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CONTEXTUALIZAÇÃO  

Esta Tese foi estruturada em forma de artigos científicos, cujo objetivo foi 

avaliar o efeito do alongamento no músculo esquelético, utilizando-se protocolos 

freqüentemente utilizados na reabilitação e nas atividades esportivas em humanos. 

Está bem descrito na literatura científica, que os músculos esqueléticos dos 

mamíferos adaptam o comprimento de suas fibras musculares, de acordo com a posição 

na qual é preferencialmente mantido (TABARY et al, 1972; WILLIAMS & 

GOLDSPINK, 1978). Essa adaptação, de modo geral, é reversível.  

Sabe-se também que músculos encurtados/retraídos levam à diminuição da 

amplitude articular e do desempenho muscular. De modo geral, o encurtamento de 

grupos musculares leva à reorganização postural do indivíduo, podendo causar 

alterações funcionais.  Desta maneira, o alongamento muscular é um importante 

recurso, utilizado para aumentar a amplitude de movimento, tanto em indivíduos 

saudáveis como na reabilitação (GAJDOSIK, 2001). Além disso, o alongamento do 

músculo esquelético é também um poderoso estímulo para o crescimento muscular e 

aumento da síntese protéica (GOLDSPINK et al, 2002; GOLDSPINK & HARRIDGE, 

2004).  

Resultados prévios mostraram que uma sessão diária de alongamento passivo, 

aplicado durante 30 min consecutivos, previne a perda de sarcômeros em série e a 

amplitude articular em ratos imobilizados (WILLIAM, 1990). Recentemente 

identificamos em nosso laboratório, que sessões de 40 min de alongamento muscular, 

realizadas três vezes por semana em músculos normais, aumentaram o número de 

sarcômeros em série e a área das fibras, indicando aumento na síntese protéica 

(COUTINHO et al., 2004).  
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Programas de alongamento muscular têm sido recomendados e utilizados para 

prevenção e/ou tratamento dessas alterações posturais. Na área de fisioterapia e nos 

esportes, têm sido bastante utilizados os exercícios de alongamento onde um grupo 

muscular é alongado algumas vezes por períodos de curta duração (30 a 60 s), 

acarretando em ganhos significativos na amplitude articular e no alongamento do 

músculo. Assim, o primeiro objetivo desse estudo foi avaliar o efeito de um protocolo 

intermitente de alongamento na adaptação do músculo esquelético, analisando a 

expressão gênica da Myo-D, Atrogina-1 e Miostatina e a morfologia muscular. 

Outro aspecto relevante na avaliação do músculo esquelético submetido ao 

alongamento seria verificar atividade de metaloproteases de matriz (MMPs), uma vez 

que sua atividade se altera durante o remodelamento dos tecidos. As MMPs  contribuem 

tanto no desenvolvimento e funcionamento dos tecidos, como nos processos 

patológicos. Como elas degradam os componentes da matriz extracelular (MEC), 

contribuem para o remodelamento da mesma. No músculo esquelético estão envolvidas 

com os processos de desenvolvimento, isquemia, mionecrose, angiogênese, 

desnervação, lesões, atrofia, regeneração, miopatias (revisão CARMELI et al, 2004).  

Assim, o segundo objetivo deste estudo foi analisar o efeito do alongamento sobre a 

atividade das MMPs, o que auxiliaria compreender a adaptação da matriz extracelular 

do músculo esquelético frente a este estímulo.   

Outra questão terapêutica importante é a adaptação muscular associada ao 

alongamento frente à desnervação. O músculo desnervado sofre atrofia muscular, 

degeneração, perda de força e aumento da proliferação do tecido conjuntivo, 

prejudicando as atividades funcionais.  Essa linha de investigação é importante, pois 

sessões de alongamento muscular, assim como a eletroestimulação, são dois recursos 

terapêuticos básicos e muito utilizados pelo fisioterapeuta no tratamento de diversas 
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lesões nervosas periféricas, que acometem o músculo esquelético. Por outro lado, há 

ainda na literatura muita polêmica em relação à intervenção fisioterapêutica no 

tratamento do músculo desenervado, particularmente quanto à efetividade dos recursos 

terapêuticos utilizados para amenizar a perda acentuada de massa muscular. 

Estudos recentes do nosso laboratório, realizados em animais experimentais 

identificaram que tanto a eletroestimulação (RUSSO et al, 2007), como o alongamento 

muscular (GOMES et al, 2006) são estímulos que alteram a expressão de genes 

importantes relacionados ao trofismo muscular.  

Assim, o presente estudo teve também por objetivo estudar os efeitos de sessões 

de alongamento e de eletroestimulação no tratamento do músculo esquelético 

desnervado, investigando a atuação de cada um deles isoladamente, bem como sua 

associação, na expressão e atividade das metaloproteases de matriz durante a fase inicial 

da desnervação do músculo tibial anterior (TA) de rato por axoniotmese. 
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Descrição das Atividades Desenvolvidas durante o Doutorado 
 

1. Descrição da produção científica no período: 

Há vários anos, nosso laboratório tem desenvolvido estudos sobre a adaptação 

muscular associada ao alongamento e à eletroestimulação, dois recursos amplamente 

utilizados na reabilitação, contribuindo com a literatura científica nessa área.  

Ao ingressar no Mestrado do programa de pós-graduação em Fisioterapia da 

UFSCar, fui convidada a trabalhar na linha de pesquisa em alongamento muscular 

coordenada pela Prof. Dra Tania Fátima Salvini. O primeiro projeto de pesquisa que 

participei, intitulado “O efeito do alongamento muscular na expressão gênica dos 

fatores regulatórios miogênicos (MRFs)”, teve como objetivo avaliar o efeito do 

alongamento no músculo esquelético, utilizando-se protocolos freqüentemente 

utilizados na reabilitação e nas atividades esportivas em humanos. Como resultado 

desse estudo, houve a publicação do seguinte manuscrito: 

• GOMES ARS, SOARES AG, PEVIANI SM, NASCIMENTO RB, MORISCOT 

AS, SALVINI TF. The effect of 30 minutes of passive stretch of the rat soleus muscle 

on the myogenic differentiation, myostatin and atrogin-1 gene expressions. Arch Phys 

Med Rehabil. 2006; 87:241-246. 

Resumidamente, observou-se o efeito de 30 minutos de alongamento passivo na 

expressão gênica da myo-D, miostatina e atrogina-1. Particularmente na área de 

fisioterapia, alguns protocolos clínicos já muito popularizados entre os profissionais 

(por exemplo, as técnicas de reeducação postural), têm preconizado que uma sessão 

semanal de alongamento, progressivo e mantido por aproximadamente 30-40 min, 

resulta em ganhos significativos na amplitude articular e no alongamento do músculo. 

Pode-se observar que com esse protocolo de alongamento, apenas a myo-D, um gene 
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relacionado á hipertrofia, e a atrogina-1, um gene relacionado á atrofia muscular, se 

alteraram. 

 Posteriormente, com os resultados desse primeiro estudo, foi proposto outro 

projeto, intitulado “O efeito do alongamento intermitente na expressão gênica, na 

atividade de metaloproteases de matriz e na morfologia do músculo esquelético do 

rato”, que deu continuidade ao meu projeto de doutorado direto. Os resultados deste 

estudo, apresentados no corpo da Tese em forma de artigo científico, permitiram a 

publicação de um manuscrito e a submissão de outro: 

• PEVIANI SM, GOMES AR, MOREIRA RF, MORISCOT AS, SALVINI TF. 

