cada 48 horas
em musculo séleo imobilizado de ratos

Thiago Menon', Luana Muriel Casarolli?, Nubia Broetto Cunha?, Leandro de Souza?,
Paulo Henrique Muleta Andrade?, Carlos Eduardo de Albuquerque?® e Gladson Ricardo Flor Bertolini*

RESUMO

O musculo esquelético tem a propriedade de adaptar-se a dife-
rentes estimulos, alterando o niumero de sarcomeros em série,
de acordo com o comprimento a que esta submetido. Este traba-
Iho tem como objetivo comparar as adaptacoes de peso e compri-
mento do musculo séleo de ratos, além de estimativa do total de
sarcoOmeros em série, quando submetidos a alongamento intermi-
tente durante imobilizagdo em plantiflexdo. Foram utilizados 24
ratos (Wistar) machos de 14 + 2 semanas de idade, divididos em
4 grupos: C (n = 6) — controle; A (n = 6) — musculo séleo esquerdo
(MSE) alongado; | (n = 6) — MSE imobilizado; IA (n = 6) — MSE
imobilizado e alongado. O protocolo utilizado foi 3 séries de alon-
gamento com duracao de 30s a cada 48h; e periodo total de imo-
bilizacdo de 21 dias. Foram comparadas as variagdes observadas
entre os musculos séleus direito (MSD) e o MSE com relacédo a
peso muscular, comprimento muscular e estimativa do nimero
de sarcomeros em série (ENSS), através da contagem em 300um.
Nas varidveis analisadas ao comparar o MSD (controle) e o MSE
(submetido a alongamento e/ou imobilizagao) foram observados:
peso muscular: C =-1,59%, (p =0,67); A= +5,41% (p = 0,05); | =
-41,48% (p = 0,01); IA =-32,46% (p = 0,01); comprimento mus-

cular: C=-2,63% (p =0,43); A= +7,54% (p = 0,07); | =-12,74%
(p=0,01);IA=-10,42% (p =0,11); ENSS: C =-3,81% (p = 0,09);
A=+2,73% (p=0,56); 1 =-12,20% (p = 0,01); IA=-12,21% (p =

0,21). Conclui-se que o alongamento durante a imobilizagao pre-
servou o comprimento muscular e a quantidade de sarcémeros
em série, mas nao evitou a perda do peso muscular.

ABSTRACT

Influence of passive stretching in three 30-second sets at
every 48 hours in immobilized soleum muscle of rats

The skeletal muscle has the property to adapt to different stim-
uli, alternating the number of sarcomeres in series, according to
the length to which it is submitted to. This investigation has the
aim to compare weight and length adaptations of the soleus mus-
cle in rats, besides the total estimate of the sarcomeres in series,
when submitted to intermittent stretching during immobilization
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in plantarflexion. Twenty-four 14 + 2 weeks old Wistar male rats
were used. They were divided in 4 groups, namely: C (n = 6) —
control; A (n = 6) — stretched left soleus muscle (LSM); | (n = 6) —
immobilized left soleus muscle; IA (n = 6) — immobilized and
stretched LSM. The used protocol was of 3 stretching sets with
30 s duration at every 48 h, and total immobilization period of 21
days. The variations observed were compared between right so-
leus muscle (RSM) and LSM concerning muscular weight, muscu-
lar length and estimate of number of sarcomeres in series (ENSS),
through counting in 300 um. In the analyzed variables, when RSM
(control) and LSM were compared (submitted to stretching and/or
immobilization) the following were observed: muscular weight: C
=-1.59% (p = 0.67); A =+541% (p = 0.05); | = -41.48% (p =
0.01); IA =-32.46% (p = 0.01); muscular length: C = -2.63% (p =
0.43); A=+7.54% (p =0.07); | ==12.74% (p = 0.01), IA=-10.42%
(p=0.11); ENSS: C=-3.81% (p =0.09); A =+2.73% (p = 0.56); |
=-1220% (p = 0.01), IA =-12.21% (p = 0.21). It is concluded
that stretching during immobilization has preserved muscular
length and the amount of sarcomeres in series, however, it did
not prevent muscular weight loss.

INTRODUCAO

As fibras musculares esqueléticas apresentam capacidade de
adaptacéo a determinados estimulos, como o exercicio fisico, imo-
bilizacdo, alteracdes das condigcdes hormonais e nutricionais. Todo
€sse processo tem suas repercussoes para a pratica clinica”.

