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Resumo

Exercicios de fortalecimento muscular e alongamentos sdo amplamente utilizados para se
descobrir um melhor protocolo pos-imobilizagdo. O objetivo desta pesquisa foi verificar a
interferéncia de protocolos de exercicios com subida de escada, no comprimento muscular e
quantidade de sarcdbmeros em série ao longo do musculo s6leo de ratos submetidos a
imobilizagdo. Para tanto, foram utilizados 32 ratos machos, distribuidos em: GA: animais
somente imobilizados e eutanasiados; GB: ratos imobilizados e com remobilizac¢éo livre; GC:
remobilizados com subida em escada sem peso, e realizadas 40 repeticbes e GD:
remobilizados com subida, semelhante a GC, porém foram realizadas 60 repeticfes. Os
animais foram imobilizados com o musculo séleo esquerdo em encurtamento, e apoés
imobilizagéo, aos grupos GC e GD foi aplicado o protocolo acima descrito. Ap6s 24 horas do
término do experimento, 0os animais foram anestesiados e eutanasiados, e 0 musculo sé6leo
esquerdo dissecado e processado para estudo histoldgico longitudinal. As comparacgdes foram
realizadas com ANOVA unidirecional e pos-teste de Tukey, com nivel de significaAncia de 5%. A
partir destas analises pode ser constatado que o protocolo de subida em escada com menos
repeticdes foi 0 mais efetivo na remobilizagéo.
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Abstract

Muscle strengthening exercises and stretching are widely used to discover a better post-
immobilization protocol. The objective of this research was to verify the interference of exercise
protocols with stair climbing, muscular length and quantity of sarcomeres in series along the
soleus muscle of rats submitted to immobilization. For this, 32 male rats were used, distributed
in: GA: animals only immobilized and euthanized; GB: immobilized rats and with free
remobilization; GC: remobilized with ascending ladder without weight, and performed 40
repetitions and GD: remobilized with rise, similar to GC, however, 60 repetitions were performed.
The animals were immobilized with the left soleus muscle in shortening, and after immobilization,
the protocol described above was applied to the GC and GD groups. After 24 hours at the end
of the experiment, the animals were anesthetized and euthanized, and the left soleus muscle
was dissected and processed for longitudinal histological study. The comparisons were
performed with one-way ANOVA and Tukey's post-test, with a significance level of 5%. From
these analyzes it can be verified that the stair climbing protocol with less repetitions was the
most effective in remobilization.
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Introducao

O musculo é o mais mutavel dentre os tecidos biolégicos e responde as demandas
normais ou alteradas com adaptacées morfoldgicas e funcionais, estas adaptacdes ocorrem
tanto para os estimulos positivos, que fortalecem o musculo, como também a falta destes [1-3].

Tais adaptacdes também afetam a regulacdo da quantidade de sarcomeros em série.
Quando os musculos permanecem imobilizados em posi¢cdo alongada ha um aumento da
guantidade de sarcomeros em série, atrofia moderada ou ausente, e quando imobilizadas em
posicdo encurtada, hd uma diminuicdo da quantidade de sarcomeros em série, e perda da
extensibilidade do tecido, essas mudancas ja ocorrem apos duas semanas de imobilizacédo
[4,5]; alteragBes no tecido conjuntivo sdo observadas nos musculos imobilizados, havendo
aumento do tecido conectivo, levando a uma maior rigidez do tecido [6,7].

Mesmo conhecendo-se todos os efeitos lesivos da imobilizacdo, ela é um tratamento
frequentemente utilizado para lesdes do sistema musculoesquelético [8,9], os processos de
recuperacdo do musculo imobilizado e os métodos de remobilizagdo ndo sao, ainda, bem
esclarecidos, sendo fonte para vérias pesquisas. A forma mais comum de remobilizacéo é por
meio do exercicio fisico [10,11]. Sao estudados varios tipos de procedimentos visando
identificar a contribuicdo mais efetiva na recuperacdo da musculatura debilitada devido a
imobilizacdo, utilizando exercicios de fortalecimento muscular e alongamentos [5], assim
denota-se a importancia em se estudar a contribuicdo destes exercicios para a recuperacéo do
tecido muscular debilitado pela imobilizacdo prolongada. No presente estudo hipotetizou-se
que efeitos deletérios produzidos pela imobilizacdo em posi¢do de encurtamento do musculo
séleo, com relagcdo aos sarcdmeros em seérie, poderiam ser amenizados com o0 uso de
exercicios fisicos. Por isso, este estudo teve como objetivo verificar a interferéncia de
protocolos de exercicios com escada, no comprimento muscular e quantidade de sarcémeros
em série ao longo do musculo séleo.