Short bouts of stretching increase myo-D, myostatin and atrogin-1 in rat soleus 

muscle. Muscle Nerve. 2007;35:363-370. 

• PEVIANI SM, GOMES AR, SELISTRE-ARAÚJO HS, SALVINI TF. MMP-2 

is not altered by stretching in skeletal muscle. Submetido à International Journal 

of Sports Medicine (Agosto de 2008). 

 

 Paralelamente, participei de um projeto intitulado “O efeito da eletroestimulação 

baseada nas modificações de excitabilidade muscular sobre a expressão gênica, 

variáveis elétricas e área de secção transversa do músculo tibial anterior (TA) 

desnervado de ratos”. Como resultado desse estudo, houve a publicação de dois 

manuscritos: 

• RUSSO TL, PEVIANI SM, FRERIA CM, GIGO-BENATO D, GEUNA S, 

SALVINI TF. Electrical stimulation based on chronaxie reduces atrogin-1 and 

myoD gene expressions in denervated rat muscle. Muscle Nerve. 2007;35:87-97. 

Observamos que poucas contrações (20) induzidas eletricamente no músculo 

desnervado são capazes de diminuir a expressão de genes (myoD e atrogina-1) 
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normalmente hiperexpressos no músculo esquelético após a desnervação, contudo a 

eletroestimulação não foi capaz de deter a atrofia das fibras musculares desnervadas. 

• RUSSO TL, PEVIANI SM, DURIGAN JLQ, SALVINI TF. Electrical 

stimulation increases matrix metalloproteinase-2 gene expression but does not 

change its activity in denervated rat muscle. Muscle Nerve. 2008;37:593-600. 

Sumariamente, um protocolo clínico de eletroestimulação, utilizando eletrodos de 

superfície como normalmente empregado na reabilitação em humanos, mostrou que a 

desnervação aumentou a atividade da MMP-2 e que a eletroestimulação regulou apenas 

a expressão gênica da MMP-2 do músculo desnervado de rato.  

 

Os resultados desses estudos trouxeram novas questões importantes para o 

entendimento da eletroestimulação e de outros recursos, como o alongamento, 

utilizados na reabilitação de indivíduos com lesões nervosas periféricas, uma vez que 

seus efeitos são pobremente estudados, como no caso do alongamento, quando não 

controversos, como no caso da eletroestimulação. Dessa forma, foi proposto um novo 

projeto como objetivo avaliar o efeito da eletroestimulação e do alongamento 

intermitentes, bem como sua associação, sobre a expressão gênica da MyoD, atrogina-1 

e miostatina, atividade de metaloproteases e a área de secção transversa da fibra 

muscular no músculo TA desnervado de ratos. Como resultados desse projeto, foram 

elaborados dois artigos científicos, um deles apresentado no corpo da Tese e submetido; 

e outro em que será submetido em breve a periódico internacional indexado: 

• PEVIANI SM, RUSSO TL, DURIGAN JL, VIEIRA BS, PINHEIRO CM, 

GALASSI MS, SALVINI TF. Stretching and electrical stimulation regulate the 

metalloproteinase-2 in rat denervated skeletal muscle. Submetido à Revista 

Neurorehabilitation and Neural Repair, e 
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• RUSSO TL, PEVIANI SM, DURIGAN JL, SALVINI TF. Electrical 

stimulation, stretching and their combination regulate differently gene 

expression in rat denervated muscle. 

 

Além disso, participei como colaboradora em três trabalhos resultantes de três 

parcerias distintas. O primeiro estudo resultou da cooperação com o grupo de pesquisa 

da Universidade de São Paulo sob a coordenação do professor Celso Ricardo Carvalho. 

O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito de diferentes intensidades do treinamento 

físico aeróbio na expressão gênica e área de secção transversa do músculo tibial 

anterior, bem como na atividade de metaloproteases do músculo diafragma em 

camundongos submetidos à inflamação pulmonar alérgica crônica. Os resultados deste 

estudo foram submetidos a periódicos internacionais indexados: 

• Effects of aerobic training on atrophy gene expression in mouse skeletal 

muscle with chronic allergic lung inflammation. Durigan JLQ, Peviani SM, Russo TL, 

Duarte AC, Vieira RP, Martins MA, Carvalho CRF, Salvini TF. (Brazilian Journal of 

Biological and Medical Research) 

• Aerobic physical training increases MMPs activities in diaphragm muscle of 

mice with chronic allergic airway inflammation. Durigan JLQ, Peviani SM, Russo TL, 

Duarte AC, Vieira RP, Martins MA, Carvalho CRF, Salvini TF. (International Journal 

of Sports Medicine) 

 

Na segunda parceria, estudamos, em colaboração com a professora Heloisa 

Sobreiro Selistre-de-Araujo vinculada ao Departamento de Ciências Fisiológicas da 

UFSCar, os possíveis efeitos da desintegrina alternagina-C (ALT-C) na regeneração 

muscular em ratos. Como resultado desse projeto, foi publicado o artigo científico: 
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• DURIGAN JLQ, PEVIANI SM, RUSSO TL, DELFINO GB, COMINETTI 

MR, SELISTRE-DE-ARAUJO HS, SALVINI TF Effects of Alternagin-C from 

Bothrops alternatus on gene expression and metalloproteinase activity in regenerating 

skeletal muscle. Toxicon. 2008, [Epub ahead of print]. 

 

Na terceira parceria, estudamos, em colaboração com a professora Viviane 

Minamoto, vinculada ao Departamento de Fisioterapia da UNIMEP, os efeitos de 

diferentes intervalos de eletroestimulação no músculo gastrocnêmio desnervado de rato. 

Como resultado deste estudo, houve a publicação do manuscrito: 

• LIMA SC, CAIERÃO QM, PEVIANI SM, RUSSO TL, SOMAZZ MC, 

SALVINI TF, TEODORI RM, MINAMOTO VB. Muscle and Nerve Responses After 

Different Intervals of Electrical Stimulation Sessions on Denervated Rat Muscle. Am J 

Phys Med Rehabil. 2008, [Epub ahead of print]. 

 

 
2. Doutorado Sanduíche 

No período de 15 de abril a 15 de julho de 2008 tive a oportunidade de realizar 

um estágio na “York University – School of Kinesiology and Health Science – Toronto- 

Ontário/ Canadá”, sob orientação da Profa. Dra. Tara Haas. Uma das linhas de pesquisa 

do laboratório é o desenvolvimento de estratégias para o desenvolvimento de vasos 

sanguíneos e o possível envolvimento do alongamento nesse processo. Nesse período, 

desenvolvi vários experimentos na tentativa de investigar o efeito do alongamento em 

cultura de mioblastos (C2C12) e células endoteliais do músculo esquelético (SMEC) 

sobre a expressão gênica e protéica do receptor da eritropoietina (Epo-R). A 

eritropoietina (Epo) é um hormônio glicoprotéico produzido nos seres humanos pelos 

rins e fígado que tem sido conhecido nas últimas décadas como o principal regulador da 
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eritropoiese por estimular o crescimento, prevenir apoptose e induzir a diferenciação das 

células precursoras dos eritrócitos. Há também vários estudos mostrando que a ativação 

do seu receptor (Epo-R) tem um potente efeito angiogênico, em parte por aumentar a 

expressão de vários fatores de crescimento angiogênicos e por estimular a proliferação e 

migração das células endoteliais (Lundby et al., J Appl Physiol 104: 1154-1160, 2008).  