Apods curto periodo de imobilizacdo, ocorrem mudancas no teci-
do conjuntivo; principalmente o aumento de coldgeno, perda de
capilares, reducdo no tamanho e alteragcdes morfolégicas das fi-
bras musculares, além de diminuicdo do nimero de sarcOmeros
em série. A posicdo na qual o musculo é mantido tem importante
fator para o acumulo de tecido conectivo e para a rigidez muscu-
larl>8) existem, porém, controvérsias a respeito das alteracoes na
proporcao do colageno tipo | e Ill nos musculos imobilizados, ha-
vendo relatos de diminuicao dos niveis. Contudo, o alongamento
passivo poderia combater estes efeitos.

Devido as propriedades viscoelasticas do tecido conectivo, o
alongamento muscular é geralmente utilizado com objetivo de au-
mentar a flexibilidade muscular. Porém, tanto a manutencgao pro-
longada em posicdo de alongamento, quanto a imobilizagdo em
posicdo de encurtamento muscular (através de imobilizagao), pro-
duzem alteracdes no componente contratil muscular, causando
aumento e diminuicdo no nimero de sarcomeros em série, res-
pectivamente®.
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A literatura demonstra que nao ha consenso sobre o método, a
intensidade, a duracdo e a freqiéncia do alongamento para pre-
vengao do encurtamento muscular ou melhora da flexibilidade©®),
sendo que diferentes métodos podem, em periodos diferentes,
demonstrar ganhos de flexibilidade semelhantes. Porém, mesmo
com uma lacuna no conhecimento presente, o alongamento é usa-
do em programas de aptidao fisica e reabilitagdo porque se acredi-
ta que influencie positivamente no desempenho e prevengéo de
lesdes, além do fato que encurtamentos e contraturas podem cau-
sar limitagdes na amplitude de movimento restringindo a acao nor-
mal do musculo®19,

Estudos utilizando diferentes protocolos de alongamento mus-
cular em humanos, como os de Knight et al.¥9, Aalto et al."", Ker-
rigan et al."?, e, Chan, Hong e Robinson"® demonstraram ganhos
no arco de movimento apés periodos variaveis de duragdo. Thom
et al"¥ investigaram os efeitos de 10 dias de imobilizagdo em
quadriceps sobre a &rea de secgao transversal, forca e a regulacéo
de célcio no reticulo sarcoplasmatico através de bidpsias muscu-
lares em 8 sujeitos saudaveis. Observaram que a &rea muscular,
forca e captura do célcio diminuiram significativamente no perio-
do. Esses trabalhos demonstram a capacidade de plasticidade do
musculo esquelético humano.

Estimulos mecéanicos aplicados a um musculo estao relaciona-
dos a expressdo génica de fatores de crescimento pelo préprio
musculo, fato que regula a sintese protéica no tecido muscular'.
Williams® relata que quando o musculo é imobilizado em posi-
cao de alongamento, ocorre hipertrofia sarcomeral em série, com
aumento do comprimento da fibra muscular pela adicdo de novos
sarcOmeros.

O alongamento produz tensdo nos sarcdmeros o que pode indu-
zir a pouca sobreposicao dos filamentos contrateis, através da adi-
cao de novos sarcdmeros pode-se resultar em um comprimento
otimo restaurado, portanto, o nimero de sarcomeros nao é fixo9,

O presente trabalho justifica-se na tentativa de esclarecimento
de duvidas sobre a resposta do alongamento passivo na preven-
cao do encurtamento muscular e no trofismo sarcomeral em ani-
mais de experimentacéo, visando consubstanciar futuros estudos
terapéuticos. O objetivo foi analisar os efeitos do alongamento
passivo em musculo soéleo de ratos, encurtados ou nao por imobi-
lizacao, tendo como variaveis estudadas: a) 0 peso muscular; b) o
comprimento muscular; c) a estimativa do nimero de sarcomeros
em série nas fibras musculares.