Material e métodos

Para o presente estudo, foram utilizados 32 ratos machos, da linhagem Wistar, com
idade de 10 semanas, os quais foram obtidos no Biotério da Universidade Estadual do Oeste
do Parand (Unioeste). Os animais foram agrupados e mantidos em gaiolas plasticas de
polipropileno, com acesso a 4gua e racgdo ad libitum, temperatura ambiente controlada em 25°C
e fotoperiodo claro/escuro de 12 horas. O estudo foi conduzido segundo as Normas
Internacionais de Etica na Experimentacdo Animal, sendo aprovado pelo Comité de Etica em
Uso de Animais da Unioeste.

No inicio do experimento os animais foram pesados e identificados. Em seguida,
separados em 4 grupos:

GA (controle total — n=8): os animais desse grupo foram apenas submetidos a
imobilizacdo e eutanasiados apés a retirada da imobilizacao;

GB (controle com remobilizacdo livie — n=8): neste grupo os animais foram
imobilizados e remobilizados de forma livre, sem nenhuma intervengéo de tratamento;

GC (remobilizacdo com exercicio de escada, 40 repeticdes — n=8): neste grupo o0s
animais foram imobilizados e remobilizados com exercicios de fortalecimento muscular, feitos
por meio de subida em uma escada; com série de 40 repeticdes.

GD (remobilizacdo com exercicio de escada, 60 repeticdes — n=8): os animais foram
imobilizados e remobilizados com exercicios de fortalecimento muscular, semelhante a GC,
porém foram realizadas 60 repeticoes.

Protocolo de imobilizacdo

Para realizar o procedimento de imobilizagdo, os animais foram previamente
anestesiados com cloridrato de quetamina (50 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg). O aparato de
imobilizacdo visava obter o encurtamento do muasculo séleo esquerdo. A articulagdo tibiotarsica
foi imobilizada em méxima flexdo plantar com gesso, baseado em modelo proposto na

A

literatura [12]. Os animais eram observados diariamente, devido & possibilidade de ocorrer
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danos no aparato de imobilizacdo, e permaneceram com o membro pélvico esquerdo
imobilizado por um periodo de duas semanas.

Protocolo de exercicio

O protocolo de exercicio foi realizado em uma escada com as seguintes dimensoes:
1,10m de altura, largura de 25cm. Na extremidade superior da escada foi colocada uma caixa
preta, preenchida com cepilho e racdo, para estimular a subida dos animais. Os grupos GC e
GD realizaram treinamento de subida, por uma semana prévia a imobilizacédo, para adaptacéo;
e posteriormente foi aplicado o protocolo que consistia em duas séries de 20 repeticles,
(totalizando 40 repeticBes), em GC, e trés séries de 20 repeti¢des, (totalizando 60 repeti¢des),
em GD [13].

Confecgao de laminas histoldgicas

Apbs 24 horas do término do experimento, os animais foram anestesiados e os
musculos séleos esquerdos dissecados e gotejados com solucao fisiolégica de NaCl (0,9%); os
animais foram, entéo, submetidos a eutanasia por decapitacdo em guilhotina. Posteriormente,
0s musculos foram posicionados sobre papel-aluminio, no comprimento de repouso, e avaliado
0 maior comprimento, por meio de paquimetro. Posteriormente, imersos em solucao de formol
(10%) por 3h, apds este periodo o0 mesmo foi seccionado longitudinalmente, e a parte lateral
colocada em &cido nitrico (30%) para hidrdlise do tecido conjuntivo, permanecendo neste por
72h, sendo, em seguida, armazenados em solugéo de glicerol (50%).

Para a confec¢do das laminas histoldgicas, as fibras musculares foram isoladas com
uso de pingas com pontas finas, colocando-se o musculo em uma placa de Petri e visualizagédo
com auxilio de lupa. ApoGs a retirada das fibras, estas foram montadas em lamina histoldgica
contendo verniz; e protegidas com uma laminula para posterior observagdo em microscépio de
luz.

Para a andlise longitudinal, foi realizada a quantificagdo do ndmero de sarcomeros ao
longo de 300 um, em uma fibra muscular. Em todas as laminas foram analisadas cinco fibras,
por meio da contagem de sarcdmeros em seis campos distintos de 50 um, totalizando os 300
um por fibra. Para realizar a analise, utilizou-se microscépio de luz comum (Olympus), com
objetiva de 10 vezes, as imagens foram digitalizadas e posteriormente, a partir de regra de trés
simples, estimou-se a quantidade de sarcobmeros em série ao longo de uma fibra muscular; em
seguida, realizou-se a estimativa do comprimento de cada sarcémero, dividindo a quantidade
encontrada na fibra pelo comprimento da mesma.

Analise estatistica

Inicialmente a normalidade foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk, constatada a
normalidade dos mesmos, os dados foram apresentados por média e desvio-padrdo, com
comparacdes entre grupos por ANOVA unidirecional, com pds-teste de Tukey, em todos os
casos o nivel de significancia foi de 5%. Para os calculos foi utilizado o programa Bioestat 5.0.