Esse estágio no exterior permitiu o domínio de algumas importantes técnicas em 

biologia molecular de avaliação do tecido músculo-esquelético, bem como em cultura 

celular, ampliando meu conhecimento sobre novas metodologias de análise do músculo 

esquelético. 
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RESUMO 

 

O alongamento muscular é amplamente utilizado na reabilitação e nas atividades 

esportivas para melhorar a amplitude de movimento e flexibilidade em humanos, porém 

seu efeito sobre a expressão de genes músculo-específicos não é bem conhecido. Este 

trabalho analisou o efeito de um programa de alongamento intermitente na expressão 

gênica da myoD, atrogina-1 e miostatina e na morfologia muscular do músculo sóleo de 

rato. Foram utilizados 50 ratos Wistar (300g) que tiveram a articulação tibio-társica da 

pata esquerda posicionada de forma passiva e manual em flexão dorsal máxima para o 

alongamento do músculo sóleo. Cada sessão consistiu em 10 alongamentos de 1 min de 

duração e 30s de repouso entre cada repetição. Cinco grupos foram submetidos a uma 

única sessão de alongamento e avaliados imediatamente (I, n=5), 8h (n=5), 24h (n=5) 

48h (n=5), 72h (n=5) e 168h (n=5). Outros três grupos foram avaliados após 2, 3 e 7 

sessões diárias de alongamento (n=5), sendo uma sessão realizada diariamente. Um 

grupo controle (n=5) também foi analisado. Os músculos sóleos esquerdo de todos os 

animais, foram retirados para avaliação dos níveis de RNAm (RNA mensageiro), por 

meio da técnica de PCR em tempo real, e histologia para análise da morfologia geral das 

fibras. Uma única sessão de alongamento aumentou os níveis de RNAm da myoD (após 

24h:1.69 ± 0.4 vezes), miostatina (I: 1.63 ± 0.2 vezes e 168h após: 1.34 ± 0.04 vezes) e 

da atrogina-1 (após 48h: 3.08 ± 0.48 vezes). Sessões diárias de alongamento 

aumentaram a expressão da miostatina (após 7 sessões: 1,60 ± 0,27 vezes) e da atrogina-

1 (após 2: 3,77 ± 0,5 vezes; 3: 4,26 ± 0,6 vezes e 7 sessões: 3,27 ± 0,5 vezes). A 

morfologia do músculo sóleo não apresentou sinais de lesão em nenhum dos grupos 

submetidos ao alongamento. Em conclusão, curtas sessões de alongamento são capazes 

de aumentar a expressão gênica de fatores associados ao crescimento mscular (myoD), a 

regulação da massa muscular (miostatina) e a atrofia (atrogina-1), indicando o 

remodelamento muscular por meio de diferentes vias de sinalização. 

 

Palavras-chave: Alongamento; MRFs; Proteína F-box; Reabilitação; Músculo 

Esquelético. 
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ABREVIATURA 

MRFs: Fatores regulatórios miogênicos 

RNAm: Ácido ribonucléico (RNA) mensageiro 

myoD: Fator miogênico de diferenciação-1 

TFIID: Fator de transcrição II D 

PCR: Reação em cadeia da polimerase 
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INTRODUÇÃO 

 

O alongamento muscular é capaz de prevenir a atrofia, a proliferação do tecido 

conjuntivo e a perda de sarcômeros em série em músculos submetidos à imobilização 

(WILLIAMS, 1988; GOLDSPINK et al., 2002). Além disso, o alongamento pode ser 

também um importante estímulo para o crescimento muscular longitudinal e aumento da 

síntese protéica (GOLDSPINK et al., 2002), envolvendo a transcrição de genes 

músculo-específicos. Embora o mecanismo pelo qual o núcleo aumente a transcrição de 

RNAm específicos do músculo esquelético em resposta a estímulos hipertróficos seja 

desconhecido, sugere-se que os fatores regulatórios miogênicos (MRFs) estejam 

envolvidos neste processo (LOWE et al., 1998). 

Os MRF’s são uma família de fatores de transcrição com estrutura do tipo 

hélice-alça-hélice (bHLH) que regulam genes músculo-específico como desmina, 

troponina I e cadeia leve da miosina (PSILANDER et al., 2003), sendo compostos por 4 

membros: MyoD (ou Myf-3), Myf-5, miogenina (ou Myf-1) e MRF-4 (ou Myf-

6/herculina) (SABORIN & RUDNICK, 2000; MUNTONI et al., 2002). Durante a 

embriogênese eles são críticos no estabelecimento da linhagem miogênica e no controle 

da diferenciação dos mioblastos e miofibras (SABORIN & RUDNICK, 2000). Vários 

trabalhos têm mostrado seu envolvimento no processo de hipertrofia induzida pelo 

alongamento (LOWE et al., 1998; JACOBS-EL et al., 1995; LOWE & ALWAYS, 

1999; ZÁDOR et al., 1999; GOMES et al., 2006).  

Embora o alongamento muscular seja conhecido como um estímulo hipertrófico 

(GOLDSPINK et al., 2002), interessantemente, alguns estudos têm descrito uma 

diminuição na área de secção transversa do músculo de ratos submetidos ao 

alongamento (STAUBER et al., 1994). Um recente estudo em nosso laboratório 
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também observou resultados semelhantes, onde um alongamento semanal de 40 minutos 

induziu atrofia muscular, enquanto o comprimento muscular e o número de sarcômeros 

em série não se alteraram (GOMES et al., 2004). Desse modo, a expressão gênica da 

atrogina-1 (relacionado à atrofia muscular) e da miostatina (relacionado à regulação da 

massa muscular) foi investigada. 

A miostatina, (fator de crescimento e diferenciação 8, GDF-8) foi identificada 

por MCPHERRON et al., (1997) em camundongo como um membro da superfamília do 

Fator Transformante do Crescimento β (TGF-β), sendo sintetizada pelo músculo 

esquelético  e encontrada no sangue, atuando de modo concentração-dependente como 

um regulador negativo do crescimento muscular (LEE, 2004). Há uma forte evidência 

experimental apontando para a função da miostatina como repressor do crescimento 

muscular (MCPHERRON et al., 1997). Estudos mostram aumentos nos níveis de 

RNAm e proteína da miostatina durante períodos de inatividade muscular (CARLSON 

et al., 1999; WEHLING et al., 2000), enquanto a expressão da miostatina parece reduzir 

conforme o músculo volta à atividade (WEHLING et al., 2000). Além disso, o bloqueio 

e subseqüente inibição da miostatina aumentam a massa corporal total, a massa 

muscular, o tamanho do músculo e sua força (BOGDANOVICH et al., 2002; 

WHITTEMORE et al., 2002). Embora seja presumível que a atividade física 

provavelmente diminua a expressão da miostatina, dois recentes estudos descreveram 

um aumento nos níveis de RNAm e proteína da miostatina em músculo submetido ao 

treinamento excêntrico tanto em ratos (PETERS et al., 2003) como em humanos 

(WILLOUGHBY, 2004). No presente estudo, a miostatina foi investigada na tentativa 

de determinar se sua expressão é alterada por curtos períodos de alongamento passivo. 