METODOS

No presente estudo foram utilizados 24 ratos Wistar, machos,
com peso corporal médio de 303,5 + 27,049, com idade de 14 + 2
semanas, obtidos no Biotério da Universidade Estadual do Oeste
do Parana — campus Cascavel. Os animais foram agrupados e man-
tidos em gaiolas plasticas (3 ratos em cada), em condicbes am-
bientais controladas (luminosidade: 12 horas de ciclo claro/escu-
ro, temperatura 24 + 1°C), com livre acesso a dgua e racao,
seguindo preceitos éticos de experimentos com animais. A amos-
tra foi dividida aleatoriamente em 4 grupos, sendo sacrificados
apds 21 dias de experimento, para a dissecacdo e anélise dos
musculos séleos direito e esquerdo.

e Grupo 1 (C) = (n = 6): mantido solto na gaiola sem qualquer
alongamento passivo ou restricdo de movimento, por um periodo
de 3 semanas consecutivas.

e Grupo 2 (A) — (n = 6): 0o musculo séleo esquerdo foi alongado
passivamente a cada 48h em dorsiflexdo, durante 3 semanas con-
secutivas, sem qualquer tipo de imobilizacéo.

e Grupo 3 (I) = (n = 6): apenas imobilizado em flexdo plantar,
durante 3 semanas consecutivas, ndo recebendo qualguer forma
de alongamento no decorrer do periodo.

e Grupo 4 (IA) — (n = 6): a pata posterior esquerda destes ani-
mais foi imobilizada em flexdo plantar maxima, produzindo encur-
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tamento muscular do séleo, e a cada 48h, os animais receberam
alongamento passivo em dorsiflexdo por 3 semanas consecuti-
vas.

Para realizar o procedimento de imobilizagdo, os animais foram
previamente anestesiados com éter etilico. O aparato de imobili-
zagao visava obter o encurtamento do musculo séleo esquerdo,
sendo utilizado um modelo desenvolvido no Laboratério de Neu-
rociéncias do departamento de Fisioterapia da UFSCar"®. A articu-
lagdo tibiotérsica foi imobilizada em maéaxima flexdo plantar com
algodao e fita adesiva e posteriormente colocou-se 0 modelo de
imobilizacdo. Os animais eram observados diariamente, devido a
possibilidade de ocorrer danos no aparato de imobilizagao.

Para se efetuar a técnica de alongamento no musculo séleo, os
animais foram previamente anestesiados com éter etilico e a imo-
bilizacao retirada. Sem a imobilizacdo, a articulacéo tibiotarsica foi
mantida em flexdo dorsal méxima, durante o periodo de alonga-
mento, que consistiu de 3 séries de 30 segundos, com intervalo
de repouso de 30 segundos entre as séries. Apds o tempo de
alongamento muscular passivo, o modelo de imobilizacdo foi re-
colocado e o musculo mantido novamente em posicao de encur-
tamento maximo (flexao plantar) durante mais 48h.

Ao término do experimento, todos os animais dos 4 grupos fo-
ram pesados, anestesiados e, os musculos séleos direito (MSD) e
esquerdo (MSE) dissecados. Durante esse procedimento os mus-
culos foram periodicamente gotejados com solucéo fisioldgica de
NaCl (0,9%) visando evitar o ressecamento tecidual, que em se-
guida foram limpos e pesados isoladamente em balanca analitica.
Ainda sob efeito do anestésico, os animais foram sacrificados em
guilhotina. A seguir os musculos séleos foram fixados em placas
de isopor e imersos em solugao de glutaraldeido (2,5%) durante
3h e colocado em é&cido nitrico (30%) para hidrélise do tecido con-
juntivo, permanecendo neste por 2 dias e, em seguida, armazena-
do em solucao de glicerol (50%)17.

Posteriormente, o musculo foi estendido em superficie plana e
seu comprimento mensurado com auxilio de paquimetro da mar-
ca Tecnolub, sendo este procedimento realizado sempre pelo mes-
mo examinador. O isolamento das fibras foi realizado colocando-
se 0 musculo em uma placa de petri e com o auxilio de lupa
(Micronal), as fibras foram isoladas através de pingas com pontas
ultrafinas. As fibras isoladas foram montadas em lamina histologi-
ca em meio contendo gelatina-glicerina (Sigma), e protegidas com
laminula para posterior observacdo em microscépio de luz (com
objetiva de 100 vezes em imersédo) (Olympus). Para a contagem
do numero de sarcémeros de cada musculo foram retiradas 8 fi-
bras inteiras de tenddo a tenddo do musculo, porém, foram avalia-
das cinco fibras no decorrer de 100um em 3 campos ndo conse-
cutivos, totalizando 300um. A contagem do nimero de sarcémeros
foi realizada sempre pelo mesmo examinador, visando evitar ten-
déncias.

