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1- BREVE INTRODUCAO

Durante as ultimas décadas, muitos trabalhos tem sido realizado no sentido
de esclarecer o efeito do alongamento em musculos normais e encurtados pds-imobilizagao.
Esse tem sido um assunto de profundo interesse de fisioterapeutas bem como de educadores
fisicos e médicos esportistas. Varios trabalhos em musculos humanos tém investigado o
efeito da imobilizacdo e do alongamento muscular passivo na amplitude de movimento
(ADM), no torque passivo e no stress de relaxagdo (Kannus, 1988, Feland et al. 2001;
Norkin, 1995; Gajdosik, 2001), assim como estudos basicos em animais tem investigado o
efeito da imobilizacdo e do alongamento muscular passivo de longa duracdo o trofismo
muscular (Goldspink, 1977; Williams, 1988; Williams, 1990, Gomes et al, 2004, Coutinho
et al, 2004) e tecido conjuntivo intramuscular (Kjaer, 2004; Kannus, 1988). No entanto,
existe uma caréncia de trabalhos que avaliem as alteragdes morfologicas do tecido muscular
e conjuntivo apds imobilizacdo e alongamento passivo manual de curta duracdo (30 s a 1
min), comumente usado para reabilitacdo e ganho de flexibilidade.

Portanto, frente a caréncia de estudos cientificas que avaliassem o efeito do
alongamento passivo de curta duracdo em musculos sauddveis e encurtados pos-
imobilizagdo, este estudo se propOs avaliar o efeito do alongamento muscular passivo
intermitente usando 10 ciclos de alongamento passivo com 60 s de duragdo, intercalados
com 30 s de relaxamento aplicados diariamente ou trés vezes por semana ao longo de trés

semanas, em musculos sdéleos normais e encurtados.
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2- OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do alongamento passivo manual intermitente nas fibras musculares e

tecidos conjuntivo intramuscular, do s6leo previamente imobilizado, de ratos.
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3- APRESENTACAO

Esta pesquisa ¢ fruto de 5 anos de trabalho, sendo 2 anos dedicados ao mestrado e 3
anos ao doutorado. No mestrado fomos levados a investigar o efeito do alongamento
passivo de longa duragdo (40 min) 3 vezes por semana em musculo esquelético imobilizado
de ratos, uma vez que, na literatura ndo encontravamos estudos que tivesse avaliado uma
freqiiéncia de alongamento mais proéxima a usada na reabilitacdo. Ao final deste estudo
tivemos resultados relevantes dando origem a trés artigos ja publicados e apresentados em
anexos (Mestrado e Doutorado). No doutorado resolvemos continuar a investigagdo agora
avaliando o efeito de dois protocolos de alongamento passivo manual de curta duragcdo no
tecido muscular e conjuntivo de musculos encurtados e normais de ratos, considerando
freqiiéncia e tempo de alongamento comumente usado na reabilitacdo e na atividade
esportiva para ganho de flexibilidade. Desta forma, tentando preencher algumas lacunas da
literatura, respondendo como o musculo esquelético responde a curtos periodos de
alongamento passivo. Este novo estudo deu origem a 3 artigos os quais também
apresentaram relevantes resultados. Assim para apresentagdo desta tese, os resultados
obtidos foram organizados em capitulos que correspondem aos 3 manuscritos gerados

durante o seu desenvolvimento, os quais passaremos a apresentar.
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4- MANUSCRITO 1
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RESUMO

Este estudo avaliou o efeito de curtas sessdes de alongamento no musculo séleo apods
imobilizacdo, através da birrefringéncia do tecido conjuntivo intramuscular (TCI) e da area
da fibra muscular. Trinta ratos foram divididos em cinco grupos: 1) séleo esquerdo foi
imobilizado em posi¢ao de encurtamento; 2) apos imobilizagdo os animais permaneceram
livres; 3) apds imobilizacao o s6leo foi alongado diariamente; 4) apds imobilizagdo o s6leo
foi alongado 3 vezes por semana; 5) controle. A imobiliza¢gdo causou perda da
birrefringéncia do TCI e da area da fibra muscular, enquanto apenas o alongamento diario
aumentou ambos comparados com o controle (P<0.05). Em conclusao, curtos alongamentos
diarios apds imobilizagdo induziram a reorganizagdo macromolecular dos feixes de

colageno e hipertrofia das fibras musculares no so6leo de ratos.
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INTRODUCAO

Embora, o efeito do alongamento em musculo esquelético tenha sido amplamente
investigado, a influéncia mecanica do alongamento passivo de curta duragdo, comumente
usado na reabilitagdo, para recuperagdo do trofismo e da organizagdo do tecido conjuntivo
do musculo esquelético pos-imobilizagdo, ndo tém sido estudado em detalhes. Por outro
lado, as conseqii€éncias deletérias da imobilizagdo, tais como perda de sarcomeros em série
(1-5), proliferacao do tecido conjuntivo e diminuicdo da area de seccdo transversa das
fibras musculares (1,12) tém sido amplamente estudadas, visto que, a imobilizagdo ¢
freqiientemente usada no tratamento de diversos tipos de afecgdes do sistema musculo
esquelético (6-9).

Apbs a imobilizagdo com o musculo em posi¢do de encurtamento, a atrofia muscular e a
proliferacdo do tecido conjuntivo sdo consideradas as adaptagdes musculares mais
importantes ¢ ambas as alteragdes sdo causadas por um desequilibrio entre sintese e
degradacdo das proteinas musculares e colagenosas (10). Estudos prévios mostram que a
remodelagdo normal do coldgeno ¢ de apenas de 1,3 % ao dia em musculo de ratos,
enquanto que a taxa de sintese das proteinas musculares ¢ 11,8%. Desta forma, durante a
imobilizagdo ocorre maior perda de proteinas musculares com aumento proporcional na
taxa de tecido conjuntivo intramuscular (TCI) desorganizado, diminuindo a flexibilidade do
tecido muscular e a area de seccdo transversa (AST) das fibras musculares (11,12),
acarretando em menor capacidade funcional.

O alongamento no musculo esquelético ¢ conhecido como um potente estimulo para
amenizar atrofia e induzir a hipertrofia muscular (4,5,13,14). Um estudo recente mostrou

que sessdes de alongamento aplicada no musculo soleo do rato 3 vezes por semana, por 40
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min aumentaram o namero de sarcomeros em série e area de secgdo transversa das fibras
musculares (4). Também foi identificado o efeito benéfico do alongamento muscular na
remodelagdo e na organizacao das fibras de colageno do TCI (1,14).

Embora prévios estudos demonstrem que a organizagdo macromolecular das fibras de
colageno no musculo, tendao, osso e cartilagem podem ser avaliada através das medidas de
birrefringéncia, por meio da microscopia de luz polarizada (15-20), poucos trabalhos tém
investigado a organizagdo macromolecular do TCI apds periodos de imobilizagdo, usando a
analise da birrefringéncia (20,21), a qual ¢ considerada uma acurada técnica de avaliagdao
morfologica. Assim, as medidas de birrefringéncia sdo fundamentais para investigar as
alteragdes na orientagdo macromolecular das fibras de colageno durante o desenvolvimento,

o reparo, o envelhecimento e a adaptacao apds exercicio (22).

A avaliacdo da organizagdo dos feixes de colageno ¢ feita através das medidas de
birrefringéncia total a qual ¢ a soma da birrefringéncia de forma ou textural e
birrefringéncia intrinseca (23,24). A birrefringéncia de forma ¢ dependente da geometria
das moléculas, dos volumes parciais (concentragdo), estado de agregacdo e orientacdo dos
feixes de colagenos, enquanto que, a birrefringéncia intrinseca ¢ determinada pela
orientagdo de todas as transi¢oes de elétrons das moléculas (23,24). Assim, esse método ¢
uma importante ferramenta para determinar a direcdo das vibragdes e conseqiientemente
orientacdo molecular das fibras de colageno do TCI (20,22,25), informando as alteracdes
macromoleculares do tecido conjuntivo intramuscular, associadas a imobilizacdo e
alongamento muscular.

Embora os estudos reportados aqui apresentem importante contribuicdo sobre o

alongamento no trofismo do musculo esquelético e organiza¢do do tecido conjuntivo,
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muitos deles usaram longos periodos de alongamento muscular, o que ndo ¢ normalmente
usado durante reabilitacdo ou atividades esportivas. Também ¢ dificil para humanos manter
longos periodos de alongamento muscular. Por outro lado, curtos alongamentos musculares
(30 Seg ou 1 min) tém sido recomendados para tratar musculos humanos encurtados devido
a efetividade no ganho da amplitude de movimento e flexibilidade (26,27). Embora sessoes
de alongamentos por curtos periodos sejam recomendadas, efetivamente e sem riscos para
humanos, os efeitos deste procedimento no musculo esquelético de humanos nao tém sido
avaliados em detalhes, podendo tais procedimentos ser realizados e estudado em detalhes
em modelo animal.

Embora, varios estudos ja mostraram a influéncia da imobilizagdo e do alongamento
muscular de longa duragao no tecido conjuntivo intramuscular e na area de sec¢do transversa
(1,3,28,29), este € o primeiro estudo usando andlise de microscopia de luz polarizada e
morfologia que avaliou o efeito do alongamento passivo de curta duragdo, utilizando
protocolo de alongamento similar ao usado na reabilitacdo, através da andlise da
organiza¢ao macromolecular das fibras de colageno do tecido conjuntivo e da area de segao
transversa de musculos previamente imobilizados.

Nossa hipotese neste estudo foi que curtas sessdes de alongamento muscular sdao efetivos
para recuperagdo morfoldgica das fibras musculares e do tecido conjuntivo apds
imobilizagdo. Para isto foi analisado o efeito do alongamento passivo aplicado diariamente
e trés vezes por semana no musculo séleo apds imobilizacao.

Algumas restri¢des éticas dificultam o estudo da adaptacdo do musculo e tecido conjuntivo
de humanos submetido ao alongamento. Assim, embora este estudo tenha usado modelo

animal, ele tras novas informagdes sobre a influéncia do alongamento passivo manual de
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curta duracdo na organizagdo do tecido conjuntivo e no trofismo das fibras de musculos

esqueléticos, previamente imobilizados.
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MATERIAIS E METODOS

Animais e grupos experimentais

Foram usados 30 ratos machos Wistar com 18 semanas de idade (356+11g). Os
animais foram mantidos em gaiolas plasticas, em condigdes ambientais controladas e
tiveram livre acesso a dgua e alimentacdo. Os animais foram anestesiados com injegdo
intraperitoneal de xylazina (12 mg/kg) e ketamina (95 mg/kg) para aplicagdo da
imobilizagdo, quando submetidos ao alongamento e durante cirurgia para remocao dos
musculos. Apos o experimento os animais foram eutanaziados com overdose de anestésico.
O estudo foi aprovado pelo Comité Etico para Animais e Experimentos da Universidade,
que foi desenvolvido do acordo com a declara¢ao de Helsinki.

Os animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos de 6 animais cada: a)
Imobilizado (I): O musculo séleo esquerdo foi imobilizado por 4 semanas na posi¢ao
encurtada mantida pela maxima flexdo plantar do tornozelo, como descrito previamente
(4.5), e o musculo foi avaliado imediatamente apds o periodo do imobilizagdo; b) Trés
semanas livre apos a imobilizacdo (I+3SLivre): Apods a imobiliza¢do os animais ficaram
livres nas gaiolas por 3 semanas e nao foi submetido ao alongamento; c) Alongamento 3
vezes por semana apos a imobiliza¢do (I+AI3): apds as 4 semanas do imobilizacdo, o
musculo soleo foi alongado 3 vezes por (segundas-feiras, quartas-feiras e sexta-feira) por 3
semanas e avaliado apos a ultimo sessdo de alongamento; d) Alongamento didario apos
imobiliza¢do (I+AlDiario): apdés o periodo do imobilizacdo, o musculo do séleo foi
alongado passivamente diariamente durante as 3 semanas (10 sessdes de 60s de

alongamento com 30s de repouso entre cada alongamento) e avaliado apds a tltima sessao
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de alongamento; e) controle (c): um grupo de animais nao foi submetido a nenhum dos
procedimentos e o séleo foi avaliado apds 7 semanas.

Procedimento de Imobilizaciao

Para manter o musculo s6leo em maxima posi¢ao de encurtamento o tornozelo esquerdo foi
mantido em maxima flexao plantar, como descrito previamente (4.5). O dispositivo de
imobiliza¢dao usado ¢ eficaz para produzir o desuso cronico e atrofia do musculo séleo

(4.5).

Procedimento de alongamento

Para alongar os musculos séleos esquerdos, o tornozelo esquerdo foi mantido em maxima
flexdo dorsal durante 1 minuto, executado manualmente, como proposto por Ikeda et al.
(30). Uma sessao de alongamento passivo consistiu em 10 curtos alongamentos, mantido
por 1 minuto, com 30 segundos de intervalos de descanso entre cada alongamento. As
sessoes de alongamento passivo executados manualmente foram escolhidas para este estudo

porque um procedimento similar ¢ eficaz para melhorar a flexibilidade nos seres humanos

(31.32).

Morfologia Muscular

Apbs sete semanas do inicio do experimento todos os animais foram anestesiados e
pesados e os musculos séleos direito e esquerdo foram cuidadosamente dissecados.

Para histologia o musculo foi imediatamente congelado em isopentano, resfriado em
nitrogénio liquido, e estocado em freezer a -80°C (Forma Scientific Inc., Marietta,
Oh,USA). Os cortes transversos foram obtidos do ventre muscular usando criostato (icrom

HE 505, Germany) e os cortes histologicos foram corados com Azul de Toluidina/1% borax

26



para a avaliagdo morfoldgica das medidas das areas das fibras musculares, como descrita
previamente (33).

Para as medidas de birrefringéncia foram usadas cortes transversais das fibras
musculares sem coloragdo e embebidas em agua destilada. Como previamente descrito
(34), apos 4 semanas de imobilizagdo, o musculo ¢ afetado pelo encurtamento das fibras
musculares e as fibras de colageno se adaptam pelo arranjo fibrilar no endomisio e
perimisio tornando-se mais circunferencial, perdendo assim sua disposi¢cao longitudinal.
Devido a estas mudangas no arranjo de fibras do colageno, a birrefringéncia do tecido
conjuntivo poder ser melhor visualizada por meio de cortes transversais das fibras do

musculo.

Microscopia de Polarizacdo: Retardo Optico da birrefringéncia do TCI

A analise da birrefringéncia total do tecido conjuntivo ¢ uma técnica de alta
reprodutibilidade para detectar a variagao no estado de agregacdo molecular dos feixes de
colagenos (22). A birrefringéncia do tecido conjuntivo do musculo s6leo (endomisio e
perimisio) foi medida através do retardo Optico que representa o estado de agregacdo
molecular do colageno. Essa anélise foi realizada através da microscopia de luz polarizada.
As medidas dos retardos opticos (RO) foram feitas num microscopio de luz polarizada
Zeiss equipado com uma objetiva 10x, luz monocromatica (546 nm) e compensador
Sénarmont 1 / 4 A. Para analise dos musculos soleos foram feitos corte de 10pm os quais
foram embebidos em dgua (np=1.333) por 30 minutos em agua destilada (36). Apds o
periodo de imersao, as laminas foram cobertas por laminulas, contendo agua destilada nas

interfaces.
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Foram realizadas 100 medidas de RO em diferentes pontos de cada seccdo do musculo
soleo (endomisio e perimisio) considerando o meio de embebicdo, assim permitindo a
heterogeneidade da distribui¢do dos feixes de colageno em de cada musculo. Sabe-se que
45°, com relagdo ao plano de luz polarizada (PPL), as fibras de colageno mostram maior
brilho de birrefringéncia e conseqlientemente um maior valor do RO. Isto ocorre porque a
maioria das fibras do colageno ¢ guiada ao longo do eixo longitudinal das fibras
musculares. Assim, as medidas do RO foram realizadas com as fibras de colageno

orientadas a 45° (figura 1).