A atrogina-1 recebeu essa denominação por ter sido caracterizada como o gene 

da atrofia, devido ao aumento de sua expressão durante processos que induzem a atrofia 
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muscular, como sepsis, caquexia provocada por câncer, diabetes mellitus, uremia, 

privação de alimento, imobilização e desnervação (LECKER et al., 1999; BODINE et 

al., 2001; GOMES et al., 2001). A atrogina-1 (também conhecida como MAFbx) é 

constituída por um domínio F-box, o qual caracteriza uma classe de proteínas 

ubiquitina-ligases (E3), e desempenha um papel primordial na ligação da proteína que 

será ubiquitinada e degradada (LECKER, 2003). Ela é uma proteína nuclear regulatória, 

de fundamental importância no mecanismo de diminuição da síntese e aumento da 

degradação de proteínas, no músculo esquelético em processo de atrofia. 

Recentemente um estudo do nosso laboratório determinou que sessões diárias de 

30 min de alongamento passivo aumentaram a expressão da atrogina-1 (GOMES et al., 

2006). Dessa forma, a atrogina-1 pode ser considerada como uma proteína específica 

para estudar a eventual atrofia muscular associada com alongamento passivo.  

Modelos desenvolvidos para investigar o efeito do alongamento na plasticidade 

do músculo esquelético freqüentemente usam o alongamento crônico, aplicando, por 

exemplo, a imobilização por gesso (ANSVED, 1995; HARJOLA et al., 2000) ou fita 

adesiva (WILLIAMS, 1988; GOMES et al., 2006). No entanto, poucos estudos 

relataram o efeito de curtos períodos de alongamento sobre a expressão gênica no 

músculo esquelético, tendo todos analisado o músculo sóleo de rato. O primeiro 

mostrou um aumento na expressão de miogenina após alongamentos repetitivos (15 

vezes por minuto durante 4 horas) (IKEDA et al., 2003). O segundo reportou um 

aumento na miogenina no músculo sóleo submetido a alongamentos repetitivos durante 

60 minutos (IKEDA et al., 2004); e o último relatou um aumento na expressão da myoD 

e atrogina-1 após sessões de 30 minutos de alongamento passivo (GOMES et al., 2006).  

Embora estes estudos (GOMES et al., 2006; IKEDA et al., 2003 e 2004) 

contribuam para o conhecimento sobre o efeito do alongamento na expressão gênica do 
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músculo esquelético, a maioria deles utiliza longos períodos de alongamento muscular, 

o que normalmente não é utilizado em seres humanos durante reabilitação ou atividades 

desportivas. Por outro lado, curtos períodos de alongamento muscular (30 segundos ou 

1 minuto) têm sido recomendados para o tratamento de músculos encurtados devido à 

sua eficácia no ganho de amplitude de movimento e flexibilidade em humanos 

(BANDY & IRION, 1994; BANDY et al., 1997).  

Embora curtas sessões de alongamento sejam recomendadas para humanos, seus 

efeitos ainda não foram investigados com detalhe. Assim, a hipótese do estudo foi que 

os genes relacionados com o remodelamento muscular seriam alterados por curtos 

períodos de alongamento. Baseado nesses fatos, a expressão de três genes foi avaliada 

no músculo sóleo de rato: myoD, miostatina, e atrogina-1. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Desenho Experimental 

Foram utilizados 50 ratos Wistar, com peso corporal médio de 300 gramas, obtidos 

do Biotério Central da Universidade Federal de São Carlos, e mantidos em biotério 

próprio do Departamento de Fisioterapia. Eles foram isolados e mantidos em gaiolas 

plásticas padrão, em condições ambientais controladas (luminosidade: 12 horas de ciclo 

claro/escuro) com livre acesso à água e ração peletizada. O projeto foi conduzido 

segundo as normas para experimentação animal definidas pelo Comitê de Ética Animal 

da UFSCar. 

Cada sessão consistiu de 10 de alongamentos, com 1 min de duração cada um e 30s 

de repouso entre cada repetição. Os animais tiveram a articulação tibio-társica esquerda 

posicionada de forma passiva e manual em flexão dorsal máxima para o alongamento 

do músculo sóleo. Cinco grupos foram submetidos a uma única sessão de alongamento 

e avaliados imediatamente (I, n=5), 8h (n=5), 24h (n=5) 48h (n=5), 72h (n=5) e 168h 

(n=5). Para avaliar o efeito de sessões repetitivas de alongamento no músculo sóleo ao 

longo de uma semana, três grupos receberam uma única sessão de alongamento e foram 

avaliados imediatamente após 2, 3 e 7 sessões (n=5), ou seja, o grupo “2 sessões” foi 

alongamento diariamente por dois dias consecutivos; o grupo “3 sessões” foi 

alongamento diariamente por três dias consecutivos e o grupo “7 sessões” foi 

alongamento diariamente por 7 dias consecutivos. Um grupo controle (n=5), não 

submetido a nenhum procedimento também foi analisado.  

O músculo sóleo foi escolhido por ser uniarticular e por apresentar suas fibras 

distribuídas de tendão a tendão. Além disso, o músculo sóleo tem sido amplamente 

utilizado em prévios estudos investigando o efeito do alongamento no músculo 
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esquelético (COUTINHO et al., 2004, GOMES et al., 2004 e 2006). 

Os músculos sóleos da pata esquerda de todos os animais foram removidos, 

pesados, e cortados em quatro partes iguais no sentido transversal (Esquema 1). Como 

são controversos os resultados da literatura a respeito da distribuição dos MRFs ao 

longo da fibra muscular (CARSON & BOOTH, 1998; ZÁDOR et al., 1999; HILL & 

GOLDSPINK, 2003), a escolha das regiões distais do músculo sóleo para a extração do 

RNA total, baseou-se em experimentos prévios realizados no laboratório de Morfologia 

Muscular (ICB-I USP São Paulo), nos quais constatou-se que havia maior expressão da 

myoD na região distal do músculo, quando comparado com o ventre muscular. Assim, 

as partes distais de cada músculo foram congeladas em nitrogênio líquido e 

armazenadas a -80oC para avaliação da expressão gênica da myoD, miostatina e 

atrogina-1, enquanto as porções mediais foram congeladas em isopentano e 

armazenadas a -80oC para análise da morfologia. Após a retirada dos músculos sóleos, 

os animais foram eutanaziados com overdose anestésica. 

 

 

Esquema 1: divisão do músculo sóleo  após sua retirada. 

 

Alongamento muscular 

Para se efetuar o alongamento passivo no músculo sóleo esquerdo, os animais 

foram previamente anestesiados com ketamina (95 mg/kg) e xilazina (12 mg/kg) intra 

peritonealmente. Posteriormente, a articulação tibio-társica foi posicionada em flexão 
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dorsal máxima para alongamento do músculo sóleo e mantida manualmente nessa 

posição por 1 minuto, seguido por 30 segundos de intervalo e novamente colocado na 

posição alongada por 1 minuto, repetindo-se por 10 vezes (Figura 1). Esse modelo de 

alongamento foi modificado do artigo de IKEDA et al. (2004) e foi escolhido por se 

tratar de um programa clínico utilizado na reabilitação e no esporte em humanos. 

