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RESUMO

O alongamento estéatico (AL) € freglientemente utilizado na area desportiva, porém, as alteracoes
morfofuncionais ocorridas ainda ndo estdo bem claras, principalmente apds imobilizacao
prolongada. O objetivo foi examinar as alteracGes morfofuncionais musculares produzidas em
resposta aos exercicios de AL em modelo animal de imobilizagdo prolongada. Para isso, foram
utilizados 32 ratos (Wistar) divididos em 04 grupos (n= 8, cada): grupo controle (CONT), grupo
imobilizado por 21 dias (IMOB), grupo remobilizado por 21 dias (LIVRE) e grupo alongados por
21 dias (ALONG). As variaveis analisadas foram: peso corporal e muscular, comprimento
muscular e ésseo, numero de miofibrilas e quantidade de colageno, determinadas através de
histomorfometria. A IMOB produziu importante hipotrofia com hiperplasia muscular
compensatdria, aumento (p < 0,05) na deposicdo de colageno. A remobilizacdo livre ou o
alongamento passivo reduziram significativamente (p < 0,05) estas alteracdes morfofuncionais
observados no grupo IMOB, embora, somente o AL foi capaz de reduzir a relacdo entre
colageno/musculo.

Palavras-chave: fisioterapia manual, alongamento passivo, imobilizagdo prolongada, atrofia
muscular, histomorfometria.

INTRODUCAO

O alongamento muscular é frequentemente efetuado em varias préaticas terapéuticas e
desportivas, com o objetivo de aumentar a flexibilidade muscular e a amplitude articular, assim
como, diminuir o risco de lesdes e possivelmente melhorar o desempenho dinamico?. O
alongamento de forma passiva ou estatico € realizado por uma forca externa, aplicada
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manualmente e/ou mecanicamente em um mausculo esquelético, enquanto o individuo esta
relaxado®. Estudos prévios demonstraram que o mésculo esquelético diminui o comprimento e a
extensibilidade quando mantido em posi¢do encurtada (imobilizacdo), ocasionando facilitando o
aparecimento de contraturas musculares e atrofia muscular. E definido como contratura muscular,
0 encurtamento de um musculo ou de outros tecidos moles que cruzam uma articulacdo,
resultando numa limitacdo da mobilidade articular e atrofia muscular ou hipotrofia como a perda
de trofismo™.

Indmeras investigacbes tém demonstrado que as fibras musculares esqueléticas
apresentam uma grande plasticidade, ou seja, tém a tendéncia de assumir um comprimento novo
apos as forgas externas implicadas pelo alongamento passivo ter sido removida, bem como, apds
remocdo das forcas biomecanicas por uma imobilizacdo prolongada. O efeito plastico é garantido
devido as propriedades que os tecidos contrateis e ndo-contrateis possuem de adquirir novos
comprimentos na presenca ou auséncia de novas forcas mecanicas®”. Mostram ainda que a
principal fonte de resisténcia ao alongamento passivo do musculo é a malha de tecido conjuntivo
que ha dentro dele, e ndo os seus componentes contrateis ativos®>®. Os musculos, principalmente
0s esqueléticos aumentam seu comprimento por meio da adi¢cdo de novos sarcomeros ao longo
das fibras musculares®. Alguns trabalhos classicos mostram que a imobilizacdo dos musculos
em posicdo alongada também acarreta 0 aumento no comprimento muscular, pela adi¢cdo no
ndmero de sarcOmeros em série, particularmente nas duas regibes terminais das fibras
musculares®™. Embora, nos estudos in vitro Deyne® verificou que a aplicagdo de alongamento
passivo uniaxial ndo inibiu, nem facilitou o aparecimento de linhas Z ou bandas A, assim como,
sugeriu que é a contracdo ativa e ndo o alongamento passivo (estatico), o responsavel pela
miofibrilogenesis (sintese de actina e miosina).