Areas de Seccao-transversa das Fibras Musculares (ASC)

As areas de seccoes transversas, de 100 fibras musculares foram medidas usando um
microscopio de luz Axiolab (Carl Zeiss, Germany) e um software para morfologia
(Axiovision 3.0.6 SP4, Carl Zeiss). As fibras musculares foram escolhidas aleatoriamente
da regido central de cada secgdo transversa de cada musculo soéleo corado com Azul de

Toluidina.

Analise estatistica
O teste Student #-test pareado foi usado para comparar os dados do séleo direito e esquerdo
dos mesmos animais de cada grupo. As possiveis diferencas entre os grupos foram

determinadas pelo teste ANOVA e Tukey, com o nivel de significancia de 5% (P < 0.05).
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RESULTADOS

Peso Muscular

A tabela 1 mostra as alteragdes no peso do musculo séleo apos 4 semanas de imobilizagao e
o efeito das sessdoes do alongamento. O peso do musculo diminuiu apos a imobilizagao.
Contrariamente, o peso do musculo do s6leo aumentou apds sessdes diarias de alongamento
passivo. Entretanto, trés sessdes de alongamento por semana nao forneceram ganho
adicional ao peso do musculo, comparado ao grupo mantido livre na gaiola apods a

imobilizagao (Tabela 1).

Areas de seccao transversa das fibras musculares

Os musculos s6leos imobilizados em posi¢dao de encurtamento por 4 semanas diminuiram
(37+£10%) da area de seccdo transversa comparado com os soleos contralaterais (1179 +
416 vs 2084 + 728 um?, respectivamente, P<0,05) ¢ com o grupo controle (3778 + 1007
um® vs 2084 + 728849 um’, respectivamente, P<0,01) (Figura 2). O musculo soleo
imobilizado e alongado diariamente apresentou ganho significativo (10+4,1%) quando
comparados com o séleo contralateral (2567 + 814 pm’® vs 2333 + 849 um’
respectivamente, P<0,05) e com os demais grupos (P<0,01, Figura 2).

Os musculos soleos imobilizados e alongados trés vezes assim como, os imobilizados e
livres recuperaram as areas de secgdes transversas quando comparados com os soleos
contralaterais direito (2349 + 1089 pm? vs 2353 + 948 pm* e 2151 + 599 pum® vs 2169 +
565 um’® , respectivamente, P<0.05), embora eles tenham apresentado menor 4rea
comparado com os musculos controle (P<0,05; Figura 2). Nenhuma diferenga foi

encontrada na area de sec¢do transversa das fibras musculares dos soleos direitos e
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esquerdos do grupo controle (P>0,05). O grupo imobilizado e alongado diariamente
apresentou um aumento de 10+4,1% na ASC das fibras comparado com as contra laterais

(P<0,01).

Retardo ()ptico da birrefringéncia (ROs)

As medidas de birrefringéncia do tecido conjuntivo do musculo do séleo apos a
imobilizacdo exibiram baixo valor de RO (Tabela 2). Os musculos soleus dos grupos
[+3SLivre e [+Al3 recuperaram os valores de ROs comparado com os soleus contralaterais
e o grupo controle. Por outro lado, o musculo séleo alongado diariamente aumentou os
valores de ROs comparado com o contralateral e o grupo controle (P<0.01) (tabela 2).

Os valores médios dos ORs da birrefringéncia de fibras de coldgeno apresentaram alta
correlagdo com os valores médios da area de secdo transversa das fibras musculares, ambos

tratados com alongamento passivo (p<0.05, r=0.99; Figura 3).

A figura 4 mostra o efeito da imobilizagdo e do alongamento passivo na birrefringéncia
(brilho) das fibras de colageno do TCI. O grupo de controle apresenta intensa
birrefringéncia no perimisio e endomisio (4A). No entanto, a imobilizagdo causou uma
forte reducdo da birrefringéncia das fibras de colageno (4B). Contrariamente, o
alongamento aplicado diariamente causou forte aumento da birrefringéncia e espessamento
dos feixes de coldgeno no perimisio (4C). O grupo Imobilizado e mantido livre na gaiola

assim como o imobilizado e alongado 3 vezes por semana nao foram diferentes do controle.
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DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que as sessdes diarias de alongamento passivo
foram eficazes para induzir a hipertrofia das fibras musculares e a reorganizagdo
macromolecular dos feixes de colageno do tecido conjuntivo intramuscular no musculo
soleo, imobilizado previamente em posi¢ao encurtada. Entretanto, este beneficio nao foi
observado quando as sessdes de alongamento foram aplicadas 3 vezes por semana. Para
nosso conhecimento este ¢ o primeiro estudo que avaliou o efeito das sessdes de
alongamento passivo, similares ao usado na reabilitagdo humana, no tecido conjuntivo

muscular de rato.

Retardo Optico da Birrefringéncia do Tecido Conjuntivo Intramuscular

No presente estudo quatro semanas de imobilizagdo causou uma significante diminui¢ao na
birrefringéncia das fibras de colageno. Prévios estudos demonstraram que a perda de
birrefringéncia ocorre devido a desorganizagdo das fibras de coldgeno apds imobilizagdo
(20). A redugdo da birrefringéncia ocorre devido a reducdo do estado de agregacdo dos
feixes de colageno que causam a perda das caracteristicas cristalinas e da orienta¢dao das
moléculas do colageno (23). Assim, nossos resultados indicam que a imobilizacao
diminuiu o estado de agregacdo dos feixes do coldgeno no musculo esquelético do rato
imobilizado na posi¢ao de encurtamento.

Foi interessando também observar que a atividade livre do animal durante 3 semanas apos-
imobilizacdo estimulou o reorganizacdo macromolecular das fibras do colageno. De acordo

com Vilarta e a Vidal (22) durante a marcha do animal, os feixes de colageno sao
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submetidos as forcas de tensdo suficiente para estimularem mecanicamente a reorganizacao
do colageno.

Foi intrigante verificar que a birrefringéncia dos musculos soleos submetidos as sessdes de
alongamento, 3 vezes por semana, apos a imobilizacdo ndo forneceu um beneficio
adicional, comparada aos animais que permaneceram livres durante este periodo. Por outro
lado, as sessOes diarias de alongamento aumentaram a reorganizagdo macromolecular das
fibras do coldgeno comparada a todos os outros grupos. Estes resultados demonstram que a
remodelacdo e o arranjo do colageno do tecido conjuntivo dos musculos atrofiados
dependem da freqiiéncia de estimulagdo. Estas conclusdes sdo baseadas nos valores do
retardo Optico da birrefringéncia total (Forma + intrinseca) das fibras do coldgeno do
endomisio e do perimisio dos musculos sdleos.

Um estudo de Vilarta e de Vidal (22) mostrou que o aumento da birrefringéncia das fibras
do coldgeno ¢ devido ao aumento da birrefringéncia de forma, indicando que o processo da
adaptacao das fibras do colageno ao alongamento muscular € o resultado da reorganizagao
da matriz extracelular (ME). De acordo com Oakes et al. (36), Michna (37), isto
corresponde aos feixes de colageno com fibrilas mais alinhadas e com as condi¢des de
empacotamento molecular mais intensa. Assim, os resultados deste estudo indicam que a
causa do aumento da birrefringéncia total das fibras do colageno do TCI apos alongamento
diario pode ser devido ao aumento da birrefringéncia de forma, em conseqiiéncia a uma

maior reorganizagdo macromolecular das fibras de colageno.

Morfologia
Através da analise morfoldgica feita em microscopio de luz polarizada € possivel observar

variagdes na intensidade do brilho da birrefringéncia do TCI, provavelmente devido ao
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aumento da tensdo nas fibras do coldgeno causado pelo alongamento diario. Esta
possibilidade estd de acordo com os fendmenos biofisicos das fibras de coldgeno, quando
submetidas as tensdes mecanicas, observadas em estudos prévios (36.37). Assim, os
resultados deste estudo sugerem que o mecanismo controle do estado de agregagdo das
fibras do colageno do musculo esquelético pode ser influenciado pela freqiiéncia mecéanica
da estimulacdo durante o alongamento passivo. A contribuicdo deste estudo ¢ a
apresentagao de novas informagdes na adaptagdo do musculo esquelético quando submetido
a imobilizacdo e ao alongamento passivo, usando a andlise de birrefringéncia que ¢ uma
metodologia acurada, a qual vem adicionar-se aos métodos ja existentes de avaliagdo da

organizacdo e da quantificacdo do TCI descrito nos estudos prévios (3,7,20,38-40).

Areas de Seccdo-transversa das Fibras Musculares

Um interessante achado neste estudo ¢ que o alongamento passivo manual 3 vezes por
semana, usado freqiientemente na reabilitagdo para o ganho de flexibilidade apos-
imobilizacdo (26,31,41,42) ndo produziu o ganho adicional comparado a atividade livre na
gaiola. Por outro lado, o alongamento passivo aplicado diariamente aumentou a area de
secdo transversal em aproximadamente 10% com relagdo ao soleus contra lateral. Estes
resultados mostram que a area das fibras do musculo foi dependente da freqiiéncia, ou seja,
10 minutos de alongamento passivo realizado diariamente foram mais eficazes para gerar
hipertrofia na fibra do musculo, enquanto 3 vezes causaram nenhum efeito hipertrofico, no
entanto, ndo foi significativo .

Este efeito hipertrofico do alongamento foi encontrado também em outros estudos
(43,44,45) que mostraram o aumento a massa muscular e area de seccdo transversa das

fibras musculares apds alongamento passivo. Entretanto, nenhum destes estudos usou
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protocolo de sessoes de alongamento passivo, considerando os parametros de duragdo e
freqliéncia frequentemente usados na reabilitacdo (27,41,48). De acordo com Glass (48)
esta hipertrofia ocorre em conseqiiéncia a adi¢ao de filamentos contrateis no miofilamento,
aumentando o AST e também a proporg¢ao de forga no musculo.

Apds quatro semanas de imobilizagdo, os musculos soleos apresentaram uma redugdo de
37% das areas de seccles transversas de suas fibras, Esta resposta atrofica do musculo
esquelético ao desuso ¢ bem descrito em um grande niumero de estudos em humanos e
animais (1,3,48,49-54).

Por outro lado, a recuperacdo da AST encontrada nas fibras dos musculos imobilizados e
livres por trés semanas foi provavelmente devido ao estimulo de tensdo desencadeada pela
descarga de peso sobre o musculo s6leo durante a atividade na gaiola, estimulando assim, a
sintese de proteinas, conforme ja descrito em outros estudos (3,52,55).

A metodologia usada neste estudo ndo permite identificar os mecanismos associados
relacionados ao aumento da AST das fibras musculares no grupo alongado diariamente.
Entretanto, considera-se que os sensores mecanicos que ligam a matriz extracelular ao
citoesqueleto (56.57) possam funcionar como transdutores do sinal mecénico do
alongamento, regulando a expressdo génica das células muscular as quais podem ser
ativadas pela freqiiéncia da estimulacao (58). Provavelmente o alongamento diario foi mais
eficiente na ativacdo dos sensores mecanicos envolvidos no processo de hipertrofia do que
estimulos aplicados em menor freqiiéncia.

J4 estd descrito na literatura que a via da PI3K/AKT (phosphatioly!-inositol3-kinase-AKT
uma serina-teonina kinase) envolvida na regulagdo da hipertrofia ¢ ativada pelo
alongamento (48). No entanto, ainda nao se sabe qual o estimulo necessario para ativar essa

via. Um estudo interessante realizado por Ikeda et al. (2003), em musculos séleos de ratos,
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mostrou que o alongamento passivo durante 4 horas foi mais eficaz que 2 horas para
estimular a expressdao da miogenina, considerada um fator miogénico de transcricdo na
hipertrofia. Os autores concluiram que uma duragdo maior de alongamento passivo €
necessaria para ativar esses fatores miogénicos. Eles concluem que se estudos como esse
poderem ser aplicados em situacdes clinicas, o alongamento passivo podera ser usado para
preservar ou aumentar a forga muscular. Outro estudo recente (46) mostrou que sessdao de
30 minutos de alongamento didrio aumentou a expressdo da Myo-D (gene envolvido no
processo de hipertrofia) no musculo séleo de ratos. Baseado nestes resultados, que
mostraram que longos periodos de alongamentos passivos estimulam a expressao de genes
envolvidos na hipertrofia, nds podemos sugerir que as sessdes de curtos alongamentos
aplicados diariamente no presente estudo pode ter estimulado os mecanismos associados a
hipertrofia muscular. Futuros estudos serdo necessarios para avaliar esta hipotese.

Em conclusdo, os resultados deste estudo mostraram que sessdes de alongamento passivo
aumentaram a AST das fibras musculares e a reorganizagdo macromolecular dos feixes de
colageno do TCI no musculo soleo de ratos, previamente imobilizados em posicdo de
encurtamento. Apesar dos resultados serem em musculos esqueléticos de ratos, eles
indicam uma importante adaptacio associada a protocolos de curtos alongamentos passivos

no musculo esquelético.
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Tabela 1: Efeito de sessdes de alongamento no peso dos muisculos so6leos.
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Sdleo esquerdo (g) Séleo direito (g) Diferenca Relativa
(%0)
Imobilizado ¢ alongado Contralateral

I 0,130,04% 0,19 + 0,03 44 46,17

I+3SLivre 0,17+0,02 0,19+0,01 -10+£2,2
I+34Al 0.18+0,02 0,17+0,01 6+1,7

I+AlDi4ario 0,21+0,02% 0,18+0,03 13,1228 ¥

C 0,24+0,02 0,24+0,02 1,7+1,37

Os resultados sdo média + desvio padrao.

I: musculos s6leo imobilizados em posi¢cao de encurtamento por 4 semanas; [+3SLivre: apos

imobiliza¢do, o animal permaneceu livre por 3 semanas; [+Al3: apds imobilizacdo o musculo

soleo foi alongado 3 vezes por semana durante 3 semanas; [+AlDidrio: ap6s imobilizagdo o

musculo séleo foi alongados diariamente por 3 vezes; C: os animais ndo foram submetidos

aos procedimentos de imobilizagdo e alongamento. *P<0,01 quando comparado com o séleo

contralateral, ¥ P <0.01 quando comparado com a diferenca relativa de todos os grupos.
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Tabela 2: Efeito de sessoes de alongamento no retardo 6ptico da birrefringéncia do tecido

conjuntivo intramuscular.

Sdleo esquerdo (nm) Séleo direito (nm) Diferenca Relativa
(%0)
Imobilizado e alongado Contralateral

1 11.9+3.7 * 16.1+4.5 25.7+1.7 ©

I+38Livre 10.7£2,1 10.5+£2.5 1,5+0,8

I+34Al1 11.2+2.1 11.4+1,8 1.9+0,7
I+AlDiario 124422 * 10.1+2.4 13.3+54 ©
C 12.6+2.4 12.4+2.,6 2.7+0.9 @

Os resultados sdo média + desvio padrao.

I: musculos s6leo imobilizados em posi¢cao de encurtamento por 4 semanas; [+3SLivre: apos

imobilizagdo, o animal permaneceu livre por 3 semanas; [+Al3: apds imobilizacdo o musculo

soleo foi alongado 3 vezes por semana durante 3 semanas; [+AlDidrio: ap6s imobilizagdo o

musculo séleo foi alongados diariamente por 3 vezes; C: os animais ndo foram submetidos

aos procedimentos de imobilizagdo e alongamento. *P<0,01 quando comparado com o séleo

contralateral, € P < 0.01 quando comparado com a diferenca relativa de todos os grupos.
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Lista de Figuras

Figura 1: esquema hipotético do tecido conjuntivo entre polarizadores. Quando a fibra de
colageno esta a 45° em relagdo ao plano da luz polarizada ¢ exibido maior brilho e quando

esta paralela o brilho € extinto.