Resultados

Os resultados apontam que ndo houve diferengas para o comprimento muscular, mas
houve para as outras variaveis. GC apresentou maior nimero de sarcomeros em 300 um ao
comparar com GA e GB, mas néo se refletiu na estimativa de sarcdémeros ao longo da fibra
muscular. Com relacdo ao tamanho dos sarcémeros, GA apresentou valores significativamente
maiores ao comparar com GC e GD (tabela I).
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Tabela | - Resultado referente as variaveis analisadas em todos o0s grupos.

GA GB GC GD
Comprimento muscular 2,29 2,45 2,33 2,25
(cm)
Quantidade de 113,33* 129,6* 154 133,8
sarcémeros em 300 um
Estimativa de 8.818,15 10.571,45 9.946,67 9.987,59
sarcémeros ao longo da
uma fibra
Tamanho do sarcébmero 2,67 2,33 1,96** 2,26**
(pm)

(*) Diferenca significativa nos grupos GA e GB quando comparados ao GC; (**) Diferenca significativa nos grupos GC e
GD quando comparados ao GA.

Discusséo

Os dados apontam que GA foi o grupo que apresentou menor quantidade de
sarcOmeros em série em 300 pm, porém apresenta seus sarcOmeros em maior tamanho,
guando comparado aos outros grupos. Tendo em vista que a imobilizacdo do musculo foi em
encurtamento, esse ajuste provavelmente aconteceu para que ocorresse sobreposi¢cdo ideal
dos filamentos de actina e miosina, o que permitiia um bom desenvolvimento de tenséo
durante as contracdes [14], ainda, segundo os autores, essa adaptacdo do numero de
sarcbmeros é necessaria, uma vez que os filamentos de miosina e actina possuem
comprimento constante, sendo assim, a maneira de causar sobreposi¢cdo Otima dessas
estruturas é alterando o nimero dos sarcomeros. O que pode explicar o efeito inverso de GA,
ocorrer em GC, em que se tem uma maior quantidade de sarcdmeros em 300 pum, porém, com
um menor tamanho, sugere-se que essa mudanca seja proveniente do protocolo de subida em
escada, em que a musculatura necessitou adaptar-se para tolerar os exercicios realizados. O
mesmo ocorreu em GD, porém com uma leve diminui¢cdo na contagem de sarcémeros.

N&o houve nenhuma diferenca significativa envolvendo os dois grupos submetidos a
realizacdo de exercicios (GC e GD), porém os resultados foram mais expressivos, quando
comparados a GA, no grupo que realizou o protocolo com a subida em escada com menor
namero de repeticdes, pois apresenta um maior nimero de sarcomeros em 300 pm.

Lima et al. [14] citam que o curto periodo de imobilizagéo utilizado em seu estudo, de
apenas uma semana, foi suficiente para causar adaptagcdes morfométricas e mecéanicas, em
relagdo a quantidade de sarcémeros em série ao longo da fibra muscular, baseado nisso,
pode-se dizer que o mesmo vale para o presente estudo, visto que o protocolo utilizado foi de
maior tempo.

A atrofia muscular causada pela imobilizacé@o é alvo de varios estudos, sendo mostrado,
por meio de andlise transversal de musculos de ratos submetidos a imobilizagéo por diferentes
periodos, que esta pode causar, além de alteragbes longitudinais [5], também na area de
secc¢do transversa do musculo [11,15,16], que estd associada ao aumento da &rea de tecido
conjuntivo presente em seu envoltério [6].

Salienta-se que o estudo da imobilizacéo, e de protocolos para uma melhor reabilitacéo,
envolve ndo s6 o tecido muscular mas todo o aparelho locomotor (sistemas articular e 6sseo),
portanto, para a elaboracdo de protocolos eficientes, em remobilizacdo, todos os tecidos
afetados devem ser criteriosamente analisados [17]. Desta forma, Lima et al. [14], discutem a
importancia do conhecimento das propriedades elasticas de um tecido para os profissionais de
reabilitagéo, pois, segundo os autores, este conhecimento auxilia no diagnostico, tratamento e
prevencao de lesdes esportivas e ortopédicas.

Assim, vé-se que sd0 necessarios mais estudos que envolvam a imobilizacdo, com
aplicacdo de diferentes protocolos e analise dos diferentes tecidos que envolvam o sistema
musculoesquelético, para que, a partir disso, sejam elaboradas melhores formas de tratamento
na pratica clinica reabilitativa.

Conclusao

Conclui-se que o protocolo mais leve de remobilizagdo com subida em escada teve
efeito significativo e positivo no musculo séleo de ratos, considerando-se a quantidade de
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sarcébmeros em série aumentada, em relacdo aos grupos que ndo foram remobilizados ou
fizeram apenas remobilizacao livre.
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