 

 

 

Figura 1- Protocolo de alongamento 

 

Extração de RNA total 

A extração de RNA total de cada animal foi obtida utilizando-se o reagente 

Trizol (Gibco). A absorbância das amostras foi determinada por espectrofotometria, no 

comprimento de onda de 260nm. Para avaliar a qualidade do RNA isolado foi 

determinada a razão entre as absorbâncias a 260 e 280 nm (razão ≥ 1.8). Também foi 

avaliada a qualidade do material por eletroforese das amostras (1,5μg de RNA total) em 

gel desnaturante de agarose-formamida (1%), em tampão MOPS (40mM de ácido 

morfolinopropanosulfônico).  
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Transcrição Reversa 

A reação da transcrição reversa (RT) contendo 1 μg de RNA total, 1 μl de oligo 

(dT) primer (Invitrogen, Carlsbad, CA) e água (para volume de 10,5μl) foi incubada à 

70ºC por 10 min e então resfriada rapidamente em gelo. Adicionou-se a cada amostra 

uma mistura contendo: 1μl de dNTPmix (deoxynucleotide triphosphate) contendo 0.2 

mmol·L-1 de cada dNTP (ATP, CTP, GTP e TTP) (Promega, Madison, WI), 2μl de 

DTT 0.1 mol·L-1, 4μl de tampão 5x e 200U da enzima M-MLV RT (Promega, Madison, 

WI) e então as amostras foram reaquecidas a 42ºC por 60 min e a 95ºC por 10 min.  

A integridade do produto da RT (cDNAs) foi conferida através da realização de 

gel de agarose (1%) não desnaturante, corado com brometo de etídeo. 

 

Real Time-PCR 

As reações em cadeia polimerase (PCR) foram realizadas em um equipamento 

que monitora a geração de amplicons em tempo real (PCR real-time, Applied 

Biosystems- GeneAmp 5700). As reações foram efetuadas utilizando-se 40ng/μl de 

cDNA, para todos os genes avaliados, adicionado a uma reação contendo 25μl de 

SYBR® Green PCR master mix, e as seguintes concentrações de senso e antisenso para 

cada gene avaliado: 400nM de miostatina; 400nM de atrogina-1 e 300nM de myoD, em 

uma solução com volume final de 55μl, dividido em dois tubos (duplicata). As 

condições de ciclagem consistiram em 2 passos: 50ºC por 2 min e 95º por 10min, 

seguido de 40 ciclos com duas etapas, 15s de denaturação à 95ºC e 60s de anelamento à 

60ºC. 

Após a reação de PCR, foi possível determinar o início da fase de amplificação 

exponencial (Ct, cycle threshold) de cada amostra, que foi utilizado como dado para a 

análise da expressão gênica dos genes myoD, miostatina e atrogina-1. 
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Primers 

Os oligonucleotídeos, que foram utilizados como primers, para as reações em 

cadeia polimerase, estão descritos na Tabela 1: TFIID (utilizado como controle interno), 

miostatina e atrogina-1, foram construídos utilizando-se o Primer Express Software 2.0 

(Applied Biosystems, Foster City, CA); a sequencia da myoD foi obtida de HILL & 

GOLDSPINK (2003)  

Tabela 1: Primers  

Primer Senso Antisenso 

TFIID CCACCAACTGCTTAGCACC GCCAAATTCGTTGTCATACC 

myoD GGAGACATCCTCAAGCGATGC 

 

AGCACCTGGTAAATCGGATTG 

 

miostatina AGTGACGGCTCTTTGGAAGATG AGTCAGACTCGGTAGGCATGGT 

 

atrogina-1 TACTAAGGAGCGCCATGGATACT

 

GTTGAATCTTCTGGAATCCAGGAT 

 

Os códigos de acesso no GenBank para os genes TFIID, miostatina e atrogina-1, são D01034, AF019624 

e AF441120, respectivamente. 

 

Análise Morfológica 

Uma das porções mediais do músculo sóleo esquerdo foi submetida a cortes 

histológicos transversais e seriados (10 μm), em micrótomo criostato, mantido à 

temperatura de –25ºC. As lâminas com os cortes histológicos foram coradas com azul de 

toluidina (TB) para avaliação morfológica geral das fibras musculares e também foram 

submetidas à reação de Fosfatase Ácida para avaliar sinais de atividade lisossomal 

permitindo assim identificar possíveis sinais de necrose (lesão).  
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Análise Estatística  

Inicialmente, os dados foram submetidos aos testes de Homogeneidade e 

Normalidade, seguido por ANOVA e teste post hoc de Tukey (paramétrico). Os valores 

foram considerados significativos quando p ≤ 0.05.  
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RESULTADOS 

 

Peso Muscular 

Não houve diferença nos pesos dos músculos sóleos entre os grupos avaliados. (Tabela 

2). 

Tabela 2: Peso dos músculos sóleos.  

Grupos Período de Avaliação Peso (g) 

 

Controle 

  

0.18±0.004 

Alongamento Único Imediatamente após (I) 0.18±0.005 

 8h 0.18±0.004 

 24h 0.18±0.004 

 48h 0.19±0.005 

 72h 0.18±0.005 

 168h 0.17±0.007 

Alongamento diário 2 sessões 0.18±0.004 

 3 sessões 0.17±0.004 

 7 sessões 0.18±0.007 

  Os resultados estão expressos como média ± desvio padrão; n= 5 por grupo. 

 

Morfologia 

Os músculos sóleos de todos os grupos apresentaram fibras musculares normais. 

Nenhum sinal de lesão foi encontrado nos músculos sóleos submetidos ao alongamento 

(Figura 2).  
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Figura 2 – Cortes transversais seriados do músculo sóleo corado com Azul de 

Toluidina (A, C e E) e submetido à reação de Fosfatase àcida (B, D e F). A e B: 

músculo sóleo controle; C e D: músculo sóleo submetido a uma única sessão de 
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alongamento e avaliado 24h após; E e F: músculo sóleo submetido a sessões diárias de 

alongamento e avaliado após 7 sessões. Note que todos os grupos apresentaram a fibra 

muscular normal. Barra: 100 μm. Os asteriscos (*) identificam o mesmo grupo de fibras 

musculares submetidos à coloração de Azul de Toluidina e a reação de Fosfatase Ácida.  
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Expressão da myoD  

Após uma única sessão de alongamento houve um aumento na expressão gênica da 

myoD após 24h (1.69 ± 0.4 vezes, P < 0.05), quando comparada ao grupo controle. No 

entanto, não houve alteração da sua expressão após sessões diárias de alongamento 

(Figura 3). 

 

Figura 3 – O efeito do alongamento passivo nos níveis de RNAm da myoD. A: 

Músculo sóleo submetido a uma única sessão de e avaliado imediatamente (I), 8, 24, 48, 

72 e 168h. B: Músculo sóleo submetido a sessões diárias e avaliado após 2, 3, e 7 

sessões.* P < 0.05 (ANOVA), quando comparada ao grupo controle (C). Os resultados 

estão expressos como média ± desvio padrão; n= 5 por grupo. 
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Expressão da miostatina  

Um aumento da expressão da miostatina foi encontrado imediatamente após (1,63 ± 0,2 

vezes, P < 0,0005) e 168h após (1,34 ± 0,04 vezes, P ≤ 0,01) uma única sessão de 

alongamento, comparado ao grupo controle. A miostatina também aumentou após 7 

sessões diárias de alongamento (1,60 ± 0,27 vezes, P ≤ 0,01) (Figura 4).  