Figura 2: O efeito de sessdes de alongamento passivo na area de sec¢do transversas das fibras
dos musculos séleos. I: musculos soleo imobilizados em posicdo de encurtamento por 4
semanas; [+3SLivre: apds imobilizacdo, o animal permaneceu livre por 3 semanas; [+Al3:
apods imobilizagdo o musculo soéleo foi alongado 3 vezes por semana durante 3 semanas;
[+AlDiario: apds imobilizagdo o musculo so6leo foi alongados diariamente por 3 vezes; C: os
animais ndo foram submetidos aos procedimentos de imobilizacdo e alongamento. *P<0,01

quando comparado com o séleo contralateral. Os resultados sao média + desvio padrao.

Figura 3: Correlacdo entre a area de seccdo transversa relativa das fibras musculares e o
retardo Optico relativo das birrefringéncias das fibras de colageno que representam o estado
de agregagdo das fibras de colageno. I: musculos so6leo imobilizados em posicdo de
encurtamento por 4 semanas; [+3SLivre: apds imobilizagdo, o animal permaneceu livre por 3
semanas; [+Al3: apds imobilizacdo o musculo s6leo foi alongado 3 vezes por semana durante
3 semanas; I+AlDidrio: apds imobilizagdo o musculo soleo foi alongados diariamente por 3
vezes, C: os animais ndo foram submetidos aos procedimentos de imobilizacdo e

alongamento. Os resultados sdo média + desvio padrao.
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Figura 4. O efeito de sessdes de alongamento passivo na organizagao macromolecular dos
feixes de coldgenos do musculo séleo através da birrefringéncia das fibras de colageno do
TCI. A (Controle): birrefringéncia intensa nas fibras mais espessas do perimisio (cabega de
setas) e nas fibras mais finas no endomisio (setas). B (Grupo imobilizado): birrefringéncia
fraca (cabeca de seta) ou ausente. C (grupo imobilizado e alongado diariamente):
birrefringéncia intensa nos feixes de coldgeno do endomisio (setas) em todo tecido

conjuntivo quando comparado com o musculo soleo controle e imobilizado. Barras: 75 um.
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Resumo

Dez minutos diarios de alongamento intermitente aumentam a area da fibra muscular
e 0 numero de sarcomeros em série no musculo séleos encurtados de ratos apés a
imobilizacao.

Justificativa e Objetivo: A freqiiéncia e a duracdo do alongamento intermitente de curta
duragdo nao tém sido avaliadas extensivamente. Adicionalmente, o efeito de alongamento
passivo manual, comumente usado na reabilitacio em musculos encurtados, também nao
tem sido investigado em detalhes. A finalidade deste estudo foi investigar o efeito do
alongamento passivo intermitente aplicado sobre o musculo séleo encurtado de ratos apos a
imobilizacdo usando um estudo morfologico. Animais: Foram usados 24 ratos Wistar de
16 semanas de idade pesando 281+16g. Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em 4
grupos: 1) soleus imobilizado em posi¢do encurtada por 4 semanas e mantido livre por 3
semanas apds a imobilizacdo (Imob); 2) apés a imobilizagdo, o séleo foi alongado
manualmente (10 repeti¢cdes de 60s de alongamento com 30 s de relaxamento), 3 vezes por
semana durante 3 semanas (Imob+AL3); 3) apds a imobilizacdo o séleo foi alongado
diariamente (Imob+AID); 4) controle (cont). Métodos: Os dados foram analisados usando
o Student t-test e Anova para comparagdes multiplas. Resultados: O alongamento diario
causou aumento de 13,1+2,8% do peso muscular e 10+4,1% (P<0.01) da area de secgdo
transversa quando comparado ao soleo contralateral, ao grupo Imo+AL3 e ao controle. O
alongamento trés vezes por semana aumentou 124+3% o comprimento muscular e
13,5+5,6% o numero de sarcomeros em série quando comparado ao séleo contralateral, ao
grupo Imo+ALD e ao controle (P<0.01). Conclusdo e Discussdo: Os resultados deste

estudo sugerem que dez minutos de alongamento intermitente de curta duragdo ¢ efetivo

54



para causar hipertrofia muscular. O alongamento intermitente trés vezes por semana foi
suficiente para induziu a sintese de novos sarcomeros em série, no entanto, apenas o

alongamento diario causou hipertrofia radial das fibras musculares encurtadas.

Palavras Chaves: Alongamento muscular, Hipertrofia, Atrofia muscular, Sarcomero,

Reabilitagao.

55



Introducao

A imobilizacdo ¢ uma freqiiente causa de atrofia e encurtamento muscular. O seu
uso apos lesdes musculo esqueléticas do tornozelo causa severos encurtamentos dos
musculos flexores plantares e conseqiientemente perda da dorsoflexdo. A prevaléncia desse
encurtamento tem sido de 77% imediatamente apds a remogao da imobilizagao e 22% dois
anos apos remocdo.' E também descrito que a imobilizagdo em posi¢ao de encurtamento
causa diminuicdo do nimero de sarcomeros em série e da area de sec¢do transversa das
fibras musculares” reduzindo além da amplitude de movimento (ADM) a for¢a muscular.
Tais adaptagdes sdo as principais causas de disfungdo do movimento em humanos, sendo
considerada um grande problema para a reabilitagdo.””

Por outro lado, o alongamento muscular ¢ considerado um excelente estimulo para
induzir a adi¢io de sarcémeros em série®** e a hipertrofia radial das fibras musculares.”*
Essa adaptacdo no ntimero de sarcomeros parece produzir um ajuste no comprimento dos
sarcomeros afim de que o mésculo desenvolva méxima tensdo. '

Goldspink demonstrou que o alongamento ou o aumento de tensao no musculo € o
maior contribuinte para o aumento da massa muscular,’' sendo considerado mais
importante que a for¢a contratil induzida por estimulacdo elétrica para o aumento da sintese
de proteinas.'> Outros autores também tém mostrado que o alongamento passivo continuo
promove crescimento muscular induzindo a hipertrofia radial nas fibras musculares.'®!*-*
O alongamento passivo realizado de forma intermitente ¢ considerado o tratamento

14-17

de elei¢do para musculos encurtados no entanto, apenas o alongamento passivo

continuo tem sido amplamente estudado experimentalmente através de analises celulares e
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moleculares.'®" Outros trabalhos também tém descrito o efeito benéfico do alongamento

20,3,4

passivo em musculos imobilizados, no entanto, hd uma caréncia de trabalhos que

estudem as alteracdes morfologicas causadas pelo alongamento passivo intermitente, de

21-23,56 , L ce
" em musculos encurtados pds-imobilizag¢do. No entanto, o alongamento

curta duracao
passivo intermitente manual ¢ muito utilizado na reabilitagdo, particularmente em pacientes
que nao conseguem realizd-lo de forma ativa.

Davis et al.”* mostraram que 30 s de alongamento passivo manual, trés vezes por
semana, em musculos normais de humanos sdo capazes de aumentar o comprimento
muscular. Por outro lado, Feland et al.'* encontrou que 60 s de alongamento passivo
manual diario em musculos de individuos idosos produziram maior taxa de ganho de ADM
quando comparados com 15 s e 30 s, concluindo que 60 s de duracdo de alongamento
produzem maior ganho de ADM em musculos com severos encurtamentos.

Hé4 evidencias que o aumento da carga mecanica aplicada no musculo via
alongamento ritmo cause hipertrofia® ¢ atenue a atrofia pos desenervagio.”

Assim, neste estudo optou-se por avaliar o efeito de 60 s de alongamento passivo
intermitente, realizado manualmente, com 10 repeticdes ¢ 30 s de relaxamento entre cada
alongamento, 3 e 7 vezes por semana, durante 3 semanas no musculo soleo de rato
encurtado, pos-imobilizagdo do tornozelo em flexao maxima. Os efeitos dessa intervencao
na area das fibras e na sarcomerogénese foram avaliados.

Este estudo fornece novas informagdes sobre a adaptagdo morfoldgica das fibras do
musculo soleo, previamente imobilizadas e tratadas com duas freqiiéncias de alongamento
passivo intermitentes, freqiientemente utilizadas na reabilitagdo em humanos e ainda pouco

investigada quanto as adaptacgdes celulares do musculo esquelético.
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Método

Animais

Foram usados 24 ratos com 16 semanas de idade, pesando 281+16g. Os animais
foram mantidos em gaiolas plasticas, com livre acesso a agua e racdo, em condicdes
ambientais controlada com 23+2°C e ciclo claro/escuro de 12 horas. O estudo foi aprovado
pelo Comité Etico para Animais e Experimentos da Universidade, que foi desenvolvido do
acordo com a declaracio de Helsinki. Os ratos foram anestesiados com injecao
intraperitoneal de xylazina (12 mg/kg) e ketamina (95 mg/kg) para aplicagdo da
imobilizacdo, quando submetidos ao alongamento e durante cirurgia para remocao dos
musculos. Apos o experimento foram eutanaziados com overdose de anestésico.
Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos de 6 animais cada:
I- Imobilizado (Imob): O musculo séleo esquerdo foi imobilizado, em posicdo de
encurtamento, pela flexdo plantar maxima, durante 4 semanas. ApoOs este periodo os
animais ficaram livres na gaiola por 3 semanas.
2- Imobilizado e Alongado trés vezes por semana (Imob+Al3): O musculo soleo esquerdo
foi mobilizado como previamente descrito e depois de retirada a imobilizacdo foi
submetido a 10 alongamentos passivos de 60 s com 30 s de relaxamento entre cada
alongamento, 3 vezes por semana (segunda, quarta e sexta-feira), durante 3 semanas.
3- Imobilizado e Alongado diario (Imob+AlD): Apods imobilizagdo por 4 semanas o
musculo soleo esquerdo foi alongado diariamente por 3 semanas como o mesmo protocolo
previamente descrito.

4- Controle (Cont) — Os animais foram mantidos livres na gaiola por 7 semanas.
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Procedimento

Para manter os musculos séleos em completa posicdo de encurtamento foi usado
para imobilizar o membro posterior do rato um modelo de imobilizagdo de malha de acgo
descrito em outros estudos.””"*

A articulagdo tibiotarsica foi imobilizada em maxima flexdo plantar com fita
adesiva e envolta por algoddao. Em seguida a imobilizacdo foi ajustada e fixada com fita
adesiva, que manteve a articulagdo tibiotarsica em flexdo plantar méxima por quatro
semanas. A imobiliza¢do foi mantida por quatro semanas consecutivas, periodo que produz
uma redug¢do média de 40% do numero de sarcomeros em série das fibras do soleo,
conforme o estudo desenvolvido por Tabary et al.”> A imobilizagio foi checada diariamente
e ajustada quando necessario para manter maxima flexao plantar (Figura 1).

Esse modelo de imobiliza¢do foi previamente testado e reduz em média 44% do
peso muscular, 19% do comprimento dos musculos soleos de ratos e Coutinho et al e
Gomes et al. ainda encontraram uma reducdo média de 23% e 37% no numero de
sarcomeros em série ¢ na area de secgdo transversa, respectivamente, apos trés semanas de
imobilizacdo.>* Este modelo tem algumas vantagens quando comparado com o gesso ou
gesso sintético: ele € barato e leve e o mesmo modelo pode ser usado algumas vezes pelo
mesmo animal ou por animais de peso similar além de ser facilmente ajustado. Nenhuma
ulcera de pele ou ferida foi detectada nos animais durante o periodo de imobilizagao.

Foram realizadas 10 sessdes de alongamento passivo intermitente manual, cada uma
mantida por um periodo de 60 s intercalados com 30 s de relaxamento, onde a articulagdo
tibiotarsica foi mantida em dorso flexdo maxima, para alongamento maximo do musculo

soleo (Figura 2). O protocolo foi aplicado diariamente e trés vezes por semana durante as
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trés primeiras semanas apds a retirada da imobilizagdo. Este método de alongamento
passivo manual foi previamente usado por Ikeda et al.*®

Ap0s sete semanas do inicio do experimento todos os animais foram anestesiados e
pesados e ambos os musculos soleos direito e esquerdo foram cuidadosamente dissecados e
removidos. Subseqiientemente os tenddes foram fixos com o musculo em posicdo de
repouso, o qual foi definido como Loy, como previamente descrito por Ansved” e o
comprimento muscular foi determinado. Cada musculo so6leo foi entdo dividido
longitudinalmente em duas partes similares: a porcado medial foi usada para avaliagdo da
area de seccdo transversa enquanto que a porcdo lateral foi usada as medidas dos
sarcomeros.

O ntimero e comprimento dos sarcomeros ao longo de uma tUnica fibra muscular
foram determinados pelo método de Williams and Goldspink.”® O musculo foi fixado em
posicdo de repouso (comprimento Lo) em 2,5% de glutaraldeido por 3 h e entdo removido,
colocado em HNO; (30%) por dois dias e estocado em glicerol (50%) Apos este periodo
cinco fibras individuais foram isoladas de tenddo-a-tenddo de cada musculo sdleo e
montadas ¢ 0 seu comprimento medido usando um paquimetro.”* O numero e o
comprimento dos sarcomeros ao longo de 300 um foram quantificados em diferentes
pontos de cada fibra usando um microscopio de projecao (Axiolab, Carl Zeiss, Germany).
Considerando algumas pesquisas conflitantes sobre o comprimento dos sarcomeros ao

longo da fibra muscular, particularmente no final da fibra alongada, '

no presente estudo
assumimos que o comprimento do sarcomero ¢ homogéneo ao longo de todo comprimento
da fibra muscular.

Para avaliar a area das fibras o musculo foi imediatamente congelado em

isopentano, resfriado em nitrogénio liquido, e estocado em freezer a -80°C (Forma
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Scientific Inc.,USA). Os cortes transversos foram estdo obtidos do ventre muscular usando
criostato (Microm HE 505, Germany) e os cortes histologicos foram corados com Azul de
Toluidina/1% borax para a mensuragdo da area de seccdo transversa das fibras musculares,
como descrita previamente.’”> As areas de sec¢des transversas de 100 fibras musculares
foram aleatoriamente escolhidas da regido central de cada sec¢do transversa de cada
musculo s6leo e foram medidas usando um microcopio de luz Axiolab (Carl Zeiss,

Germany) e um software para morfologia (Axiovision 3.0.6 SP4, Carl Zeiss).

Analise dos dados

O teste Student #-test pareado foi usado para comparar os resultados do soleo direito
e esquerdo dos mesmos animais de cada grupo. As possiveis diferengas entre os grupos
foram determinadas pelo teste ANOVA 4 X 2 (group X test) Post-hoc e Teste Duncan, com

o nivel de significancia de 5% (P < 0.05).
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Resultados

Peso Corporal

A imobilizacdo durante quatro semanas nao causou perda de peso corporal
significativa quando comparado com o peso inicial nos grupos Imob (267+33g vs 278+34g,
respectivamente), Imob+Al3 (265+13g vs 282+17g, respectivamente) e Imob+AlID
(263+21g vs 290+£33g, respectivamente). Quando comparado os trés grupos imobilizados
com o grupo controle que ganhou 19+9% de peso (367+16 vs 309+13, respectivamente;
p<0.01) a imobiliza¢ao impediu um ganho significativo de peso corporal (P<0.01).

Apos trés semanas sem a imobilizacdo o grupo Imob ganhou 22+12% de peso
corporal comparado com o peso corporal apds imobilizacdo (323+49g vs 267+33g,
respectivamente; p<0.01). Assim como, o grupo Imob+AID ganhou 36+3% (327+13g vs
241+10g respectivamente; p<0.01) o grupo Imob+Al3 ganhou 24+5% no peso corporal
(320+£20g vs 259+21g, respectivamente; p<0.01). No entanto, quando comparado as
diferengas percentuais dos grupos entre si, apenas o grupo Imob+Al7 foi diferente do

controle (421+27g vs 367+16 g), ganhando maior peso corporal no periodo (p<0.01).