Alguns autores mostram também que a imobilizacdo prolongada, seja em posicdo
encurtada ou alongada, é comumente utilizada nas rotinas traumato-ortopédicas de membros
inferiores, e parecem reduzir significantemente o nimero de sarcomeros em série, além de
aumentar a deposicao de tecido conectivo (colageno) intramuscular e no perimisio. Este aumento
do colageno muscular poderia reduzir a forca relativa e a dindmica muscular para o0 movimento
ativo, acarretando déficits funcionais no segmento corporal.

Estudos classicos de Tabary et al.®) demonstraram que a imobilizagdo em longo prazo do
musculo solear na posicéo encurtada, produz uma diminuicdo de 40% no ndmero de sarcOmeros
em série. Foi também observada por Williams & Goldspink et al.*”® um remodelamento do
perimisio no musculo séleo de camundongos, duas semanas ap6s imobilizacdo em posi¢do de
encurtamento. Além disso, é bem descrito na literatura que os musculos imobilizados em posicao
encurtada apresentam abundancia de tecido conjuntivo com significante remodelamento nos
periodos subsequentes & imobilizagdo. E que esta redugdo do comprimento da fibra muscular
ocorre ndo somente quando é imobilizado em posicdo encurtada, mas também quando o musculo
esta trabalhando (remobilizacdo) em amplitude articular diminuida®®. Diante do exposto, o
objetivo desse estudo foi examinar as alteragdes morfofuncionais musculares (biceps femoral)
produzidas em resposta a trés semanas exercicios de alongamento passivo (estatico), apos
imobilizagéo prolongada em posic¢éo encurtada de membro posterior (MP) de ratos sadios.

METODOS
Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 32 ratos machos Wistar (Rattus norvergicus albinus) adultos
provenientes do Biotério do CCS-UFES. Os animais foram pesados e aleatoriamente distribuidos
em quatro grupos experimentais (n= 8 em cada): A — grupo (CONT) sem intervencao; B — grupo
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imobilizado (IMOB) em posicao encurtada por 21 dias; C — grupo remobilizado (LIVRE) por 21
dias; D — grupo alongado (ALONG) por 21 dias. Durante todo o estudo, os animais foram
alojados em caixas individuais com fundo sélido, forradas com maravalha, em sala com
luminosidade (12 h claro e 12 h escuro) e temperatura (20 a 25°C) controlada, e receberam dieta
s6lida (racdo Nuvilab®) e &gua ad libitum. N&o houve perda amostral e a investigagdo ocorreu de
acordo com as normas estabelecidas pelo Guide Care and Use of Laboratory Animals e o0s
critérios adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo Animal — COBEA®, aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal — (CEUA/UFES parecer n°. 014/2008).

Modelo animal de imobiliza¢ao prolongada de membro posterior por Ortese estatica

Os animais experimentais foram sedados com halotano a 3%, vaporizado em camara de
contencao. Sob anestesia, 0 encurtamento do musculo biceps femoral esquerdo foi realizado pela
técnica de imobilizagdo na posicdo encurtada por Grtese contentora estatica™®?). Este tipo de
imobilizacdo estad baseado na moldagem de uma ortese em material termoplastico flexivel de 2,4
mm de espessura, OMEGA® MAX 3/32” (North Coast Medical, Morgan Hill, CA, USA). Os
grupos IMOB e ALONG tiveram a Ortese contentora moldada diretamente no membro inferior
esquerdo (MIE) de cada animal. Sendo colocada de forma que a pata trazeira dos ratos
permanecesse em flexdo completa (joelho e tornozelo), isto é, posicdo de encurtamento do
musculo biceps femoral, a qual foi mantida por 21 dias consecutivos, conforme ilustrado na
figura 1. O modelo de imobilizacdo utilizado neste estudo foi baseado no proposto por Booth &
Kelso™, readequado para um membro por Matheus et al.“Y), com adaptacdo do material utilizado
para construcdo da ortese.