 

 

Figura 4 – O efeito do alongamento passivo nos níveis de RNAm da miostatina. A: 

Músculo sóleo submetido a uma única sessão de e avaliado imediatamente (I), 8, 24, 48, 

72 e 168h. B: Músculo sóleo submetido a sessões diária de e avaliado após 2, 3, e 7 

sessões.* P < 0,05 (ANOVA), quando comparada ao grupo controle (C). Os resultados 

estão expressos como média ± desvio padrão; n= 5 por grupo. 
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Expressão da atrogina-1  

Os músculos sóleos apresentaram um aumento na expressão da atrogina-1 48h após 

uma única sessão de alongamento, quando comparada ao grupo controle. A atrogina-1 

também aumentou após 2 (3,77 ± 0.5 vezes, P < 0,005), 3 (4,26 ± 0,6 vezes, P < 0,0005) 

e 7 (3,27 ± 0,5 vezes, P < 0,005) sessões diárias de alongamento (Figura 5). 

 

Figura 5 – O efeito do alongamento passivo nos níveis de RNAm da atrogina-1. A: 

Músculo sóleo submetido a uma única sessão de e avaliado imediatamente após (I), 8, 

24, 48, 72 e 168h. B: Músculo sóleo submetido a sessões diária de e avaliado após 2, 3, 

e 7 sessões.* P < 0,05 (ANOVA), quando comparada ao grupo controle (C). Os 

resultados estão expressos como média ± desvio padrão; n= 5 por grupo. 
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DISCUSSÃO 

 

Os resultados mostraram que uma única curta sessão de alongamento (10 

minutos no total) é capaz de aumentar a expressão dos três genes analisados, enquanto 

que várias sessões de alongamento aumentaram apenas a expressão da miostatina e da 

atrogina-1. Esses resultados indicam que esse programa de alongamento é capaz de 

estimular o remodelamento muscular por meio de diferentes vias de sinalização. Nosso 

estudo fornece novas informações sobre a expressão destes genes no músculo 

esquelético submetidos a curtos períodos de alongamento, semelhante ao utilizado em 

seres humanos durante a reabilitação e em atividades esportivas para manter ou 

recuperar a amplitude de movimento e flexibilidade (BANDY & IRON, 1994; BANDY 

et al., 1997).  

Vários trabalhos têm mostrado o aumento da expressão da MyoD (LOWE et al., 

1998; LOWE & ALWAYS, 1999; ZADOR et al., 1999; HILL & GOLDSPINK, 2003) 

quando o músculo é mantido imobilizado em posição alongada. Porém, em todos estes 

estudos o músculo é alongado por longos períodos de tempo, o que não é normalmente 

utilizado em humanos na reabilitação e nas atividades esportivas para recuperação ou 

ganho de flexibilidade.  

EPPLEY et al. (1993) identificaram aumento na expressão do qmf1, um 

homólogo da myoD, em músculo de frango imobilizado em posição alongada entre 3 

a16h. ZÁDOR et al. (1999) também relatou aumento na expressão gênica da myoD, em 

músculo sóleo de rato, alongado por imobilização durante 3 dias. HILL & 

GOLDSPINK (2003) verificaram aumento nos níveis de RNAm da myoD no músculo 

tibial anterior de rato mantido por 24h alongado por imobilização e eletroestimulado. 

Além disso, foi observado que 3h após a realização de 30 contrações excêntricas, a 
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expressão gênica da myoD apresentou aumento no músculo tibial anterior de rato 

(PETERS et al., 2003).  

A elevação dos níveis de myoD poderia estar relacionada com a proliferação das 

células satélites (GROUNDS et al., 1992). Tal fato sugere que a elevação nos níveis de 

RNAm da myoD apresentados nesse estudo pode ter sido decorrente da proliferação das 

células satélites, a qual se inicia entre 24-48h após estímulos hipertróficos ou em 

processo de regeneração, induzindo também a expressão de MRFs, como relatado por 

GROUNDS et al. (1992). Nesse mesmo estudo, ainda observou-se que o pico na 

expressão gênica da myoD em células mononuclares foi detectado 24h após um 

estímulo de lesão.  

O fator de crescimento semelhante à insulina (IGF-1) está relacionado com o 

processo de hipertrofia muscular por ativar a via da fosfatidil-inositol 3-quinase (PI3K)-

Akt (GLASS, 2003). Foi demonstrado que a interação entre a Rho, uma proteína 

ligadora de GTP e o fator soro de resposta (SRF), uma proteína ligadora de DNA, 

participam da via que controla a expressão gênica da myoD. Destaca-se ainda que a 

ativação Rho/SRF é dependente do IGF (HILL et al., 1995; CARNAC et al., 1998). 

Assim, pode ser proposto que se o IGF está relacionado com o mecanismo de 

hipertrofia muscular e a ativação da myoD depende da ativação Rho/SRF, a elevação 

nos níveis de mRNA da myoD induzida por uma única sessão de alongamento de 10min 

foi suficiente para produzir um estímulo hipertrófico. Além disso, foi ainda reportado 

que a indução da via IGF-1/PI3K/Akt impede a indução de mediadores da atrofia, como 

a atrogina-1 (STITT et al., 2004).  

Por outro lado, a expressão da myoD não foi observada com várias sessões de 

alongamento. Interessantemente, alguns estudo mostram que a miostatina e a atrogina-1 

são capazes de regular a expressão da myoD. LANGLEY et al. (2002), demonstraram 
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que a síntese da myoD pode ser inibida pela miostatina em cultura de mioblastos, 

sugerindo uma função regulatória negativa sobre a myoD. TINTIGNAC et al. (2005) 

também relataram que o aumento da expressão da atrogina-1/MAFbx em cultura de 

proliferação de mioblastos antagoniza a diferenciação, induzindo a degradação da 

myoD e prevenindo a ativação de genes músculo-especificos. Esse estudo demonstra 

que a partir de 48h a expressão da atrogina-1 aumenta, enquanto a myoD não se altera. 

Desse modo, a ausência das mudanças da expressão da myoD com várias sessões de 

alongamento poderia estar associada ao aumento da expressão da atrogina-1. 

Com relação a miostatina, os resultados de sua expressão no músculo 

esquelético submetido ao estímulo hipertrófico são controversos. Estudo em animais 

mostraram uma diminição na expressão da miostatina em reposta ao retorno a atividade 

após condições de atrofia (MATSAKAS & DIEL, 2005). No entanto, foi demonstrado 

que o exercício excêntrico induziu um aumento na expressão gênica da miostatina, tanto 

em ratos (PETERS et al., 2003) quanto em humanos (WILLOUGHBY, 2004), enquanto 

que o treinamento concêntrico reduziu a sua expressão (ROTH et al., 2003). Esses 

achados sugerem que o nível de estresse na fibra muscular poder ser determinante na 

resposta do gene da miostatina. Existe apenas um trabalho avaliando a expressão da 

miostatina no alongamento, que mostrou que essa proteina não foi alterada após uma 

sessão de alongamento mantida por 30min (GOMES et al., 2006). Em contraste, nossos 

resultados mostraram aumentos da miostatina imediatamente após e 168h após uma 

única sessão de alongamento, assim como após 7 sessões diárias. Embora este um efeito 

não seja esperado, existem relatos na literatura de estímulos que promovem picos de 

expressão gênica de caráter bifásico (REHNMARK et al., 1992). Estes efeitos em geral 

utilizam diferentes mecanismos moleculares. O primeiro pico geralmente ocorre por 

conta de aumento da taxa de transcrição, e o aumento mais tardio ocorre devido a um 
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aumento da estabilidade do RNAm.  