Peso e Comprimento Muscular

Ap0s trés semanas livres na gaiola os musculos séleos do grupo Imob apresentaram
perda de peso de 10+3,5% quando comparados com os sdleos contralaterais, no entanto,
ndo foi significativa (0,17+0,02 vs 0,19+0,01, respectivamente; Figura 3A). O grupo
Imob+AI3 recuperou o peso muscular quando comparado com o soleo direito contralateral
(0,18+0,02 vs 0,17+0,01, respectivamente). No entanto, um aumento de 13,1+2,8% no peso

muscular foi encontrado nos séleos esquerdos do grupo Imob+AID quando comparado com
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o soleo direito contralateral (0,21+0,02 vs 0,1840,03, respectivamente; p<0.01; Figura 3A).
Quando comparado o peso muscular dos grupos entre si o grupo Imob+AlD (ganho de
13+3%) foi diferente (p<0.01) do grupo Imob (perda de 10£3,5%) e Cont que ndo
apresentou alteragdes significativas (0,2+0,02 vs 0,2+0,02, respectivamente, p>0,05)

O comprimento do musculo s6leo esquerdo do grupo Imob, ndo foi diferente do
musculo contralateral (18+2,3mm vs 19,3+2,8mm respectivamente, p>0,05; Figura 3B).
Assim como, o musculo séleo esquerdo do grupo Imob+Al7 recuperou o comprimento
quando comparado com os séleos direitos contralaterais (20+1,lmm vs 21,5+0,8mm,
respectivamente; p>0,05). Por outro lado, o grupo Imob+Al3 apresentou ganho no
comprimento do musculo soleo esquerdo quando comparado com o soéleo direito
contralateral (24+1,6mm vs 21,4+1,5mm respectivamente, p<0.01; Figura 3B). Quando
comparado os grupos entre si 0o grupo Imob+Al3 que ganhou 12+3% no comprimento dos
musculos soleos foi estatisticamente diferente (p<<0.01) do grupo Imob (18+2,3mm vs
19,342,8mm respectivamente; p>0,05) e Cont (22+1 vs 22+1, respectivamente; p>0,05)

que ndo apresentaram alteragdes significativas (Figura 3B).

Area das Fibras Musculares

Os grupos Imob e Imob+Al3 recuperaram a area de seccao transversa das fibras dos
musculos soleos esquerdos quando comparados com os soleos direitos contralaterais
(21724583 pm® vs 2184+543um’, p>0.05 ¢ 23344989 pum® vs 23234814 pm?, p>0,05
respectivamente) (Figura 3C). Por outro lado, o séleo esquerdo do grupo Imob+Al7
apresentou um aumento de 10+3,1% (p<0.05) quando comparado com o so6leo direito
contralateral (2345+832 um® vs 2118+824 um’, p<0,01; respectivamente; Figura 3C). Ao

comparar os grupos entre si, apenas o grupo Imob+Al7, que apresentou aumento na area,
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foi estatisticamente (p<0.05) diferente dos grupos Imob e controle (3724+984 vs 3718+894,
p>0,05) que ndo apresentaram mudancas significativas entre os séleos direito e esquerdo

(Figura 3C).

Nimero e Comprimento dos Sarcomeros

O grupo Imob apo6s trés semanas da retirada da imobilizagdo recuperou o niimero de
sarcomeros em série das fibras dos musculos séleos esquerdos comparados com os séleos
contralaterais (132417 vs 137+13, respectivamente; Figura 4B). No grupo Imob+Al3 o
nimero de sarcomeros em série do séleo esquerdo aumentou quando comparado com o
soleo direito contralateral (15512 vs 138+15, respectivamente; P<0.01). O grupo
Imob+Al7 também aumentou 7,9+3,9% do numero de sarcomeros em série quando
comparado com o soleo direito contralateral (143+13 vs 134+12, respectivamente; P<0.05)
(Figura 4A). Ao comparar as diferengas relativas dos grupos entre si apenas o grupo
Imob+Al3 que aumentou 13+5,6% no nimero de sarcomeros em série foi diferente do
grupo Imob e do controle que ndo apresentaram alteragcdes significativas quando
comparado o soleos esquerdo com o direito (132+17 vs 137£13, p>0.05 e 145+7 vs
149+18, respectivamente; P>0.05).

Os musculos séleos imobilizados e submetidos ao alongamento 3 vezes por semana
apresentaram uma diminui¢d0 no comprimento dos sarcomeros de 10,5+3% quando
comparado com os soleos direitos contralaterais (2,0+0,2 vs 2,24+0,3 respectivamente;
P<0.01), assim como, o grupo alongado 7 vezes por semana diminui 6,3+1,4% dos
comprimentos dos sarcomeros quando comparado com os séleos direitos contralaterais

(2,1£0,2 vs 2,2+0,3 respectivamente; P<0.05).
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O grupo Imob ndo apresentou alteracdo no comprimento dos sarcomeros quando
comparado o soOleo esquerdo com o direito contralateral (2,2£0,2 vs 2,240,2
respectivamente; Figura 4B). Quando comparado os grupos entre si apenas o grupo
Imob+Al3, que perdeu 10,5+5% do comprimento dos sarcomeros, foi diferente do grupo
Imob e do controle que ndo apresentaram diferencas significativas entre os soleos
esquerdos e os contralaterais (2,040,2 vs 2,0+£0,1 respectivamente; P>0.05).

Quando aplicado o teste de correlagdao entre o numero de sarcomeros em série € 0
comprimento dos sarcomeros de todos os grupos observou-se uma alta correlagdo com

=0,97 (p<0.05, Figura 4C)
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Discussao

O resultado mais interessante deste estudo foi que o alongamento passivo
intermitente realizado de forma manual no musculo esquelético encurtado pos-
imobilizacdo, técnica comumente usada na fisioterapia, causou hipertrofia das fibras
musculares. Foi também interessante observar que as adaptagdes do nimero de sarcomeros
e da area da fibra ocorreram de formas diferentes, as quais foram moduladas pela
freqliéncia do estimulo onde, o alongamento didrio e trés vezes por semana causou aumento
do numero de sarcomeros em série enquanto que apenas o alongamento didrio induziu um

aumento da area das fibras musculares.

Nimero e comprimento dos sarcomeros

O presente estudo mostrou que 3 semanas livres na gaiola, apds a remocao da
imobilizagdo, foram suficientes para que os musculos encurtados recuperassem o nimero
de sarcomeros em série. Embora, este efeito benéfico da marcha sobre a recuperagdo do
nimero de sarcomeros em série em musculos de roedores ja tenha sido descrito hd quase
trés décadas atras por Godspink,’* apenas recentemente foi mostrado que essa recuperagdo
¢ assegurado pelo angulo de dorsoflexdo do tornozelo, durante a fase de apoio da marcha,
que apresenta um angulo médio de 45°, colocando o musculo s6leo em méaxima tensdo de
alongamento.”® Isto assegura que o musculo funcione num 6timo comprimento em relagio
ao angulo articular.**”” No entanto, ndo poderiamos inferir tais efeitos em musculos de
humanos.

O alongamento passivo realizado diariamente e 3 vezes por semana, durante 10
minutos intermitente, causou aumento do niumero de sarcomeros em série, 0 que mostra que

o alongamento realizado manualmente de forma intermitente gera um estimulo capaz de

66



ativar os mecanismos hipertroficos,”’ induzindo a sintese de novos sarcémeros, como ja
visto em outros trabalhos que usaram o alongamento passivo mantido.”®**

Neste estudo ficou claro o efeito hipertrofico do alongamento através da adicao de
sarcomeros ao longo das fibras encurtadas, no entanto, um resultado interessante foi que o
alongamento realizado 3 vezes por semana foi tdo eficaz quanto o alongamento 7 vezes por
semana para aumentar a sintese de novos sarcomeros em série quando comparado com
soleo direito contralateral, assim como, foi mais eficaz quando comparado com o controle.
Esses resultados indicam que o alongamento 3 vezes por semana foi melhor que o
alongamento didrio para estimular em maior proporcdo os mecanismos celulares e
moleculares envolvidos na sintese de novos sarcomeros ao longo da fibra encurtada.

Um estudo interessante realizado por Ikeda et al' para avaliar o efeito hipertréfico
do alongamento mostrou que 2 horas de alongamentos repetidos em musculos séleos de
ratos causou um aumento de 12% da expressao do gene c-fos, considerado o disparo inicial
para a hipertrofia e apds 4 horas de alongamento nenhum aumento foi encontrado quando
comparado com o controle. O autor concluiu que o menor tempo foi mais eficaz para
estimular a expressdo desse gene. Embora no nosso estudo ndo tenha sido avaliada a
expressao desses genes podemos sugerir que nao ha uma relagao direta entre freqiiéncia de
estimulo e a expressdo de genes ligados a hipertrofia. Assim, nossos resultados mostram
que a menor freqliéncia de alongamento (3xsem) foi melhor que a freqiiéncia maior
(7xsem) para estimular a sintese de novos sarcomeros.

Além do nimero de sarcomeros, um outro importante componente na adaptagao
muscular ao estimulo do alongamento ¢ o comprimento desses sarcomeros. Esse
comprimento de linha Z a linha Z representa uma importante varidvel anatomica que

influencia a tensdo maxima desenvolvida durante contragdo muscular e pode ser alterado
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tanto pela imobilizacio quanto pelo alongamento.” O presente estudo suporta essa
afirmagdo, visto que, o comprimento dos sarcomeros diminuiu em ambos 0s grupos
alongados 7 e 3 vezes por semana. A diminui¢do do comprimento dos sarcomeros nos
musculos alongados foi associado com o aumento do nimero de sarcomeros em série 0s
quais envolvem um ajuste no comprimento dos sarcomeros para que o musculo desenvolva
uma Otima tensdo>®’. Assim tais adapta¢des permitem que o mésculo produza uma otima

forca no novo comprimento do musculo alongado.*®’

Area de seccio transversa
Assim como, houve a recuperagdo do numero de sarcomeros a area das fibras
musculares foi recuperada apos 3 semanas livres na gaiola. Achados similares também

23,40,41 a4 x L A it
34041 que atribuiram a recuperagdo da area a ativagio

foram encontrados em outros estudos
da sintese protéica causada pela forca de tensdao no musculo séleo durante a atividade na
gaiola. Embora, esse efeito benéfico da remobilizagdo livre ocorra na maioria dos estudos
com animais, um estudo realizado por Shaffer et al. mostrou que apenas o mecanismo da
marcha ndo ¢ capaz de recupera o comprimento e o trofismo de musculos encurtados pds-
. J ~ 42
imobiliza¢do em humanos.

Uma interessante observagdo ¢ que o alongamento passivo manual 3 vezes por

1443 =~ )
** ndo teve nenhum efeito

semana, comumente usado nos programas de reabilitagdo
adicional a atividade livre na gaiola. Por outro lado, o alongamento passivo manual 7 vezes
por semana aumentou a area de secgdo transversa em cerca de 10% em relagdo ao sdleo
contralateral. Esses resultados nos mostram que o aumento da area das fibras musculares

foi dependente da freqliéncia, ou seja, 10 min de alongamento intermitente manual

realizado diariamente foram mais efetivos para estimular os mecanismos musculares

68



. : 44 -
hipertroficos que 3 vezes por semana. Segundo Glass™ essa hipertrofia ocorre como
resultados da adicdo de filamentos contrateis na miofibrila, aumentando ndo s6 a AST, mas
em grandes proporg¢des a for¢a muscular. Esse efeito hipertrofico do alongamento muscular

13,14,19,45

¢ bem descrito na literatura, no entanto, nenhum destes estudos analisou o efeito

hipertréfico do alongamento passivo intermitente, realizado manualmente, considerando
parametros de duracio e freqiiéncia comumente usados na reabilitagdo.***

Porque o aumento da area de ST foi modulado por uma freqiiéncia maior de
alongamento pouco se sabe.*® Acredita-se que as integrinas (mecanossensores) que ligam a

- : 46,4
matriz extracelular ao citoesqueleto®®*’

possam funcionar como transdutores do sinal
mecanico do alongamento, regulando a expressdo génica de células musculares e que elas
devam ser ativadas de acordo com a freqiiéncia do estimulo.”® Os nossos resultados
mostram que o alongamento passivo didrio causou melhor resposta na AST, isto podera ser
um indicativo que os mecanossensores sdo mais ativados durante freqiiéncias maiores de
alongamento passivo manual. Desta forma, justificaria o fato de 10 min de alongamento
manual intermitente, 7 vezes por semana, ser melhor para aumentar area de secgdo
transversa de musculos encurtados.

O estudo realizado por Ikeda,” ja descrito, também mostrou que o alongamento
passivo durante 4 horas foi mais eficaz que 2 horas para estimular a expressdo da
miogenina, considerada um fator de transcricdo miogénico da hipertrofia. O autor conclui
que uma duracdo maior do alongamento passivo € necessaria para ativar esses fatores
miogénicos. Com base neste estudo poderiamos inferir que tal efeito podera ocorrer em

relacdo a freqiiéncia de alongamento, o que também justificaria o alongamento 7 vezes ser

mais eficaz que trés vezes para induzir a hipertrofia radial.
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Ja ¢ bem descrito na literatura que o alongamento muscular regula de forma
diferente o nimero de sarcodmeros em série ¢ a arca de seccdo transversa das fibras.
Segundo Koh and Tidball’” uma das possiveis vias moduladoras da adi¢do de sarcomeros é
a via do oxido nitrico (NO) derivado da isoforma neuronal do o6xido nitrico (nNOS),
enquanto que a via da PI3K/AKT* (uma serina-teonina kinase) estd envolvida na regulacao
da hipertrofia e ambas sdo ativadas pelo alongamento estatico.®” No entanto, qual a
freqliéncia e duracdo de estimulo necessario para ativar essas vias em maior ou menor
propor¢ao ainda ndo se sabe. Contudo, podemos sugerir que neste estudo o alongamento 7 e
3 vezes por semana influenciaram a via de adi¢cdo de sarcomeros em série, embora o
alongamento 3 vezes por semana tenha sido mais vantajoso. Por outro lado, o alongamento

7 vezes por semana parece ter influenciado a via da hipertrofia radial das fibras musculares.

Peso e comprimento muscular

Os musculos soleos do grupo imobilizado e livre na gaiola recuperam o peso e o
comprimento muscular apds 3 semanas livre na gaiola. Esses resultados mostram que a
descarga de peso corporal na articulagao do tornozelo, durante a marcha, foi suficiente para
estimular a sintese protéica do musculo soleo, conforme ja identificado em diversos
estudos. 4%
Neste estudo o alongamento 7 vezes por semana causou aumento no peso muscular
e como ja descrito causou também um aumento da area de secgdo transversa das fibras
musculares. Isso mostra que o peso do musculo apresenta uma relagdo direta com a area de
sec¢ao transversa.*®

Alguns estudos mostraram mostram que o aumento do comprimento da fibra

muscular estd associado com o aumento do nimero de sarcomeros ao longo da fibra
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muscular.'®*® Isto suporta nossos resultados que mostram que o alongamento causou
aumento no comprimento muscular € no nimero de sarcomeros em série, mostrando uma
relacdo entre o comprimento € o nimero de sarcomeros.

O fato do nimero de sarcomeros ter aumentado 13,5% e 7,9% nos musculos
alongados 3 e 7 vezes por semana respectivamente € o comprimento muscular ter
aumentado estatisticamente apenas nos musculos alongados 3 vezes por semana poderia ser
explicado pelo fato que o ganho percentual de 7,9 % no numero de sarcomeros em série nos
musculos alongados 7 vezes por semana ndo foi suficiente para refletir no comprimento da
fibra muscular. No entanto os musculos alongados 3 vezes por semana tiveram um aumento
de 13,5%, ou seja, quase 50% mais que o alongamento 7 vezes por semana o que
influenciou no comprimento muscular.