O célculo utilizado para estimar o total de sarcomeros em série
na fibra foi regra de trés simples, onde o total de sarcdémeros da
fibra muscular corresponde ao nimero de sarcomeros em 300um
multiplicado pelo comprimento do musculo. Visto que segundo
Weineck®, na maioria dos musculos esqueléticos, cada fibra se
estende por todo comprimento do musculo, utilizou-se como base
para analisar o total de sarcémeros na fibra o comprimento do
musculo, sendo desta forma, diferente do realizado por Coutinho
et al"¥ e Gomes et al.?® em que analisaram o comprimento da
fibra muscular.

As variaveis analisadas (peso muscular, comprimento muscular
e nimero de sarcbmeros em série) foram avaliadas pela compara-
cao entre os resultados obtidos nos musculo das patas esquerdas
(imobilizado e/ou alongado) e direita (intacto), em cada grupo ex-
perimental, utilizando a estatistica descritiva (descrevendo em
percentagem, média e desvio-padréo) e pelo teste t de Student
pareado, sendo considerado significante p < 0,05, com uso do
programa Excell 2000 do Microsoft Office.
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RESULTADOS

Os resultados das varidveis analisadas, peso muscular, compri-
mento muscular e estimativa do total de sarcbmeros em série sao
apresentados a seguir, respectivamente nas tabelas 1, 2 e 3.

TABELA 1
Peso muscular dos grupos experimentais

c A I IA

Peso

0,1570£0,0118 0,1646 +0,0780 0,1536 +0,0176 0,1411+0,0116
MSD (g)
Peso
MoE (g 01545%00120 0173500100 00899 0,0159 0,093 x0,0225
Variacéo -1,59% 5,41% -41,48% 32,46%
Zzl(frp,, p = 0,6699 p = 0,0495% p = 0,0002* p=0,0101%

C - grupo controle; A — grupo alongado; | — grupo imobilizado; IA — grupo imobilizado e alongado;
MSD - musculo séleo direito; MSE — musculo séleo esquerdo.
* Diferencas estatisticamente significativas.

TABELA 2
Comprimento muscular dos grupos experimentais

[ A 1 1A
Comp MSD (cm) 1,90 £0,16 1,99 + 0,67 2,04 + 0,06 1,92 + 0,09
Comp MSE (cm) 1,85+ 0,06 2,14 £0,12 1,78+0,19 1,72 + 0,22
Variacao -2,63% 7.54% -12,74% -10,42%
Valor de “p” p=0,4293 p = 0,0668 p=0,0106* p =0,1053

C - grupo controle; A — grupo alongado; | — grupo imobilizado; IA — grupo imobilizado e alongado;
MSD - musculo séleo direito; MSE — musculo séleo esquerdo.
* Diferenca estatisticamente significativa.

Tabela 3
Estimativa do numero de sarcomeros em série dos grupos experimentais

c A I IA
ENSS
Visp 931000 716,54 8360,65 + 365,55 9122,88 + 650,13 826368 + 562,27
ENSS
Vs 8942.67 + 519,74 858,53 + 969,77 737157 + 599,85 7254,88 + 101964
Variagao 3,81% 2,73% 19,20% 12,21%
ﬁ@;” p = 0,0892 p = 0,5556 p = 0,0017* p=0,2139

C - grupo controle; A — grupo alongado; | — grupo imobilizado; IA — grupo imobilizado e alongado;
MSD - musculo séleo direito; MSE — musculo séleo esquerdo.
* Diferenca estatisticamente significativa.

Com relacado ao peso muscular foi observado maior peso no
MSE no grupo A e menores pesos nos grupos | e IA no MSE em
relacdo ao MSD.

Quanto ao comprimento muscular, houve apenas diferenca sig-
nificativa no grupo I, o qual apresentou menor comprimento no
MSE (p < 0,05) em comparacédo ao MSD.

Para a estimativa de sarcomeros em série, observou-se nova-
mente diferencga significativa apenas no grupo |, com menor nu-
mero de sarcdmeros no MSE (p < 0,05) quando comparado ao
MSD.

DISCUSSAO

Estudos em animais demonstram a capacidade de adaptacao
muscular para diferentes estimulos, ocorrendo alteragdes na quan-
tidade de tecido conjuntivo, no comprimento, tamanho e peso das
fibras musculares®21,

O alongamento passivo estimula a sintese de proteinas e adi-
cao de sarcdmeros ao longo da fibra muscular através da libera-
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cdo de fatores de crescimento. Fato demonstrado por Yang et al.??
que apoés alongar musculos mantidos em posicao de encurtamen-
to demonstraram aumento da liberacédo IGF-I e expressdo de RNAm
para proteinas musculares. Gomes et al.?9 em protocolo de alon-
gamento 1 vez por semana, apontaram que ndo houve aumento
no peso muscular do grupo apenas submetido a alongamento sem
imobilizacdo, nem do total de sarcbmeros em série. Coutinho et
al"® com protocolo de alongamento a cada 3 dias, também néo
observaram aumento de peso, porém com relacao ao nimero de
sarcOmeros em série obtiveram variagédo significante.