Figura 1. Fotografia ilustrativa de modelo animal de imobilizacdo de membro inferior (M1)
esquerdo em posic¢éo encurtada por Ortese contentora estatica.
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Alongamento passivo (estatico) e procedimentos cirargicos

Logo apos o periodo de imobilizacdo do membro inferior esquerdo, a drtese estatica foi
retirada, e os animais do grupo ALONG foram tratados com um exercicio de alongamento
estatico (passivo), no limite da amplitude articular impedida pela resisténcia dos tecidos moles
(capsulas, ligamentos e tenddes do joelho e tornozelo). O exercicio de alongamento estatico foi
aplicado no membro inferior E, uma vez ao dia, no periodo matutino, durante oito (8) minutos®
por trés semanas consecutivas, resultando num total de 21 dias de alongamento passivo, conforme
apresentado na figura 2. No grupo LIVRE, ap6s o periodo de imobilizacdo de 21 dias, foram
retiradas as oOrteses, permitindo movimentos livres em suas gaiolas por mais 21 dias. Apos este
periodo, os animais foram sacrificados com uma dose letal de anestésico (Pentobarbital sodico) e
entdo realizados os procedimentos cirdrgicos e coleta do musculo biceps femoral e do osso fémur.
Em todos os animais, foi realizada uma inciséao cirdrgica de 5.0 cm na regido posterior da coxa da
pata traseira direita, na qual o musculo biceps femoral direito foi isolado e retirado de suas enteses
proximal e distal para pesagem Umida, e na seqiiéncia o processamento da rotina histoldgica. O
fémur esquerdo (homolateral) foi desarticulado e removido para medidas de comprimento (mm),
realizadas a partir do ponto mais proximal da cabeca femoral até o sulco intercondilar da
articulacdo do joelho E, utilizando-se um paquimetro digital (Mitutoyo Sul Americana Ltda,
Suzano, SP, Brasil).

Figura 2. Fotografia ilustrativa do exercicio de alongamento passivo (estatico) aplicado por 8
minutos em membro inferior esquerdo de ratos apos 21 dias de imobiliza¢do encurtada por Ortese
estatica.

Determinacéo do indice de trofismo muscular e da forca muscular relativa

O indice de trofismo muscular foi calculado pela razéo entre 0 peso umido do mdsculo
biceps femoral (mg) e o peso corporal final (g) dos animais experimentais. Para determinar a
forca muscular relativa, ou seja, a forca da massa muscular do biceps femoral exercida sobre o
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0sso fémur realizou-se uma corre¢do do peso da massa muscular em relacdo ao comprimento do
fémur homolateral descrito pela equacdo: m; = P./f, onde ms representa a massa muscular, P,
representa o peso do musculo (mg) e f representa o comprimento do osso fémur (mm).

Analises histomorfométricas

As amostras de tecido muscular (biceps femoral E) foram obtidas e fixadas em
paraformaldeido-10% (pH 7.0) por periodo minimo de 24 horas. Apés a fixacdo as amostras de
musculo foram desidratadas gradativamente em concentragdes crescentes de alcool etilico (70% a
100%), diafanizadas em xilol, embebidas e incluidas em parafina, conforme métodos histologicos
de rotina. Os fragmentos incluidos em parafina foram cortados em pares de se¢Ges de 5um de
espessura utilizando micr6tomo Spence modelo "820". As laminas histoldgicas foram mantidas
em estufa para secagem, e os cortes de tecido posteriormente submetidos a coloragdo por sirius
red (SR), para posterior analise morfométrica das fibras musculares e do colageno. Foi realizada
captura de imagens de cinco campos (mm?) microscopicos de cada lamina histoldgica com
camera digital (com objetiva de 40x) do microscépio de luz polarizada modelo AX70 Plus
(Olympus®, Tékio, Japdo). As anélises histomorfométricas foram realizadas e avaliadas através
das imagens de cada grupo capturadas por sistema computadorizado de imagens Sigma-pro®
(Sigma, St Louis, MO, USA), e armazenadas. No final do estudo, as imagens dos cortes
histologicos arquivadas foram submetidas a contagem da fragdo volumétrica de fibras musculares
e de colageno (mm?) com auxilio de marcagéo digital por contraste de cor®>!¥.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos neste estudo foram inseridos em planilhas especificas e analisadas por
software estatistico Prism-5® (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). A distribuicdo dos
dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) de
uma via, seguido do teste de Tukey como post hoc, e o teste ndo-paramétrico de Mann-Witney U,
quando apropriado. Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM. O
nivel de significancia para diferencas estatisticas foi estabelecido em p < 0,05.

RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo apresentados os efeitos morfofuncionais da imobilizagdo prolongada
em posicdo de encurtamento e do exercicio de alongamento passivo (estatico). Em relacdo ao peso
corporal ndo foram observadas alteragdes significantes entre os valores nos diferentes grupos
experimentais. Conforme esperado, no grupo IMOB foi verificada uma reducao significativa nos
valores de massa muscular e no comprimento do osso fémur, assim como, uma atrofia muscular
(diminuigdo do trofismo) com redugdo da forga muscular relativa quando comparado com 0s
grupos CONT, LIVRE e ALONG. O alongamento passivo no grupo ALONG promoveu um
significante aumento da massa do musculo biceps femoral quando comparado com 0s grupos
IMOB e CONT.

Tabela 1. Efeitos morfofuncionais da imobilizacdo prolongada e do alongamento passivo
(estatico) nos grupos experimentais

CONT IMOB LIVRE ALONG
Parametros (n=28) (n=28) (n=18) (n=18)

Peso Corporal (g) 347 +18 336 10 355+ 15 340 + 13
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Massa do biceps femoral (mg) 332+15 125 + 237 349 + 18 379 +10
Comprimento do fémur (mm) 39+05 33+£0.77" 38+0.4 38+05
Trofismo muscular (mg/g) 0.956+0.08 0.372+0.23"" 0983+0.12 1.114+0.17

Forca muscular relativa (mg/mm) 8.73+0.66 3.67+0.68"" 909+047 999051

Valores expressos como media = erro padrdo da media (EPM). CONT, controle; IMOB,
imobilizados com Ortese estatica por 21 dias; LIVRE, remobilizados livre por 21 dias; ALONG,
alongados por 21 dias. ANOVA uma via, teste de Tukey como post hoc.

“p < 0,05 versus CONT;

*n < 0,05 versus LIVRE;

fp < 0,05 versus ALONG.

Na avaliacdo histomorfométrica do mausculo biceps femoral verificou-se que a
imobilizagdo prolongada na posi¢do encurtada (IMOB) promoveu uma hiperplasia muscular
(aumento de miofibrilas), além de um aumento do colageno no perimisio muscular em relagcdo aos
grupos CONT, LIVRE e ALONG, conforme apresentado na Figura 3 e na Tabela 1. J& o
tratamento de trés semanas com alongamento passivo promoveu uma melhora do indice de
trofismo muscular com significante reducdo da deposi¢do de coldgeno no perimisio muscular
quando comparado aos grupos CONT, IMOB e LIVRE. No entanto, apesar do grupo LIVRE ter
reduzido a deposicdo de colageno em relacdo ao grupo IMOB, apresentou um aumento em relagdo
ao grupo ALONG.
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Figura 3. Montagem de fotomicrografias dos cortes histolégicos do masculo biceps femoral
esquerdo nos grupos experimentais: (A) Controle; (B) Imobilizado em membro inferior esquerdo
com Ortese estatica por 21 dias; (C) Remobilizados livre; (D) Alongados. As setas (1) destacam o
grau de deposicdo de colageno no perimisio muscular, o nivel de trofismo muscular e a
hiperplasia miofibrilar (Sirius red, objetiva de 40x, escala de 0.1 mm).

A hiperplasia miofibrilar, ou seja, a quantidade de miofibrilas no musculo biceps femoral,
os animais do grupo ALONG apresentaram uma significante redu¢do quando comparado com o
grupo IMOB, assim como, uma melhora do grau de trofismo miofibrilar. No entanto, no grupo
LIVRE ndo houve diferencas em relagdo ao CONT e ALONG. Na relacdo colageno/musculo
intramuscular foi constatado que a imobilizacdo prolongada (IMOB) em posi¢cdo encurtada por
Ortese estatica promoveu aumento da razdo coldgeno/musculo quando comparados com 0s grupos
CONT, LIVRE e ALONG. Mostrou também que trés semanas de tratamento com alongamento
passivo diminuiu a relacdo coladgeno/musculo quando comparado com os grupos CONT e LIVRE,
conforme apresentado na Tabela 2 e Figura 3.