O presente estudo mostrou que o alongamento passivo intermitente de curta duragao
durante 3 semanas em musculos previamente imobilizados influenciou positivamente tanto
na sintese de novos sarcomeros em série quanto em paralelo. O alongamento manual, de 10
minutos intermitentes, 3 vezes por semana foi suficiente para aumentar o nimero de
sarcomeros ao longo da fibra. No entanto, nossos achados ndo indicaram a necessidade de
alongamento 7 vezes por semana para aumentar o comprimento muscular. Por outro lado o
alongamento passivo 7 vezes por semana foi necessario para causar aumento radial da fibra
muscular. Desta forma, se estudos como estes tiverem uma aplicagdo clinica, o
alongamento intermitente 3 vezes por semana poderda ser aplicado para aumentar o
comprimento muscular e o alongamento intermitente diario podera ser indicado para
aumentar o trofismo muscular em pacientes com fraquezas musculares. Desta forma, mais

estudos considerando estas condi¢des de alongamentos deve ser feitos.
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Conclusiao

Dez minutos de alongamento intermitente realizado diariamente e trés vezes por
semana, em musculos encurtados, induziram a hipertrofia muscular. O estimulo mecanico
decorrente do alongamento passivo de curta duragdo em ambas as freqiiéncias semanais
aumentou a sintese de novos sarcomeros ao longo da fibra, enquanto que, apenas o
alongamento diario aumentou a 4rea de sec¢do transversa. O alongamento passivo
intermitente mostrou uma efetividade no aumento do trofismo radial e longitudinal em

musculos encurtados pos imobilizacao.
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LEGENDAS

FIGURA 1: Protocolo de imobilizacdo com malha de ago. A: parte superior de malha de
coton flexivel fixada as partes inferiores de malha de aco; B: a imobilizagdo ajustada ao
corpo e articulagcdo do tornozelo esquerdo do animal através de fita adesiva com o tornozelo
imobilizado em méxima flexdo plantar; C: detalhes da articulagdo do tornozelo esquerda
imobilizada em flexdo plantar maxima com fita adesiva; D: detalhe da articulagdo do
tornozelo imobilizada com a malha de a¢o. Para maiores detalhes ver Coutinho, Gomes,

Francga and Salvini, 2003.

FIGURA 2: Alongamento passivo manual do musculo séleo realizado através da flexao

maxima da articulag@o tibiotarsica.

FIGURA. 3. A: Peso muscular; B: Comprimento dos musculos soleos ao final de sete
semanas; C: Area de sec¢do transversa das fibras dos musculos séleos. Imob= musculo
soleo encurtado e livre 21 dias, Imob+Al3= musculo soleo encurtado e alongado trés vezes
por semana, Imob+AlID= musculo soleo encurtado e alongado diariamente, Cont= Grupo
Controle. * p<0,01 comparado com o musculo séleo direito contralateral; + p<0,01

comparado com o grupo Imob e o Cont. Os valores sao em média + desvio padrao.
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FIGURA 4. A: Numero de sarcomeros em série do musculo séleo. B: Comprimento dos
sarcomeros do musculo soleos; C: Correlagdo entre o nimero € o comprimento dos
sarcomeros em série ao final de sete semanas (r= 0.97). Imob= musculo séleo encurtado e
livre 21 dias, Imob+Al3= musculo soleo encurtado e alongado trés vezes por semana,
Imob+AID= musculo soleo encurtado e alongado diariamente, Cont= Grupo Controle.
*p<0,01 comparado com o musculo soleo direito contralateral; f p<0,01 comparado com o

grupo Imob e o Cont. Os valores sdo em média + desvio padrao.
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6- MANUSCRITO 3
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1.

RESUMO

Coutinho, E. L., C. DeLuca, B. C. Vidal, T. F. Salvini. Adaptacdo do musculo séleo
de ratos durante 3 semanas de alongamento passivo intermitente: Analise
morfoldgica da fibra muscular e da organizacdo macromolecular do coldgeno. Med.
Sci. Sports Exerc. Objetivo: Avaliar a influéncia de um programa de 3 semanas de
alongamento passivo intermitente no musculo soleo, em duas freqiiéncias semanais,
no peso e comprimento muscular, nimero de sarcomeros em série, area de sec¢ado
transversa e organizacdo macromolecular do colageno. Métodos: Dezoito ratos
foram divididos em 3 grupos: 1) o musculo soleos foi alongado por 60s com 10
repeticoes e 30 s de relaxamento entre cada alongamento, 3 vezes semana durante 3
semanas (Al3); 2) os soleos foram alongados 7 vezes por semana (Al7); 3) controle
(cont). Apds 3 semanas os séleos foram retirados e pesados. A metade do musculo
foi usada para a avaliacdo da area da fibra e do retardo Optico da birrefringéncia e a
outra para a avaliagdo do numero ¢ do comprimento dos sarcomeros em série.
Resultados: O alongamento 3 e 7 vezes por semana causou aumento no peso
muscular (7,842,7% e 16,7£2,7+%, respectivamente; p<0,05) e foram diferentes
entre si (P<0.05) e causou aumento no comprimento muscular (10,14+3,0% e
7,0£2,7%, respectivamente; p<0,05) e também foram diferentes entre si (P<0.05).
Os grupos Al3 e Al7 aumentaram o numero de sarcomeros em série (10,0+3,0% e
6,0+2,1%, respectivamente; p<0,05), no entanto apenas o grupo Al3 foi diferente do
Controle (p<0,05). Por outro lado, apenas o grupo Al7 aumentou a area de sec¢do
transversa (11,5+1,8% P<0.01) e o retardo Optico das birrefringéncias (9,8+2,1%,

P<0.01). Conclusdo: Trés semanas de alongamento passivo intermitente induziu
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hipertrofia em musculos s6leos saudaveis. No entanto, o alongamento 3 vezes por
semana causou maior influencia na adi¢do de sarcomeros em série enquanto que, o
alongamento 7 vezes por semana induziu a maior hipertrofia radial das fibras
musculares e organizagdo macromolecular das fibras de colageno. Caso este estudo
tenha uma aplicacdo pratica, o alongamento intermitente, de curta duragdo, podera
ser usado em programas de condicionamento fisico e reabilitagdo para ganho de
flexibilidade e trofismo muscular. Palavras Chaves: Alongamento Manual
Hipertrofia, Alongamento intermitente, Musculo Soleo, Organizagao do Coléageno,

Flexibilidade.
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INTRODUCAO

2. Flexibilidade ¢ um importante componente dos programas de condicionamento
fisico, sendo solicitada como coadjuvante para treinamento de forca e poténcia
muscular (32). Investiga¢des clinicas e basicas tém proposto que musculos ndo
submetidos a alongamentos periddicos irdo desenvolver encurtamentos musculares
¢ diminuigdo da flexibilidade e for¢a, causando desequilibrio articular e perda do
alinhamento postural, o que levaria a lesdes e disfungdes articulares (29). Esse
encurtamento muscular pode resultar dos efeitos combinados da perda de
sarcomeros em série e desorganizagdo do tecido conjuntivo intramuscular (TCI)
(19,42).

3. O TCI ¢é constituido predominantemente de fibras de coldgeno e garante ndo apenas
uma organizagao dentro dos fasciculos e fibras, mas contribui importantemente para
a transmissao de for¢a de tensdo durante contracao e alongamento muscular (19,26).
As dimensodes e organizagdo do TCI irdo influenciar na habilidade do musculo
alongar-se e liberar energia (29) durante os movimentos, reduzindo a média de
energia necessaria durante a marcha ou a corrida (6)

4. O alongamento muscular ¢ considerado um excelente estimulo para induzir a adigao
de sarcomeros em série (14), o arranjo das fibras de colageno (20,40,42) e a
hipertrofia radial das fibras musculares (5,4). E usado efetivamente para aumentar a
amplitude de movimento (ADM) em atletas e pacientes em programas de

condicionamento fisico e reabilitagdo (26,31,25).
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5. Estudos realizados previamente mostraram que o alongamento passivo mantido por
40 min uma e trés vezes por semana durante quatro semanas em musculos séleo
normais de ratos induziu a sintese de novos sarcomeros em série € o aumento da
area de sec¢do transversa das fibras musculares (8,16). Estudos importantes também
descreveram o efeito do exercicio de alongamento passivo mantido na hipertrofia
(4,9,13,18) e na sintese e organizacdao de colageno intramuscular (20). No entanto,
existem poucos trabalhos (18,33) que avaliem o efeito do alongamento passivo
intermitente, na hipertrofia muscular e na organizacao macromolecular do colageno,
usando tempo curto de alongamento, comumente usado em programas de
condicionamento fisico e reabilitacdo.

6. O tempo de alongamento suficiente para aumentar da ADM de individuos normais
varie entre 10 e 60 seg (7,10), no entanto, alguns trabalhos mostram que apenas
alongamentos passivos continuos por periodo relativamente longos produzem
hipertrofia (1,3,4,14). Se o alongamento passivo intermitente por um tempo
relativamente curto induz o crescimento muscular ele devera ter muitos beneficios
para os programas de condicionamento fisico e reabilitagdo.

7. A proposta deste estudo foi investigar a influencia de trés semanas de alongamento
muscular intermitente realizado manualmente com 10 repeticoes de 60 s de
alongamento, ¢ 30 s de relaxamento entre cada alongamento, 3 e 7 vezes por
semana, na sarcomerogénese, na area de sec¢do transversa das fibras musculares e
na organiza¢do macromolecular do colageno do tecido conjuntivo intramuscular de

musculos soleos saudaveis de ratos.
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MATERIAL E METODO

Animais e grupos

1.

Foram usados 18 ratos com 18 semanas de idade, pesando 356+11g. Os animais
foram mantidos em gaiolas plasticas, em condi¢des ambientais controladas com
23+2°C e ciclo claro/escuro de 12 horas. Os ratos foram anestesiados com inje¢ao
intraperitoneal de xylazina (12 mg/kg) e ketamina (95 mg/kg) para aplicagdo do
alongamento e durante cirurgia para remog¢ao dos musculos. Apds o experimento 0s
animais foram eutanaziados com overdose de anestésico. O estudo foi aprovado
pelo Comité Etico para Animais e Experimentos da Universidade, que foi
desenvolvido do acordo com a declaracdo de Helsinki.

Os animais foram divididos aleatoriamente em 3 grupos de 6 animais cada:
Alongamento 3 vezes por semana (Al3): Os musculos s6leos esquerdos foram
submetidos a 10 repeti¢cdes de alongamentos de 60 s com 30 s de relaxamento, trés
vezes por semana ao longo de trés semanas.

Alongamento 7 vezes por semana (Al7): Os musculos soleos esquerdos foram
submetidos a 10 repeticdes de alongamentos de 60 s com 30 s de relaxamento, sete
vezes por semana ao longo de trés semanas.

Controle (Cont) — Os animais foram mantidos livres na gaiola durante 7 semanas.

Protocolo de alongamento muscular passivo intermitente

3. Para se efetuar a técnica de alongamento no musculo sdleo, os animais foram

previamente anestesiados. Foram realizadas 10 sessdes de alongamento passivo

manual, por um periodo de 60 s intercalados com 30 s de relaxamento, onde a
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articulacdo tibiotarsica foi mantida em dorso flexdo maéxima, para alongamento
maximo do musculo séleo. O protocolo foi aplicado 3 e 7 vezes por semana durante
as 3 primeiras semanas apo6s a retirada da imobilizagdo. Este método de

alongamento passivo manual foi previamente usado por Ikeda et al. (18).

Morfologia e medidas dos sarcomeros

4. Apos sete semanas do inicio do experimento todos os animais foram anestesiados e
pesados e ambos os musculos séleos direito e esquerdo foram cuidadosamente
dissecados. Subseqiientemente os tenddes foram presos com o musculo em posigao
de repouso, o qual foi definido como Ly, como previamente descrito por Ansved (2)
e o comprimento muscular foi determinado. Cada musculo soleo foi entdo dividido
longitudinalmente em duas partes: a por¢do medial foi usada para histologia
enquanto que a por¢ao lateral foi usada para as medidas dos sarcomeros.

5. O numero e comprimento dos sarcomeros ao longo de uma unica fibra muscular
foram determinados pelo método de Williams and Goldspink (41) O musculo foi
fixado em posi¢ao de repouso (comprimento Lg) em 2,5% de glutaraldeido por 3 h e
entdo removido, colocado em HNO; (30%) por dois dias e estocado em glicerol
(50%). Apds este periodo cinco fibras individuais foram isoladas de tenddo-a-tendao
de cada musculo s6leo e montadas e o seu comprimento medido usando um
paquimetro. O nimero € o comprimento dos sarcomeros ao longo de 300 pm foram
quantificados em diferentes pontos de cada fibra usando um microscopio de
projecdo (Axiolab, Carl Zeiss, Germany). Considerando algumas pesquisas
conflitantes sobre o comprimento dos sarcomeros ao longo da fibra muscular,

particularmente no final da fibra alongada (36,41) no presente estudo nos
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assumimos que o comprimento do sarcomero ¢ homogéneo ao longo de todo
comprimento da fibra muscular.

6. Para histologia o musculo foi imediatamente congelado em isopentano, resfriado em
nitrogénio liquido, e estocado em freezer a -80°C (Forma Scientific Inc., Marietta,
Oh,USA). Os cortes transvesos foram estdo obtidos do ventre muscular usando
criostato (icrom HE 505, Germany) e os cortes histologicos foram corados com
Azul de Toluidina/1% borax para a avaliagdo morfologica das medidas das areas

das fibras musculares, como descrita previamente (30).

Analise das areas das fibras musculares

7. As areas de seccgOes transversas de 100 fibras musculares foram aleatoriamente
escolhidas da regido central de cada seccdo transversa de cada musculo soleo e
foram medidas usando um microcépio de luz Axiolab (Carl Zeiss, Germany) e um

software para morfologia (Axiovision 3.0.6 SP4, Carl Zeiss).

Medidas de birrefringéncia

8. A andlise dos feixes de coldgeno do tecido conjuntivo dos musculos séleos foi
realizada utilizando uma de suas propriedades anisotropicas Opticas: a
birrefringéncia total (birrefringéncia textural + birrefringéncia intrinseca). Essa
analise foi realizada através da microscopia de polarizagdo. A birrefringéncia total
do tecido conjuntivo do musculo soleo (endomisio e perimisio) foi medida através
do retardo Optico que representa o estado de agregagcdo molecular do coldgeno (40).

9. As medidas de birrefringéncia foram realizadas através da determinacao de valores

de Retardos Opticos (ROs) que sdo a soma das birrefringéncias intrinseca e textural
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dos feixes de colageno, quando os cortes sdo embebidos em agua. Para a efetivagao
da andlise de birrefringéncia total das fibras de coldgeno as laminas histologicas
foram imersas por 30 minutos em agua destilada, cujo indice de refracdo ¢ n = 1,333
(38). Apos o periodo de imersdo, as laminas foram cobertas por laminulas, contendo
agua destilada nas interfaces.

10. As medidas dos retardos Opticos ROs foram obtidas através da microscopia de luz
polarizada no microscopio Zeiss, com uma objetiva 10x, luz monocromatica com A
(546 nm) e compensador de Sénarmont 1/4 A.

11. E conhecido que a 45°, em relagdo aos polarizadores, as fibras de colageno exibem
o maior brilho de birrefringéncia e conseqlientemente um alto valor de RO, isso
ocorre devido a maioria das fibras de coldgeno se orientam no eixo longo das fibras
musculares. Assim, as medidas dos ROs foram feitas orientando-se as fibras a 45°
(Figura 1).

12. Foram realizadas 100 medidas de OR para cada musculo dos grupos estudados com
o eixo orientado a 45° do polarizador (maxima birrefringéncia). As medidas foram
feitas em diferentes pontos do endomisio e perimisio do musculo séleo direito e

esquerdo, totalizando 1200 medidas para cada um dos cinco grupos estudados.