No presente estudo, o grupo submetido apenas a alongamento
passivo apresentou variagdes nos trés parametros avaliados (peso,
comprimento e total de sarcomeros), sendo que o Unico a demons-
trar variacado significativa foi o peso muscular. Coutinho et al."® ao
avaliar a drea de seccéo transversa das fibras musculares subme-
tidas apenas a alongamento, observaram aumento na area destas
fibras; este fato pode explicar o ganho de peso muscular observa-
do nos resultados apresentados anteriormente.

Smith et al.?® observaram que a imobilizacdo em plantiflexdo
de patas de coelhos induz alteragbes morfoldgicas de atrofia do
s6leo por reducdes na massa e na area de secgao transversa das
fibras musculares.

Tabary et al.® observaram que apoés 4 semanas de imobilizagéo
em posicdo de alongamento ocorreu um aumento em 20% no
numero de sarcémeros em série. A imobilizacdo em posicdo de
encurtamento muscular promoveu a diminuicado em 40% do nu-
mero de sarcomeros em série ao longo da fibra, ocorreu aumento
do tamanho dos sarcomeros e diminuicdo de peso muscular.

Esse fato pode ser observado no presente estudo, no qual o
grupo apenas submetido a imobilizagdo apresentou diminuicéo sig-
nificante no peso, comprimento muscular, e diminuicdo do nime-
ro de sarcobmeros em série, corroborando com a literatura acerca
da plasticidade do séleo ao imobilizad-lo em posicado de encurta-
mento. Ao observar o grupo controle, em que nao ocorreu qual-
quer tipo de intervencao, pode-se observar a auséncia de diferen-
cas significantes nas varidveis analisadas, o que sugere
principalmente para o grupo apenas imobilizado a plasticidade do
tecido muscular frente a imobilizagéo.

Williams et al.® relataram que ao alongar diariamente um mus-
culo encurtado por imobilizacdo, houve prevencao na deposicao
de tecido conjuntivo no tecido muscular. Coutinho et al."9 afir-
mam que sessodes periddicas de alongamento muscular passivo,
realizadas a cada 72h, por 40 min, ndo impediram, mas ameniza-
ram a atrofia das fibras musculares do séleo.

No presente estudo o grupo imobilizado e alongado demons-
trou que o alongamento passivo por 30s repetido por 3 vezes nao
conseguiu impedir uma diminuicdo do peso muscular de forma
significativa, porém, as perdas tanto do comprimento muscular,
quanto a estimativa do numero de sarcémeros em série (apesar
de ao comparar com o membro contralateral apresentarem dimi-
nuicdes) nao foram significativas, indicando que o protocolo de
alongamento proposto foi eficaz ao evitar a hipotrofia sarcomeral.
Fato que segundo Gomes et al.?9 ndo ocorre em protocolos de 40
min de duragéo aplicados apenas 1 vez por semana.

Como principal limitagcdo do presente estudo, salienta-se que
como havia diferencas iniciais de peso corporal nos diferentes gru-
pos, tornou-se dificil realizar comparagdes inter-grupos; além do
fato, que se deve ter cautela em extrapolacées de estudos realiza-
dos com animais para os efeitos da imobilizacdo em humanos.

Ao término do presente estudo concluiu-se que: a imobilizagéo
produziu alteragdes nas trés variaveis estudadas, com diminuicoes
significativas em peso e comprimento muscular, além da diminui-
¢ao na estimativa do total de sarcomeros em série. No grupo em
que se associou o alongamento a imobilizacdo, o comprimento
muscular e a contagem de sarcOmeros em série foram preserva-
dos; e no grupo em que se utilizou apenas o alongamento obser-
vou-se apenas aumento consideravel no peso muscular. Ou seja,
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o alongamento muscular em curta duracdo pode ser um fator au-
xiliar na prevencao da perda de sarcoOmeros em série em indivi-
duos que necessitem de imobilizagao prolongada, diminuindo con-
seqUéncias da hipotrofia relacionadas a imobilizagdo, como a perda
na velocidade de contragéo.

Todos os autores declararam ndo haver qualquer potencial confli-
to de interesses referente a este artigo.
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