Tabela 2. Avaliacdo histomorfométrica de cortes histoldgicos do musculo biceps femoral direito
de todos 0s grupos experimentais

CONT IMOB LIVRE ALONG
Parametros (n=28) (n=8) (n=28) (n=18)
Colageno (mm?) 82+3 119 + 4™ 88 + 3 722"
Fibras musculares (mm?) 545 + 17 552 + 8 543 + 11 593+ 7"
Relagdo colageno/musculo 0.157 £0.019 0.216 +0.016™" 0.164+0.012 0.122 +0.006™

Valores expressos como media + erro padrdo da media (EPM). CONT, controle; IMOB,
imobilizados com Ortese estatica por 21 dias; LIVRE, remobilizados livres por 21 dias; ALONG,
alongados por 21 dias. Teste de Mann-Witney U.

“p < 0,05 versus CONT;

" < 0,05 versus LIVRE;

"p < 0,05 versus ALONG.

DISCUSSAO

Neste estudo foram demonstradas as alteraces das propriedades musculares plasticas
produzidas pela imobilizacdo prolongada (posicdo encurtada), remobilizacdo livre e pelo
alongamento passivo, que foram avaliadas atraves de pardmetros histomorfométricos e
biomecanicos do musculo biceps femoral em membro posterior de ratos sadios. Os dados deste
estudo mostraram que a imobilizacao prolongada do musculo biceps femoral na posi¢do encurtada
modificou todos os parametros morfofuncionais musculares avaliados, ou seja, ocasionou uma
significante hipotrofia muscular com hiperplasia miofibrilar compensatoria, encurtamento
muscular e dsseo, além de aumento da deposicdo de coldgeno no perimisio, 0 que pode ter
facilitado a elevagédo do grau de atrofia miofibrilar aguda e reducéo da forca relativa observadas
no mausculo biceps femoral dos ratos, dados estes que corroboram com outros achados na
literatura em modelos animais de imobilizagdo encurtada®®**'®). Este estudo também demonstra
que trés semanas consecutivas de exercicio de alongamento passivo com duracdo de oito minutos,
foram suficientes para restabelecer o grau de trofismo muscular e reduzir significantemente a
hiperplasia miofibrilar, além de diminuir a deposic¢do de colageno no perimisio do biceps femoral
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de ratos sadios apds imobilizacdo. Ainda mostrou que a remobilizacéo livre foi capaz de retornar
os niveis de hiperplasia e a atrofia miofibrilar observadas, contudo ndo melhorou a relagéo entre a
deposicéo de tecido conectivo e a massa contratil do musculo biceps.

Estudos classicos, assim como, investigacBes recentes demonstram que tanto a
imobilizacdo prolongada, como o desuso sdo caracterizados principalmente pela disfuncédo
muscular contrétil associada com atrofia muscular aguda, que vem sendo considerado um
processo passivo sofrido pelo tecido muscular®®781617 Mostram também que a imobilizagdo
gera uma atrofia aguda das fibras musculares tipo | e tipo Il, as quais estdo associadas com um
aumento na protedlise, e ndo no decréscimo da sintese protéica muscular®®>*®_ Neste estudo,
verificou-se que a imobilizacdo prolongada promoveu uma significante hiperplasia miofibrilar
compensatoria, ocorrida provavelmente em resposta a atrofia miofibrilar (hipotrofia) produzida
pelo desuso, e observadas no biceps femoral dos amimais do grupo imobilizados. Por outro lado,
observou-se que o alongamento passivo aplicado por oito segundos nos membro posterior
esquerdo de ratos durante 21 dias, reduz significantemente a deposicdo de colageno e a
hiperplasia muscular apés imobilizacdo encurtada de biceps femoral. Chang et al.*® e outros
autores™®"?) descrevem que niveis teciduais de 6xido nitrico (NO) estido envolvidos na
sinalizacdo para regulacdo do numero de sarcomeros musculares e com a miofibrilogénese
(sintese de actina e miosina). Alguns autores sugerem também que o desuso induzido pela
imobilizagéo prolongada em posicéo encurtada aumente o nimero de micro-lesdes nas miofibrilas
acarretando elevacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio e radicais livres no tecido
muscular. O que poderia favorecer a reducdo da biodisponibilidade do NO com consequénte
diminuicdo na miofibrilogénese.