Fotodocumetacio
13. Fotomicrografias foram obtidas com microscopio Axioplan 2  Zeiss
(Oberkhdchery/Minich, Germany) equipado com objetivas Neiofluar, fator 2

optovar, um condensador 1.4 e um filme Kodak Gold ISSO 100.
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Analise Estatistica

14. O teste Student ¢-test pareado foi usado para comparar os dados do soleo direito e
esquerdo dos mesmos animais de cada grupo. As possiveis diferencas entre os
grupos foram determinadas pelo teste ANOVA (Post Hoc e Tukey), com o nivel de

significancia de 5% (P < 0.05).
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RESULTADOS

Peso corporal e muscular

15. Ap6s trés semanas de alongamento passivo manual os animais ndo
apresentaram diferenca significativa no peso corporal, no entanto, o grupo
controle apresentou aumento significativo de 15+8,8% (P<0.01) ao final das 3
semanas (Tabela 1). Quando comparado o peso corporal dos grupos entre si,
ambos os grupos alongados foram estatisticamente (P<0.01) maiores que o
grupo controle.

16. O peso dos musculos alongados 7 vezes por semana aumentou 16,7+4,5%
(P<0.05) enquanto que, os musculos alongados 3 vezes por semana nao
apresentaram diferenga significativa quando comparado com os so6leos direitos
contralaterais. Apenas o grupo Al7 foi estatisticamente (P<0.05) maior que o

grupo controle (Tabela 1).

Comprimento muscular

17. O comprimento dos musculos soleos alongados 3 e 7 vezes por semana aumentou
10,145,6% e 7,0£2,7% (P<0.05), respectivamente. Quando comparado os grupos
entre si, o grupo Al3 foi estatisticamente diferente do grupo Al7 e do grupo controle

(Tabela 1).

Analise Morfologica

Nimero e comprimento dos sarcomeros em série
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18. O musculo sdleo esquerdo do grupo Al3 aumentou 10,0+3,0% no nimero de
sarcomeros em série quando comparado o s6leo direito contralateral (154424 vs
140+14; respectivamente; P<0.01). O alongamento 7 vezes por semana
aumentou 6,0+2,1% no numero de sarcomeros em série do séleo esquerdo
quando comparado com o sdleo direito contralateral (159+9 vs 150+13;
respectivamente; P<0.01). Quando comparado as diferengas relativas dos
grupos entre si, o grupo Al3 foi estatisticamente diferente do grupo AL7 e
controle (10£3% vs 2,7+1,2%, respectivamente; P<0.01; Figura 1),
apresentando maior nimero de sarcomeros em série ao final das trés semanas de
alongamento intermitente.

19. Por outro lado, o comprimento dos sarcomeros no grupo alongado 3 vezes por
semana diminuiu 15,343,6% quando comparado com o soleo direito
contralateral (1,8+0,1 vs 2,1£0,2um respectivamente, p<0,01; Figura 2), assim
como no grupo alongado 7 vezes por semana diminuiu 5,5+1,4% quando
comparado com o soleo contralateral (2,1+£0,2um vs 2,0+0,3um;
respectivamente; P<0.01; Figura 2). Ambos foram diferentes do controle

(P<0.01).

Area de secciio transversa dos misculos soleos (AST)

20. As alteracdes na area de seccdo transversa das fibras musculares estdo descritas na
Figura 2. Os musculos soleos esquerdos do grupo Al3 ndo apresentaram diferenca
significativa quando comparado com o soleo direito contralateral (2395 +857 vs

2470 + 849, respectivamente), no entanto, os musculos soleos esquerdos do grupo
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21.

Al7 aumentaram 11,5+1,8% da AST quando comparado com o so6leo direito
contralateral (26214827 pm® vs 2369 + 642 pm?, respectivamente; P<0.01).

Quando comparado os grupos entre si, o grupo Al7 apresentou uma AST
estatisticamente (P<0,01) maior que grupo Al3 e o controle (2,5+0,5% e

-0,140,03%, respectivamente; P<0.01; Figura 2).

Retardos épticos das birrefringéncias

22. O retardo optico das fibras de colageno do tecido conjuntivo dos musculos soleos

esquerdos do grupo Al7 apresentou um aumento significativo quando comparado
como soOleo direito contralateral (11,9+2,1 vs 9,94+1,6 respectivamente, P<0.01;
Tabela 2). Por outro lado, o grupo Al3 ndo apresentou diferenca significativa entre
os soleos direitos e esquerdos ao final das 3 semanas de alongamento (10,842,2 vs
10,6+3,2; respectivamente; Figura 2). Quando comparado os grupos entre si, apenas
o grupo Al7 foi estatisticamente diferente do grupo Al3 e Cont (3,8+0,9 e

2,7+1,2%, respectivamente; P<0.01; Tabela 2).

Analise morfolégica do tecido conjuntivo intramuscular

23. Os musculos alongados 7 vezes por semana apresentaram maior birrefringéncia

(intensidade de brilho) nos feixes de colageno do TCI tanto no endomisio quanto no
perimisio (Figura 3A) quando comparado com o controle que apresenta um brilho
uniforme e menos intenso (Figura 3B). Por outro lado, a birrefringéncia dos

musculos alongados 3vezes por semana nao foi diferente do controle.
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Comparacio dos dados do misculo contralateral com o controle

24. Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi encontrada entre as medidas
de peso muscular, comprimento muscular, nimero ¢ comprimento dos sarcomeros,
areas das fibras musculares e retardo Optico das birrefringéncias das fibras de
colagenos do musculo direito e do musculo controle. Foi usado para comparar os

grupos o teste Anova (Post-hoc e Tukey) com nivel de significancia P<0.05.
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DISCUSSAO

25.

O presente estudo mostrou que o alongamento passivo intermitente realizado
manualmente em musculos séleos saudaveis causou hipertrofia das fibras
musculares e maior organizacdo do tecido conjuntivo intramuscular. No entanto, os
resultados mostraram que as duas freqiiéncias de alongamentos modularam de
formas diferentes o nimero de sarcomeros, a area da fibra e a organizagao das fibras
de colagenos, onde, o alongamento 3 vezes por semana induziu maior aumento do
nimero de sarcomeros em série enquanto que, o alongamento 7 vezes por semana
causou maior aumento da é&rea das fibras musculares e maior organizagdo

macromolecular do colageno intramuscular.

Nimero e comprimento dos sarcomeros

26.

27.

O alongamento intermitente em ambas as freqiiéncias causou aumento do niimero
de sarcomeros em série, como descrito em outros estudos que usaram alongamento
passivo mantido (1,9,14,15,41).

Foi interessante notar neste estudo que o aumento no nimero de sarcOmeros em
série embora tenha ocorrido em ambos os grupos alongados 3 e 7 vezes por semana,
0 aumento ndo teve uma relacdo direta com o a quantidade de estimulos que eles
receberam. Por exemplo, os musculos alongados 3 vezes por semana aumentaram
10% o numero de sarcomeros enquanto que os musculos alongados sete
apresentaram um aumento de 6% em relacdo ao soleo contralateral (Tabela 1 e
Figura 1). Embora, o alongamento 3 e 7 vezes por semana tenha induzido a sintese

de novos sarcomeros nenhuma diferenca foi encontrada entre ambos alongamentos,
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28.

29.

indicando que 3 vezes por semana foi tdo efetivo quando 7 vezes. No entanto, a
resposta do crescimento longitudinal no musculo s6leo foi mais vigorosa quando
submetido a menor freqliéncia de alongamento (3xsem) comparado com o
alongamento 7 vezes e o controle.

O motivo pelo qual a freqiiéncia de estimulo influencia os mecanismos de sintese de
sarcomeros em série parece estar relacionado com a expressao de genes especificos
da hipertrofia (11,18). Um estudo comparou o efeito hipertréfico do alongamento
intermitente em séleos de rato apos 2 e 4 horas de alongamento e encontrou que
apos 4 horas nenhum efeito hipertrofico foi encontrado quando comparado com o
controle. Por outro lado, 2 horas de alongamentos causou um aumento de 12% da
expressao do gene c-fos, considerado o disparo inicial para a hipertrofia. O autor
concluiu que o menor tempo foi mais eficaz para estimular a expressdo desse gene
(18). Considerando que ndo houve uma relagdo entre a duragdo do estimulo e
hipertrofia, poderemos inferir que também nao ha uma relacdo entre freqiiéncia de
estimulo e sintese de novos sarcomeros em série. Desta forma, nossos achados
também mostraram que a freqiiéncia de alongamento 3 vezes por semana foi melhor
que 7 vezes por semana para estimular a adicdo de sarcomeros ao longo da fibra
muscular quando comparado com o controle. Um estudo clinico também
demonstrou que um menor niumero de repeticdes de alongamento passivo (uma
sessdo) ¢ tdo eficaz quanto alongamentos com maior numero de repeti¢des (trés
sessoes) para aumentar a ADM de jovens atletas (5).

O alongamento passivo intermitente causou também ajuste no comprimento dos
sarcomeros. Esta interpretacdo esta de acordo com os resultados encontrados que

mostram que o comprimento dos sarcomeros diminuiu nos misculos alongados trés
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e sete vezes por semana, indicando que o musculo ajusta o comprimento funcional
dos sarcomeros pela adi¢do de novos sarcomeros (14,23,34). Estes resultados
mostram que a medida que o nimero de sarcOmeros aumenta ocorre uma
diminuigdo adaptativa dos comprimentos até que ele atinja um comprimento

funcional ao novo comprimento muscular (12,23,42)

Area de seccao transversa

30. A adaptagdo da massa muscular ao alongamento passivo tem sido bem explorada

31.

em animais (1,3,18). Segundo Stauber (33) apds 4 semanas de alongamentos
mecanicos rapidos (10 alongamento a cada 13s -10mm/s) sete vezes por semana a
area das fibras do musculo s6leo de ratos aumentou 13% comparado com o soéleo
contralateral. No presente estudo, um aumento parecido de 10% foi também
observado nos musculos submetidos ao alongamento intermitente 7 vezes por
semana de forma lenta. Em contrapartida nenhuma alteragdo foi observada nos
musculos alongados 3 vezes por semana. Este resultado mostra que a hipertrofia
radial das fibras teve uma relacdo direta com a freqiiéncia com que elas foram
alongadas.

Se o aumento da AST ¢ modulado, principalmente, por uma freqiiéncia diaria de
alongamento ainda ndo ¢ conclusivo. No entanto, ¢ bem descrito na literatura que o
alongamento continuo durante semanas em musculos de aves induz a hipertrofia
(3,4,17) assim como, alongamentos por 40 min a cada trés dias e uma vez por
semanas em ratos também causam hipertrofia (8,16). Acredita-se que esse
mecanismo hipertrofico seja a ativado pelas integrinas (proteinas transmembrana) as

quais interagem com o citoesqueleto desencadeando a sintese protéica (24). No
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32.

entanto, a ativagdo desses sinais intramusculares na indugdo de sintese de novos
sarcomeros em paralelo parece ser maior por freqiiéncias diarias de estimulos (27).
Desta forma, justificaria o fato de apenas o alongamento intermitente realizado
diariamente ter causado aumento ma area de sec¢ao transversa dos musculos soleos.
Um experimento interessante em ratos (18) mostrou que quanto maior o tempo de
alongamento passivo intermitente maior a expressdo da miogenina (fator de
transcricdo miogénico da hipertrofia), o estudo conclui que uma duragdo maior do
alongamento passivo € necessaria para ativar esses fatores miogénicos envolvidos
na hipertrofia. Talvez um efeito similar tenha ocorrido na 4rea de seccdo transversa
com a aplica¢do de alongamento intermitente didrio, onde a sintese de sarcomeros

em paralelo foi regulada pela maior freqii€ncia de estimulo.

Peso e comprimento muscular

33.

Como descrito na figura 1, os musculos alongados sete vezes por semana
aumentaram estatisticamente seus pesos, esse aumento do peso € resultado do
crescimento circunferencial. Por outro lado, o aumento do comprimento dos
musculos trés e sete vezes por semana pode ser justificado pelo aumento dos
sarcomeros em série. A relagdo do peso muscular com a AST e o comprimento
muscular com o nimero de sarcomeros também foi encontrada por outros autores

(3,31).

Birrefringéncias das fibras de colageno.

34. A birrefringéncia dos musculos soleos alongados trés vezes por semana nao sofreu

nenhuma alteragdo, por outro lado, o exercicio de alongamento diario foi a melhor
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35.

36.

37.

freqliéncia de estimulo para aumentar a reorganizagao macromolecular do colageno
do TCI quando comparado com o grupo alongado 3 vezes por semana e o controle.
Acredita-se que o estimulo de alongamentos em maiores freqiiéncias cause maior
ajuste das fibras de colagenos, induzindo uma maior orientagdo das moléculas de
tropocolageno (22), o que levaria a um aumento na birrefringéncia (40).

De acordo com estudos experimentais o aumento da birrefringéncia das fibras de
colageno apos exercicio fisico ¢ decorrente do aumento da birrefringéncia textural
que define o estado de agregacdo e orientacdo dos feixes de colageno do tecido
conjuntivo intramuscular (38,39). Isto corresponde a feixes de coldgeno mais
alinhados e com mais condigdes de empacotamento molecular que o controle
(28,40). Assim, de acordo com os nossos resultados o aumento da birrefringéncia
total das fibras de colageno do tecido conjuntivo intramuscular apds o alongamento
sete vezes por semana pode sugerir um aumento da birrefringéncia textural, o que
causaria uma maior reorganiza¢do macromolecular e maior birrefringéncias das
fibras de colagenos.

A morfologia dos musculos alongados 7 vezes por semana mostra variacdes na
birrefringéncia (alteragdo no brilho), onde os feixes de coldgeno do tecido
conjuntivo intramuscular apresentam maior brilho. Segundo alguns estudos o
aumento dessa birrefringéncia ¢ resultado da tensdo aumentada nas fibras de
coldgeno causado pelo exercicio de alongamento (28). Assim, nossos resultados
mostram que o estado de agregacdo das fibras de colageno pode ser influenciado
pela freqiiéncia do alongamento passivo intermitente. Também se pode especular

que o alongamento diario resulte no aumento da remodelacdo do colageno para
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38.

39.

40.

reorganizacao do tecido, causando aumento da rede de colageno da matriz muscular
e provavelmente maior birrefringéncia (20).

Assim como a AST respondeu melhor ao alongamento intermitente didrio os
mecanismos adaptativos no TCI também sofreram maior influencia do alongamento
realizado diariamente. No entanto, quais os mecanismos responsaveis pela resposta
do musculo e do colageno a diferentes freqiiéncias de alongamentos pouco se sabe.
Alguns estudos mostram que o alongamento regula de forma diferente o numero de
sarcomeros em série e a area de seccao transversa das fibras musculares (13,21). A
adi¢do de sarcomeros em série ¢ provavelmente regulada pela via do NO (6xido
nitrico) derivado da isoforma neuronal do 6xido nitrico NOS (21), enquanto que, a
hipertrofia radial ¢ possivelmente regulagdao pela via da PI3K/AKT (uma serina-
teonina kinase) (13) e ambas sdo influenciadas pelo alongamento estatico. No
entanto, podemos sugerir que essas vias sao moduladas por freqliéncias de
alongamentos diferentes, visto que, trés vezes por semana de alongamento
intermitente foi mais eficaz para estimular a sintese de novos sarcomeros enquanto
que, o alongamento intermitente diario induziu o aumento da AST.

O coldgeno também ¢ modulado por via diferente e sua ativacdo pode ser
influenciada pela freqiiéncia de estimulo. A via da MAPK (Proteina Kinase
Ativada-Miogenicamente) ¢ a mais provavel envolvida na sintese de colageno que €
ativada principalmente pelo alongamento (30).