Estudos prévios têm descrito uma diminuição na área de secção transversa de 

fibras musculares submetidas ao alongamento do músculo sóleo (STAUBER et al., 

1994; GOMES et al., 2004), o que sugere um envolvimento de vias celulares de 

degradação. Os resultados apresentados nesse estudo confirmam essa hipótese, uma vez 

que foi observado um aumento na expressão gênica da atrogina-1 e da miostatina 

quando o alongamento foi realizado diariamente. Porém, a ausência de sinais de lesão 

muscular nos músculos submetidos ao alongamento associada ao aumento da expressão 

desses genes sugere que o remodelamento muscular induzido não está associado com 

lesão muscular. 

Provavelmente, o alongamento interfere em ambas as vias hipertróficas e 

atróficas e também atue diferentemente no crescimento radial e longitudinal do 

músculo. Nesse sentido, os músculos alongados uma vez por semana apresentaram 

diminuição na área de secção transversa porém sem alteração no número de sarcômeros 

em série (GOMES et al., 2004). Isso estaria de acordo com a idéia que esses genes 

atróficos poderiam também atuar como genes que regulam o crescimento radial e 

longitudinal da fibra em concordância com outras vias de sinalização celular. Desta 

maneira, estes genes podem ter um papel mais complexo do que simplesmente induzir 

sarcopenia em qualquer situação. Assim, estes achados demonstram que existem alguns 

mecanismos que regulam diferentemente a plasticidade muscular quando o alongamento 

é realizado.  

O presente estudo apresenta novas evidências a respeito do efeito do 

alongamento passivo realizado em curtos períodos sobre a expressão de genes 

relacionados com a hipertrofia e com a atrofia muscular.  
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RESUMO 

 

Considerando que curtas sessões de alongamento, como recomendadas em humanos, 

induzem adaptação do tecido muscular e conjuntivo, a hipótese deste estudo foi que 

atividade das MMPs seria modulada por este estímulo. Assim, os níveis de RNAm e de 

atividade das MMPS foram avaliados após o alongamento do músculo sóleo de rato. 

Foram utilizados 50 ratos Wistar (300g) que tiveram a articulação tibio-társica da pata 

posterior esquerda posicionada de forma passiva e manual em flexão dorsal máxima 

para o alongamento do músculo sóleo. Cada sessão consistiu de 10 alongamentos de 1 

min de duração e 30s de repouso entre cada repetição. Cinco grupos de animais foram 

submetidos a uma única sessão de alongamento e avaliados imediatamente após (I, 

n=5), 8h (n=5), 24h (n=5) 48h (n=5), 72h (n=5) e 168h (n=5) após a sessão de 

alongamento. Outros três grupos foram avaliados após 2, 3 e 7 sessões diárias de 

alongamento (n=5), sendo uma sessão realizada por dia. Um grupo controle (n=5) 

também foi analisado. Os músculos sóleos esquerdo de todos os animais, foram 

retirados para avaliação da atividade de MMP-2 e MMP-9 por meio da técnica de 

zimografia e para avaliação dos níveis de RNAm da MMP-2, por meio da técnica de 

PCR (reação em cadeia polimerase) em tempo real. Uma única sessão ou várias sessões 

de alongamento não alteraram a atividade e a expressão gênica da MMP-2 em relação 

ao grupo controle. A Atividade da MMP-9 não foi detectada. Em conclusão, apesar de 

trabalhos prévios do nosso laboratório mostrarem que curtos períodos de alongamento 

induzem remodelamento da fibra muscular e do tecido conjuntivo, os resultados do 

presente estudo indicaram que a MMP-2 e MMP-9 não estão envolvidas neste processo.  
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Introdução 
 

O músculo esquelético tem a propriedade de se adaptar a diferentes estímulos 

que dependem das mudanças na demanda muscular resultando em modificações 

moleculares, estruturais e funcionais, também conhecido como plasticidade muscular. 

Tanto os estímulos hipertróficos como os atróficos envolvidos no 

remodelamento muscular levam a reorganização das fibras e da matriz extracelular 

(MEC). A MEC é constituída por proteínas organizadas e estruturadas que fornecem 

força, suporte e proteção para as fibras musculares e desempenham uma importante 

função na transmissão da força e elasticidade para os tecidos (KOSKINEN et al., 2002; 

CARMELI et al., 2005). Os principais componentes da MEC do músculo esquelético 

são os colágenos fibrilares do tipo I e III enquanto que o colágeno não fibrilar do tipo 

IV, está localizado na membrana basal (KOSKINEN et al., 2002). 

Para a ocorrência do remodelamento da MEC são necessários vários eventos que 

conduzem à degradação proteolítica dos componentes extracelulares, nos quais as 

metaloproteases de matriz (MMPs) possuem um papel fundamental (STAMENKOVIC, 

2000; PAGE-MC CAW et al., 2007). A família das MMPs são compostas por mais de 

20 membros subdivididos em colagenases, estromelisinas, gelatinases e MMP do tipo 

membrana (STAMENKOVIC, 2000). Estas proteases extracelulares são Ca2+ e Zn2+ 

dependentes, secretadas na forma de pro-enzimas, necessitando da sua ativação para 

desempenhar sua atividade proteolítica, sendo sua inibição decorrente da atividade de 

inibidores teciduais de matriz extracelular, os TIMPs (NAGASE e WOESSNER, 1999).  

A atividade das MMPs devem ser precisamente reguladas devido ao seu potente 

efeito tecidual, uma vez que a quebra desse balanço está estritamente relacionado aos 

processos patológicos. Desse modo, suas atividades são reguladas em diferentes níveis: 
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transcricional, ativação proteolítica e a inibição da enzima ativa (STAMENKOVIC, 

2000; PAGE-MC CAW et al., 2007). A degradação proteolítica dos componentes da 

MEC pode resultar em diferentes efeitos (revisado por PAGE-MC CAW et al., 2007) 

tais como: aumento do espaço extracelular para permitir a migração celular, liberação 

de moléculas sinalizadoras [como: fator transformante de crescimento (TGF-β), o fator 

de crescimento vascular endotelial (VEGF), entre outros], degradação de junções 

intercelulares ou da membrana basal como, por exemplo, no crescimento dos vasos 

sanguíneos (revisado por BROWN & HUDLICKA, 2003), na regeneração (KHERIF et 

al., 1999; KOSKINEN et al., 2002) e no processo de remodelamento (KOSKINEN et 

al., 2001).  

Nas últimas décadas, o maior interesse sobre as funções das MMPs estava 

relacionado as suas funções nos processos patológicos como na artrite reumatóide, 

metástase e câncer (STAMENKOVIC, 2000; CHANG e WERB, 2001). No entanto é 

interessante notar o envolvimento dessas proteases nos processos fisiológicos 

envolvendo mudanças na demanda, como a que ocorre no exercício físico (KOSKINEN 

et al., 2001, 2002; CARMELI et al., 2005), imobilização (AHTIKOSKI et al., 2003), 

regeneração (KHERIF et al., 1999; KOSKINEN et al., 2002) e desnervação 

(DEMESTRE et al., 2005). Porém, existem poucas informações sobre a atividade das 

MMPs no músculo esquelético submetido ao alongamento. 