Adicionalmente, ao contrario do tecido muscular, quando o tecido conectivo € submetido a
imobilizagdo, provavelmente ndo ocorre diminuicdo no niimero de fibras colagenas®-??. Alguns
experimentos demonstraram aumento da degradacdo e sintese do colageno sem alteracdo na sua
concentracdo®. Ao mesmo tempo, esta descrito que ocorre uma reducio na quantidade de agua e
glicosaminoglicanas, tornando o tecido menos elastico e mais quebradico®??. Outros estudos
mostram que a diminuicdo do espaco entre as fibras colagenas, aliada a producdo e deposicdo
aleatoria de colageno imaturo, favorece a formacdo de ligacBes intermoleculares em locais
indesejaveis e limita a amplitude de movimento articular®. Como conseqiiéncia & limitacéo
articular, maior quantidade de forga sera requerida para mover o segmento imobilizado através da
amplitude de movimento normal“???. Woo et al.*®® demonstraram que apés imobilizar o joelho
de coelhos em flexdo durante nove semanas, 0 torque necessario para estender a articulacdo
aumentou dez vezes quando comparado com o grupo controle ndo imobilizado. Seus resultados
também mostraram que esse torque diminuia & medida que o joelho era sucessivamente estendido,
sugerindo que nas primeiras tentativas de imobilizagdo, 0 movimento forgado era capaz de romper
ligacOes estabelecidas entre as moléculas de colageno. A quebra de ligagbes intermoleculares
aumenta a mobilidade da articulacdo e facilita 0s movimentos subsequientes, o que justificaria
uma menor deposicdo de colageno no grupo ALONG e LIVRE quando comparado com o grupo
IMOB.

Todavia, a aplicacdo do alongamento passivo pode ter efeitos a curto e em longo prazo,
promovendo alteragdes tanto no tecido muscular quanto nos tecidos conectivos®. Os efeitos a
curto-prazo ou agudos (segundos ou minutos) podem incluir eventos como alteracdo no
comprimento do tenddo; nos elementos dos componentes elasticos em série ou em paralelo ou na
distribuicdo do comprimento dos sarcOmeros dentro das fibras musculares. Portanto, os efeitos
imediatos do alongamento (primeiros 60 segundos) contemplam as alteracGes viscoelasticas
passivas, 0 que leva a reducdo da resisténcia ao alongamento. Os efeitos em longo prazo do
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alongamento (varias semanas) sao principalmente, a hipertrofia induzida, a qual parece aumentar
a forca tecidual®®®®. Sendo assim, é evidente na literatura que de alguma forma, o alongamento
passivo altera as propriedades mecanicas do misculo e aumenta o comprimento muscular®32).
Segundo Goldspink et al.**"#3D as modificacbes na estrutura e propriedades musculares sio
possiveis devido a alta capacidade de remodelacdo do tecido muscular, ou seja, a reconhecida
plasticidade muscular. Esses e outros estudos®?***") corroboram nossos achados que apresentam
aumento na massa muscular (hipertrofia), reducdo da hiperplasia miofibrilar e diminuicdo da
deposicdo de colageno no perimisio do biceps femoral, além de demonstrar uma redugdo na
relacdo coldgeno/musculo de ratos sadios apos alongamento passivo crénico.

Apesar de resultados semelhantes encontrados na literatura quanto as analises abordadas
no desuso muscular, alguns pontos se diferenciam devido a diversidade de fatores que o
influenciam, destacando-se a tipagem de fibra, a posicdo articular, o tempo de aplicacdo da
técnica e a técnica de alongamento escolhida (alongamento passivo). Nesse sentido, hd uma
necessidade de maiores estudos, com analises e técnicas de biologia celular e molecular que
contemplem as diferentes varidveis que interferem nesse processo.
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