Baseado nestes resultados pode-se concluir que o alongamento intermitente por trés
semanas realizado diariamente em musculos s6leos normais causou hipertrofia e
maior organizagdo do tecido conjuntivo. Por outro lado, o mesmo alongamento

realizado trés vezes por semana nao foi suficiente para alterar organizagao
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macromolecular do colageno do TCI e o trofismo radial muscular, mas induzindo ao
aumento de sarcomeros em série. Assim, podemos inferir que o alongamento
manual intermitente em musculos esqueléticos de ratos regulou a area de secgao
transversa e a organizagdo do tecido conjuntivo por mecanismos similares. Estes
achados mostram a importancia do uso do alongamento passivo intermitente
realizado de forma manual para aumentar o trofismo e o arranjo das fibras de
colageno do tecido conjuntivo. Caso este estudo tenha uma aplicacdo pratica este
tipo de alongamento intermitente poderd ser usado em programas de

condicionamento fisico para ganho de trofismo e forca.

Validade do musculo contralateral

41. A escolha do musculo contralateral como controle foi investigado neste
experimento. Nenhuma varidvel analisada no musculo soleo direito contralateral ao
musculo soéleo esquerdo alongado apresentou diferenca significativa quando
comparada com o grupo controle. Estes resultados mostram a validagao do membro
contralateral como controle. O uso do musculo contralateral como controle tem
algumas vantagens: ele minimiza ndo apenas o nimero de animais necessario, mas
também, o tempo requerido para o cuidado dos animais e para as cirurgias e fornece
equivaléncia da mesma amostra para andlise estatistica (37). No entanto,
procedimentos como a imobilizagd@o articular ndo devem acontecer para quando for
usar o membro contralateral como controle (44). Se mudangas sistémicas ocorrem
durante imobiliza¢do, o musculo contralateral pode confundir a interpretacdo dos
dados. Basecado nestas alteracdes € contestado o uso o membro contralateral como

controle quando o estudo ¢ feito com imobilizacao (36).
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CONCLUSAO

Trés semanas de alongamento passivo intermitente induziu hipertrofia em musculos
soleos sauddveis. No entanto, o alongamento 3 vezes por semana causou maior
influencia na adigdo de sarcoOmeros em série enquanto que o alongamento 7 vezes por
semana induziu a maior hipertrofia radial das fibras musculares e organizacdo
macromolecular das fibras de coldgeno do tecido. Diferentes mecanismos podem
ocorrer para a hipertrofia muscular e organizagdo do tecido conjuntivo causado pelo
alongamento passivo intermitente. Caso este estudo tenha uma aplicacdo pratica este
tipo de alongamento intermitente podera ser usado em programas de condicionamento

fisico e reabilitacdo para ganho de trofismo e forca muscular.
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Listas de Figuras

Figura 1. Efeito do alongamento passivo no niimero (A) e comprimento dos sarcomeros em
série (B). Al3= musculo soleo alongado trés vezes por semana; Al7= musculo séleo
alongado sete vezes por semana Cont= musculo séleo sem nenhum procedimento. * p<0,01

quando comparado com so6leo direito, ¢ p<0,01 quando comparado com o grupo Al7 e

Cont. Valores sao em médias + desvio padrao.

Figura 2. Efeito do alongamento passivo na area de seccdo transversa das fibras musculares
(A) e no retardo Optico da birrefringéncia das fibras de colageno dos musculos soleos (B).
Al3= musculo so6leo alongado trés vezes por semana; Al7= musculo s6leo alongado sete
vezes por semana Cont= musculo soleo sem nenhum procedimento. * p<0,01 quando

comparado com soéleo direito, ¢ p<0,01 quando comparado o grupo Al3 e Cont. Valores sao

em médias * desvio padrao.

Figura 3. Corte histologico do musculo sdleo, sem coloragdo, observado sobre luz
polarizada, posicionado a 45° do polarizador. A (Al7): As fibras de coldgeno do tecido
conjuntivo intramuscular do perimisio (cabeca de seta) apresentam birrefringéncia intensa
(maior brilho) e com fibras mais grossas no endomisio (setas). B (Cont): tecido conjuntivo
intramuscular normal, com brilho uniforme menos intenso no endomisio (seta) e apresenta

feixes de colageno mais grossos no perimiso (cabeca de seta). Barras = 75 um.
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Tabela 1. Peso corporal e peso e comprimento dos musculos séleos.

Peso corporal (g)
Peso inicial Peso final Diferenca relativa (%)
Al3 344 £ 35 335423 22456 ¢
Al7 35621 36022 1,312,1¢
Cont 367£16 4214+27* 15+8,8

Peso muscular (g)

Soleo direito Soleo esquerdo Diferenga relativa (%)
Al3 0,20 + 0,01 0,21 +£0,02 48+14
Al7 0,19 +0,03 0,23 £0,04 t 16,7+ 4,5%
Cont 0,20 £ 0,02 0,20 + 0,02 -1,7+£23

Comprimento muscular (mm)

Soleo direito Soleo esquerdo Diferenga relativa (%)
Al3 20,3+1,4 22,2404 1 10,1£5,64
Al7 21,0+0,5 22,2404 1 7,042,7
Cont 21,0+1,1 21,0+1,1 0+0

Valores sao em médias + desvio padrao

Al3= musculo soleo alongado trés vezes por semana, Al7= musculo s6leo alongado, sete
vezes por semana, Cont= musculo séleo sem nenhum procedimento. * P<0,01 quando
comparado com o peso corporal inicial; T P<0,05 quando comparado com o so6leo direito
contralateral; ¢ P<0,05 quando comparado a direfenca relativa do grupo Cont; & P<0,01
quando comparado a direfenca relativa do grupo AL3 e Cont; & P<0,01 quando

comparado a direfenga relativa do grupo AL7 e Cont.
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Tabela 2: Valores de retardos opticos (ROs) das birrefringéncias das fibras de colageno
do tecido conjuntivo dos musculos soleos. Meio de embebi¢io H20 com Indice de

refragdo 1,333

Grupos Séleo direito Soéleo esquerdo Diferenga relativa (%)
Al3 10,6+3,2 10,8+2,2 3,8+0,9
Al7 9,9+1,6 11,942,1* 9.842,14
Cont 12,542,5 12,942,6 2,7+0,5

Valores sdo em médias * desvio padrdo

Al3= musculo soleo alongado trés vezes por semana; Al7= musculo s6leo alongado
sete vezes por semana; Cont= musculo so6leo sem nenhum procedimento. * p<0,01
quando comparado com o s6leo direito; ¢ p<0,01 quando comparado com o grupo Al7

e Cont.
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7- CONCLUSAO GERAL

O alongamento passivo realizado de forma manual, por curto periodo de tempo, causou

adaptacdes benéficas no tecido muscular e conjuntivo no musculo esquelético de ratos.
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ABSTRACT

This study evaluated the effect of short bouts of stretching in the soleus muscle after
immobilization, through the birefringence of the intramuscular connective tissue (ICT) and
the muscle fiber area. Thirty rats were divided into five groups: 1) the left soleus was
immobilized in the shortened position; 2) after immobilization the animals remained free;
3) after immobilization, the soleus was daily stretched (10 stretches of 60 s with 30 s rest);
4) after immobilization, the soleus was stretched 3 times a week; 5) control. The
immobilization caused lost of birefringence of ICT and of muscle fiber area, while only
daily stretch increased both compared to control (P<0,05). In conclusion, daily short bouts
of stretch after immobilization induced the molecular reorganization of collagen bundles

and the muscle fibers hypertrophy in the rat soleus.
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INTRODUCTION

Although the effect of the stretch in skeletal muscle had been largely investigated,
the mechanical influence of the short time passive stretch, ordinarily used in rehabilitation,
for the recovery of trophism and of the connective tissue of the skeletal muscle after
periods of immobilization, has not been studied in details. On the other hand, the
deleterious consequences of the immobilization, such as loss of serial sarcomeres (1-5),
proliferation of the connective tissue and diminution of the cross-section area of muscle
fibers (1,12) have been largely studied, due to the fact that the immobilization is a
frequently used method for the treatment of various affection types of the skeletal muscle
system (6-9).

After the immobilization, with the muscle in the short position, the muscular

atrophy and the proliferation of the connective tissue are considered the most important
muscular adaptations. Both alterations are caused by disequilibrium between the synthesis
and degradation of the muscular and collagen proteins (10). Studies show that the normal
collagen remodeling is of only 1.3% a day in muscles of rats, while the synthesis rate of
muscular proteins is 11.8%. This way, during the immobilization, a higher loss of
muscular proteins occurs with a proportional increase in the disorganized intramuscular
connective tissue (ICT), reducing the flexibility of the muscular tissue and the cross-section
area (CSA) of the muscular fibers (11,12), resulting in a smaller functional capability.
On the other hand, the muscular stretching exercise is known as a powerful stimulus to
smooth the atrophy and to induce the muscular hypertrophy (4,5,13,14). A recent study
showed that stretch bouts applied to the soleus muscle of a rat 3 times a week, during 40
minutes, increased the number of serial sarcomeres and the cross-section area (4). Other
studies have also identified the beneficial effect of the muscular stretching for the
remodeling and reorganization of collagen fibers of the ICT (1,14).

Although previous studies demonstrate that the macromolecular reorganization of the
collagen fibers in the muscle, tendon, bone and cartilage can be evaluated through
birefringence measures, using polarized light microscopy (15-20), few works have been

investigating the macromolecular organization of the ICT after immobilization periods,
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using the analysis of birefringence (20,21), which is considered an accurate morphological
evaluation technique. In addition, no studies evaluated the macromolecular organization of
the intramuscular collagen during short bouts of stretch, frequently used for muscular
rehabilitation.

The birefringence measures are fundamental to investigate the alterations in the
macromolecular orientation of the collagen fibers during development, repair, aging and
adaptation after exercise (22).

The evaluation of the organization of collagen bundles is done through the total
birefringence measures, which is the sum of the form or textural birefringence and the
intrinsic birefringence (23,24). The form birefringence is dependent on the geometry, the
partial volumes (concentration), aggregation state and orientation of the collagen bundles,
while the intrinsic birefringence is determined by the orientation of all the electron
transitions in the molecules (23,24). Thus, this is an important tool to determine the
direction of the vibrations and, consequently, muscular orientation of the collagen fibers of
the (20,22,25), informing the macromolecular alterations of the intramuscular connective

tissue associated to the muscular immobilization and stretching.

Although the studies reported here provided an important contribution to knowledge
about the effect of stretching on the trophism of skeletal muscle and connective tissue
organization, most of them used long periods of muscle stretching, not normally used with
humans during rehabilitation or sports activities. It is also difficult for humans to maintain
long periods of muscle stretching. On the other hand, short bouts of muscle stretching (30 s
or 1 min) have been recommended to treat shortened human muscles because of their
effectiveness in improving the joint range of motion and flexibility (26,27). Although
sessions of short stretching periods are recommended, safe and effective for humans, the
effects of this procedure on skeletal muscle have not yet been evaluated in detail, which

could be carried out using animal models.
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Although various studies have already shown the influence of the muscular
immobilization and of the long duration muscular stretching of the intramuscular
connective tissue and in the cross-section area (1,3,28,29), this is the first study using
polarized light microscopy analysis and morphology that evaluated the effect of short
duration passive stretching, using a stretching protocol similar to the one used in
rehabilitation, through the analysis of the macromolecular organization of the collagen
fibers of the connective tissue and of the cross-section area of previously immobilized
muscles.

Our hypothesis in this study was that short bouts of stretch are effective to cause
improvement in both muscle fibers and connective tissue after immobilization. For this
purpose, the effect of 10 manual passive stretching bouts of 60 s, with 30 s of rest in
between each stretching section, 7 and 3 times a week on the soleus muscle after
immobilization was analyzed.

Due to ethical restrictions several aspects difficult the studies about human muscle
and connective tissue adaptation submitted to stretch. Thus, although this study used animal
model, it provided new information about the influence of manual passive stretching on the
organization of the connective tissue and on the trophism of skeletal muscle fibers,

previously immobilized.
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MATERIALS AND METHODS

Animal care and experimental groups

Thirty 18-week-old male Wistar rats were used (weight 356+£11g). They were housed in
plastic cages in a room with controlled environmental conditions and had free access to
water and standard food. The animals were anesthetized by intraperitoneal injection of
xylazine (12 mg/kg) and ketamine (95 mg/kg) for the stretching of the soleus muscle and
the muscle dissection. Afterwards, they were killed by an overdose of the anesthetic. The
Ethical Committee for Animals in Experiments of the University approved this study,
which was developed in accordance to the policy statement in relation to the declaration of
Helsinki.

The animals were randomly divided into five groups of six rats each one: a) Immobilized
(I): the left soleus muscle was immobilized for 4 weeks in the shortened position
maintained by the full plantar flexion of the ankle, as previously described (4,5), and the
muscle was evaluated immediately after the immobilization period; b) Three weeks free
after the Immobilization (I+3WFree): after the immobilization the animals remained free in
the cages for 3 weeks and were not submitted to stretch; c) Stretchting 3 times a week after
immobilization (I+3StW): after the 4 weeks of immobilization, the soleus muscle was
passively stretched 3 times a week (on Mondays, Wednesdays and Fridays) for 3 weeks and
evaluated after the last stretching bout; d) Daily stretching after immobilization
(I+DailySt): after the immobilization period, the soleus muscle was passively stretched
daily during the following 3 weeks (10 one minute stretching bout with 30s of rest between
each one) and evaluated after the last stretching session); e) control (C): one group of
animals was not submitted to any of the procedures and the soleus was evaluated after 7

weeks.

Immobilization

To keep the soleus muscle in the full shortened position the left ankle joint was fixed in full
plantar flexion, as previously described (4,5). The immobilization device used is effective

in producing chronic soleus muscle disuse and atrophy.

136



Stretching Procedure

To stretch the left soleus muscles, the left ankle was held in full dorsal flexion for 1 minute,
performed manually, as proposed by Ikeda et al. (30). One session of passive stretch
consisted of 10 stretching bouts, each one kept for 1 minute, with 30 seconds of rest
intervals among each stretching bout. Bouts of passive stretch performed manually were
chosen for this study because a similar procedure is effective to improve the flexibility in

humans (31,32).

Muscle morphology

Seven weeks after the experiment, both the left and right soleus muscles of the animals
were removed and weighted. Afterwards, the muscles were immediately frozen in
isopentane pre-cooled in liquid nitrogen and stored at -80°C in a freezer (Forma Scientific,
USA). Serial cross-sections (10 pm) were obtained from the middle belly of the frozen
muscles using a cryostat (Microm HE 505, Germany) and the histological cross-sections
were stained with 1% Toluidine blue/1% Borax for the measurement of the muscle fiber
cross-section area, as previously described (33).

The fiber muscle cross-sections (10pum) without coloration and imbibed in distilled water
were used for the birefringence measures. Okita et al (34) showed, after 4 weeks of
immobilization, that the muscle is affected by the shortening muscle fibers during the early
stage of immobilization, after that the collagen adapts by the fibril arrangement in the
endomysium and perimysium becoming more circumferential. Because these changes in
the arrangement of collagen fibers the birefringence of connective can be better visualized

by means of cross-sections of muscle fibers.

Polarizing Microscopy: Optical Retardation of Birefringence of Intramuscular

Connective.

The analysis of the total birefringence of connective tissue is a highly reproducible

technique for the detection of variations in the aggregation state and molecular order of
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collagen bundles (22). The birefringence of the connective tissue of the soleus muscle
(endomysium and perimysium) was measured through the optical retardation that
determines the molecular aggregation state of the collagen. This analysis was carried out
with polarization light microscopy.

The measurements of the optical retardation (OR) were made in a Zeiss polarized light
microscope equipped with a x10 objective, monochromatic light (546 nm) and Sénarmont
(M4) Compensators. A 10 um thick section of the soleus muscle from each animal was
measured, the section been imbibed for 30 minutes in water (np- 1.333) (36).

One hundred OR measurements were made at different points of each soleus muscle
section (endomysium and perimysium) under consideration in each imbibing medium, thus
allowing the heterogeneity of distribution of the collagen bundles within each muscle.

It is known that 45°, in relation to the plane polarized light (PPL), collagen fibers show the
biggest brightness of birefringence and consequently a high value of RO. This occurs
because the majority of the collagen fibers are guided along the muscle fibers axis. Thus,
the measurements of the Ors measurements have been made orienting the collagens fibers

to 45° (Figure 1).

Muscle fiber area

The cross-sectional area of one hundred muscle fibers was measured using a light
microscope (Axiolab, Carl Zeiss, Germany) and software for morphology (Axiovision 3.0.6
SP4, Carl Zeiss, Germany). The muscle fibers were randomly chosen from the central

region of a cross-section of each soleus muscle stained by Toluidine blue.

Statistical analysis

The paired Student #-test was used to compare the data for the right and left soleus muscle
of the same animals within each group. Possible differences among groups were

determined by ANOVA and by the Duncan test, with level of significance set at 5% (P<
0.05).
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RESULTS

Optical Retardation of Birefringence

The birefringence measured in connective tissue of soleus muscle after immobilization
exhibited lower ORs values. The immobilized muscles during 4 weeks lost 25.7+1.7% of
the OR of the collagen birefringence compared to the contra lateral soleus (11.9+£3.7 vs
16.1+4.5 nm, respectively, P<0.05) and were statistically different from the control group.
The soleus muscles [+3WFree and [+3StW recovered the ORs compared to the contra
lateral soleus (11.242,1 vs 11.4£1,8 nm and 10.742,1 vs 10.5£2.5 nm, respectively) and
control group. On the other hand, the soleus muscle stretched 7 times increased 13.8+5.4%
the ORs compared to the contra lateral soleus (12.4+2.2 vs 10.1+2.4 nm, respectively,
P<0.05; Figure 2A), and was also different from the control group (P<0.05)

The comparison of percentile differences of the ORs of the right and left soleus muscles of
all groups among themselves showed that the control group (2.7+£0.9%) was different from
all the groups (P<0.05). The group stretched 7 times per week increased 13,8+5,4% and
was different from the immobilized (lost 25+1.7%). The immobilized and free for 3 weeks,
and the immobilized and stretched 3 times groups did not show significant alterations
(1,8+0,8% and 1,9+1,7%, respectively; P<0.05).

Average values of the ORs of the birefringence of fibers collagen presented high
correlation with the average of the cross-section area of fibers values treated passive stretch

(p<0.05, r=0.99; Figure 3).

Optical Retardation of Birefringence

The birefringence measured in connective tissue of the soleus muscle after immobilization
exhibited lower OR values. The [+3WFree and [+3StW soleus muscles recovered the ORs
compared to the contra lateral soleus and the control group. On the other hand, the soleus
muscle stretched 7 times a week increased the OR values compared to the contra lateral and

was also different from the control group (P<0.05) (Table 2).
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Average values of the ORs of the birefringence of collagen fibers presented high
correlation with the average of the cross-section area of muscle fibers values treated
passive stretch (p<0.05, r=0.99; Figure 3).

Figure 4 shows the effect of the immobilization and the passive stretch in the birefringence
(brightness) of collagen fibers of the intramuscular connective tissue. The control group
presents strong birefringence in both perimysium and endomysium (4A). On the other
hand, immobilization caused a strong reduction of the birefringence in collagen fibers (4B).
However, the stretch applied 7 times per week caused strong increase of the birefringence
and thickening of collagen bundles of the perimysium (4C). The immobilized and free
group as well as the immobilized and stretched 3 times a week group were not different of

the control.

Muscle Weight

Table 1 summarizes the results of the 4 week muscle immobilization and the effect of the
stretch bouts after the soleus muscle immobilization of the rats. The weight was decreased
after the 4 weeks of immobilization in short position. However, soleus muscle weight
increased after passive stretch daily for 3 weeks, while immobilized and free soleus muscle
weight and the muscle stretched 3 times a week after immobilization were statically

unchanged.

Muscle Fiber Area

The soleus muscles immobilized in the shortened position for 4 weeks decrease the cross-
sectional area of the muscle fibers compared to the contra lateral muscles (1179 + 416 vs
2084 + 728 um2, respectively, P < 0.01) and control group (P<0.01), on the other hand, the
soleus muscles immobilized and stretch 7 times increased cross-section area compared
contra lateral soleus (2567 + 814 vs 2333 £+ 849 um2, respectively, P<0.01) and control
(P<0.01). The soleus muscles immobilized and stretched 3 times, as well as the

immobilized and free recovered the cross-section area compared to the contra lateral soleus
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(2349 £+ 1089 vs 2353 + 948 um?2 and 2151 £+ 599 vs 2169 + 565um2, respectively),
although there has been a different control (Figure 2B).

The comparison of the percentile differences of all the 5 groups revealed that the group
control, which did not modify the cross-section area of the right soleus compared to the
contra lateral soleus (0.01+£0.006%), was different from the immobilized groups that
decreased 37+10% (P<0.01) from the immobilized and free groups that did not present
differences (0.834£0.1%), from the immobilized and stretched 3 times that did not present
difference (0.17£0.05%) and of the group immobilized and stretched 7 times that presented
an increase 10+2% (P<0.01). On the other hand, the group stretched 7 times that increased
10£2.1% was also different from all the other groups (P<0.01).
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DISCUSSION

The results of this study demonstrated that 10 daily sessions of passive stretch caused
increase of the cross-section area of the muscle fibers and a bigger macromolecular
reorganization of collagen bundles of the ICT in the soleus muscle of the rat, previously
immobilized in shortened position. However, the 3 times a week stretching did not cause
this benefit. For our knowledge this is the first study that evaluated the effect of sessions of
stretch carried passively, and for short periods in animal model, similar to the used and

recommended for flexibility recovery during human rehabilitation.

Birefringence ROs of Intramuscular Connective Tissue (ICT)

In the present study four weeks of immobilization caused significant reduction in the
birefringence collagen fibers. Previous studies have demonstrated that the loss of
birefringence occurs due to disorganization of collagen fibers after immobilization (20).
The reduction of the birefringence occurs due to the reduction of the state of aggregation of
collagen bundles causing loss of the crystalline characteristics and the orientation of
collagen molecules (23). Thus, our results indicate that immobilization decreased the
aggregation state of collagen bundles in the skeletal muscle of the rat, immobilized in
shortening position.

It was also interesting to observe that the free activity of the animal during three weeks in
the cage, after release of immobilization, was able to stimulate the macromolecular
reorganization of collagen fibers. In accordance to Vilarta and Vidal (22) during the animal
walking, the collagens bundles are submitted to tensile strengths enough to stimulate
mechanically the collagen reorganization.

It was interesting to verify that the birefringence of the soleus muscles immobilized and
submitted to 10 stretching repetitions of 60 s each, 3 times a week, often the frequency used
in the rehabilitation, was not better than the birefringence of the soleus muscles of the free
animals after immobilization. On the other hand, the stretch exercise 7 times a week

increased the macromolecular reorganization of collagen fibers compared to all other
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groups. These results demonstrate that the turnover and arrangement of the collagen of the
connective tissue of atrophied muscles depend on such of stretch time as of the stimulation
frequency. These conclusions are based on the values of optic retardation of the total
birefringence (textural + intrinsic) of collagen fibers of the endomysium and perimysium of
the soleus muscles.

A study of Vilarta and Vidal (22) showed that the increase of the birefringence of collagen
fibers is due to the increase of the form birefringence, indicating that the collagen fibers
adaptation process to the muscle stretch is the result of the extracellular matrix (EM)
reorganization. According to Oakes et al. (36), Michna (37), this corresponds to collagen
bundles with more aligned fibrils and with more intense molecular packing conditions.
Thus, the results of this study indicate that cause for the increasing of the total birefringence
of ICT collagen fibers after daily stretching can be due to the increase of the form
birefringence, in consequence to a higher macromolecular reorganization and collagens

fibers birefringence.

Morphology

The morphologic analysis under polarized light microscopy made it possible to observe
variations in the birefringence brightness intensity of the ICT due to the increase of tension
in collagen fibers caused by passive stretch exercise carried 7 times a week. This
interpretation is in accordance to the biophysics phenomena of fibers collagen, when
submitted to mechanical tensions, observed in the studies of Oakes et al (36) and Michna
(37). Thus, the results of this study suggest that control mechanism of the state of oriented
aggregation of collagen fibers of skeletal muscle can be influenced by the duration of the
stretching as well as to the mechanical stimulation frequency during passive stretch.

The contribution of this study is the presentation of new information on the skeletal muscle
adaptation when submitted to immobilization and stretching, using the birefringence
analysis that is an accurate methodology, which comes to add to the methods already
existing of organization and quantification evaluation of the ICT described in previous

studies (3,7,20,38-40).
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Cross Section Area of Muscle Fiber (CSA)

An interesting comment from this study is that manual passive stretch 3 times a week,
frequently used in the rehabilitation for flexibility gain after immobilization (26,31,41,42)
did not produce additional gain compared to the free activity in the cage. On the other
hand, the manual passive stretch 7 times a week increased the cross-section area in about
10% in relation to the contra lateral soleus. These results show that the muscle fibers area
was frequency dependent, or either, 10 minutes of passive stretching bouts carried daily
were more effective to muscle fiber hypertrophy, while 3 times did not cause any effect.

This hypertrofic effect of the stretch exercise was also found in others studies (43,44,45)
that showed the increase in the muscular mass and cross-section of muscle fibers after
passive stretch. However, none of these studies used protocols of passive stretching bouts,
considering the parameters of duration and frequency often used in the rehabilitation
(27,41,48). According to Glass (48) this hypertrophy occurs as a result of the addition of

contract filaments in myofibril, increasing the CSA and also the muscle strength ratios.

After four weeks of immobilization a reduction of 37% of the cross-section area of soleus
muscle fibers was observed. This atrophic response of the skeletal muscle due to the disuse
is well known and described in a great number of human and animals studies (1,3,48,49-

54).

On the other hand, the recovery of the CSA of fibers of the immobilized muscle and later
kept free for 3 weeks in the cage, was probably due to tensile strength caused by the body
weight discharge on the soleus muscle during the activity in the cage, thus stimulating the
protein synthesis, as already described in others studies (3,52,55).

The methodology used in this study does not allow the identification of the associated
mechanism with the increase of the AST of muscle fibers in the daily stretched group,
however, it has been considered that mechanical sensors that bind the extracellular matrix
to the citoskeletal (56,57) can function as transducers of stretch mechanical signal,
regulating the genic expression of muscular cells which could be activated by the
stimulation frequency (58). Probably the daily stretching was more efficient in the
activation of these mechanical sensors involved in the hypertrophy process of that stimulus

applied in a lesser frequency.
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It has already been described in the literature that the pathway of the PI3K/AKT (a serina-
teonina kinase) involved in the hypertrophy regulation is activated by stretching (48).
However, it is still unknown which of the stimulus is necessary to activate this pathway. An
interesting study carried by Ikeda et al (45), in soleus muscles of rats showed that the
passive stretching kept during 4 hours was more efficient than 2 hours to stimulate the
myogenine expression, considered a myogenic factor of transcription of the hypertrophy.
The authors concluded that a higher duration of the passive stretching is necessary to
activate these myogenic factors. They suggest that if studies as this one could be applied in
clinical situations, the passive stretching could be used to preserve or to increase the muscle
strength. Other recent study (46) showed that 30 minute passive stretch daily sessions
increased the genic expression of the Myo-D in soleus muscles of rats, a gene associate to
hypertrophy. Based on both studies we could suggest that short stretch sections used daily
can also have stimulated the expression of genes associated for the muscle hypertrophy.
Other studies will be necessary to evaluate this hypothesis.

In conclusion the results of this study demonstrated that 10 daily sessions of passive stretch
caused increase of the cross-section area of fibers muscle and bigger macromolecular
reorganization of collagen bundles of the ICT in the soleus muscle of the rat, previously
immobilized in shortened position. Despite the results been extracted from the skeletal
muscle of rats, they indicate important adaptation associated to the muscle stretching,

which are interesting for the rehabilitation area and sportive sciences.
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Table 1. Effect of bouts stretch on immobilized soleus muscle weight.

Right soleus (g) Left soleus (g) Relative difference
(%)
I 0,19+ 0,03 0,1340,04* -44 £6,1'V
[+3Wfree 0,19+0,01 0,17+0,02 -10+2,2 +
[+3StW 0,17+0,01 0,18+0,02 6+1,7e
[+DailySt 0,18+0,03 0,21+0,02* 13,1£2,8 te
C 0,24+0,02 0,24+0,02 1,7+1,3@

I: soleus muscle immobilized in the shortened position for 4 weeks; I+3Wfree: after the
immobilization, the animals remained free for 3 weeks; [+3StW: after immobilization,
soleus muscle was stretched 3 times a week for 3 weeks; /+DailySt: after immobilization,
soleus muscle was stretched daily for 3 weeks; C= animals not submitted to either
procedure of immobilization and stretch. P < 0,01 compared to the contra lateral soleus.
V¥ P<0,01 compared to the all groups, ® P<0,01 compared to the relative difference I and
[+3Stfree group, T P<0,01 compared to the relative difference C group. The results are

mean =+ standard deviation
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Table 2: Effect of stretching bouts on optical retardation of birefringence of intramuscular

connective tissue.

Left soleus Right soleus Relative difference (%)
I 11.9+£3.7 16.1+4.5% 25.7x1.7
[+3Wfree 10.7+2,1 10.5+£2.5 1,8+0,8
[+3StW 11.242,1 11.4+1,8 1.9+0,7
[+DailySt 12.4+£2.2 10.1+2.4* 13.8+5.4
C 12.6+2,4 12.442,6 2.7+£0.9

I: soleus muscle immobilized in the shortened position for 4 weeks; I+3Wfree: after the
immobilization, the animals remained free for 3 weeks; /+3StW: after immobilization, the
soleus muscle was stretched 3 times a week for 3 weeks; /+DailySt: after immobilization, the
soleus muscle was stretched daily for 3 weeks; C: animals not submitted to either procedure
of immobilization and stretch. * P < 0.05 compared to the contra lateral soleus. The results

are mean + standard deviation.
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Legend of Figures

Figure 1: Hypothetical schema of the connective tissue positioned between polarizes. When
the collagen fiber is 45° to the plane of polarized light it shows full brightness and when it

is oriented parallel the brightness is extinct.

Figure 2: The effect of bouts of passive stretch in the optical retards of the birefringence
collagen fibers (A) and cross-section area of the soleus muscle fibers (B). I: soleus muscle
immobilized in the shortened position for 4 weeks; I+3Wfree: after the immobilization, the
animals remained free for 3 weeks; [+3StW: after immobilization, the soleus muscle was
stretched 3 times a week for 3 weeks; /+DailySt: after immobilization, the soleus muscle was
stretched daily for 3 weeks; C= animals not submitted to either procedure of immobilization
and stretch. * P < 0,01 compared to the contra lateral soleus. The results are mean =+ standard

deviation.

Figure 3: Correlation between relative cross-section area of muscle fibers and the relative
optical retardation of birefringence that represent the aggregation state of collagen fibers. I
soleus muscle immobilized in the shortened position for 4 weeks; /+3Wfree: after the
immobilization, the animals remained free for 3 weeks; /+3StW: after immobilization, the
soleus muscle was stretched 3 times a week for 3 weeks; /+DailySt. after immobilization,
the soleus muscle was stretched daily for 3 weeks; C= animals not submitted to either

procedure of immobilization and stretch

Figure 4: The effect of passive stretch bouts in the macromolecular organization of collagen
bundles in the soleus muscle through birefringence of collagen fibers from connective
intramuscular tissue. A (Control): strong birefringence of collagen thick fibers from
perimysium (arrows head) and of thin fibers endomysium (arrows). B: (immobilized
group): birefringence faint (arrow head) or absent. C: (immobilized and stretched 7 times a
week group): strong birefringence of collagen bundles of the endomysium (arrows) in all
the connective tissue when compared to the control soleus muscle control and immobilized

soleus. Bar: 75 um.
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