As MMP-2 e 9 (gelatinases A e B, respectivamente) são as principais 

metaloproteases envolvidas no remodelamento do músculo esquelético tanto com as 

mudanças da demanda como em resposta a lesão (CARMELI et al., 2004). Sob 

condições basais, o músculo produz constitutivamente a MMP-2 (KHERIF et al., 1999). 

Por outro lado, a MMP-9 é tipicamente ausente na MEC do músculo normal, sendo 

ativada somente nos músculos lesados (KHERIF et al., 1999).  
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Esta bem descrito na literatura que o alongamento muscular é um potente sinal 

mecânico que induz a síntese protéica e o crescimento muscular (GOLDSPINK, 1992; 

GOLDSPINK et al., 2002; COUTINHO et al., 2004, 2006). Em humanos, o 

alongamento é amplamente usado na reabilitação e nas atividades esportivas para ganho 

de amplitude de movimento e flexibilidade. Os modelos animais para examinar os 

efeitos do alongamento na plasticidade muscular comumente usam esse estímulo de 

forma passiva e crônica (dias ou semanas) por meio de imobilização usando gesso 

(ANSVED, 1995; HARJOLA et al., 2000) ou fita adesiva (WILLIAMS, 1988; GOMES 

et al., 2006). Por outro lado, curtos períodos de alongamento passivo (30 segundos a 1 

minuto) têm sido recomendados para reduzir o encurtamento muscular em humanos 

devido a sua efetividade no ganho da amplitude de movimento e flexibilidade (BANDY 

& IRON, 1994; BANDY et al., 1997).  

Considerando estudos prévios do nosso laboratório em que curtos períodos de 

alongamento induziram adaptação muscular, alteração da expressão gênica (GOMES et 

al., 2004, 2006; PEVIANI et al., 2007) e foram também efetivos no remodelamento do 

tecido conjuntivo após imobilização (COUTINHO et al., 2006), a hipótese desse estudo 

foi que a atividade das MMPs também se alteraria com curtos períodos de alongamento.   
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Desenho Experimental 

Foram utilizados 50 ratos Wistar, com peso corporal médio de 300 gramas, obtidos 

do Biotério Central da Universidade Federal de São Carlos, e mantidos em biotério 

próprio do Departamento de Fisioterapia. Eles foram isolados e mantidos em gaiolas 

plásticas padrão, em condições ambientais controladas (luminosidade: 12 horas de ciclo 

claro/escuro) com livre acesso à água e ração peletizada. O projeto foi conduzido 

segundo as normas para experimentação animal definidas pelo Comitê de Ética Animal 

da UFSCar. 

Os animais foram aleatoriamente divididos em 10 grupos de cinco animais cada. 

Eles foram anestesiados com intraperitoneal injeções de xilazina (12 mg.kg-1) e 

cetamina (95 mg.kg-1) para o procedimento de alongamento e retirada dos músculos. 

Eles foram então eutanasiados com uma overdose anestésica. 

Cada sessão consistiu de 10 de alongamentos, com 1 min de duração cada um, e 30s 

de repouso entre cada repetição. Os animais tiveram a articulação tibio-társica esquerda 

posicionada de forma passiva e manual em flexão dorsal máxima para o alongamento 

do músculo sóleo. Cinco grupos de animais foram submetidos a uma única sessão de 

alongamento e avaliados imediatamente após (I, n=5), 8h (n=5), 24h (n=5) 48h (n=5), 

72h (n=5) e 168h (n=5). Para avaliar o efeito de sessões repetitivas de alongamento no 

músculo sóleo ao longo de uma semana, três grupos de animais receberam uma única 

sessão de alongamento e foram avaliados imediatamente após 2, 3 e 7 sessões (n=5), ou 

seja, o grupo “2 sessões” foi alongamento diariamente por dois dias consecutivos; o 

grupo “3 sessões” foi alongamento diariamente por três dias consecutivos e o grupo “7 

sessões” foi alongamento diariamente por 7 dias consecutivos. Um grupo controle 
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(n=5), não submetido a nenhum procedimento também foi analisado.  

O músculo sóleo foi escolhido por ser uniarticular e por apresentar suas fibras 

distribuídas de tendão a tendão. Além disso, o músculo sóleo tem sido amplamente 

utilizado em prévios estudos investigando o efeito do alongamento no músculo 

esquelético (COUTINHO et al., 2004, 2006; GOMES et al., 2004, 2006, PEVIANI et 

al., 2007). 

Os animais, de todos os grupos, tiveram o músculo sóleo da pata esquerda 

removidos, pesados, e cortados em quatro partes iguais no sentido transversal, 

congelado em nitrogênio líquido e armazenados a -80oC. As partes distais de cada 

músculo congelado foram utilizadas avaliação da expressão gênica, enquanto as porções 

mediais foram utilizadas para análise de zimografia.  

 

Alongamento muscular 

Para se efetuar o alongamento passivo no músculo sóleo esquerdo, os animais 

foram previamente anestesiados com cetamina (95 mg/kg) e xilazina (12 mg/kg) intra 

peritoneal. Em seguida, os animais foram pesados. Cada sessão de alongamento 

consistiu em 10 alongamentos de 1 minuto, seguido por 30 segundos de intervalo entre 

eles, onde a articulação tibio-társica foi colocada em flexão dorsal máxima para 

alongamento do sóleo e mantida manualmente nessa posição como descrito previamente 

por PEVIANI et al. (2007). 

 

Dosagem de proteínas 

A concentração de proteínas foi determinada utilizando-se o kit BCATM Protein 

Assays (Pierce), segundo instruções do fabricante. Esse método é baseado no ácido 

bicinchonínico (BCA) para detecção colorimétrica e quantificação de proteínas totais. 



 57

As absorbâncias da curva padrão e das amostras de interesse foram lidas a 562 nm e a 

concentração protéica estimada a partir delas. 

 

Zimografia 

A metodologia empregada foi adaptada de MARQUETI et al. (2006). O tecido 

congelado foi lavado 3 a 4 vezes com solução salina gelada e incubado com o tampão 

de extração (10 mM de ácido cacodílico, pH 5,0; 150mM de NaCl; 1μM de ZnCl2; 

20mM de CaCl2; 1,5mM de NaN3 e 0,01% de Triton X-100) à 4oC, com agitação 

contínua, durante 24 horas. Após este tempo, o tampão de extração foi coletado por 

centrifugação. Iguais quantidades de proteína total (30 μg / poço) compostas por um 

pool de 5 músculos sóleos por grupo (6 μg per animal) foram submetidas a eletroforese 

em quadruplicata.  

Os géis de zimografia consistiram de géis de poliacrilamida (10%) com gelatina 

(100mg/ml) na presença de SDS sob condições não reduzidas. A eletroforese (100 V) 

foi realizada até o corante atingir a base do gel. Após a eletroforese, o gel foi lavado 2 

vezes durante 30 minutos em solução 2,5 % de Triton X-100 para remoção do SDS. Em 

seguida, o gel foi incubado em tampão de substrato (50mM de Tris-HCl, pH 8,5; 5mM 

de CaCl2 e 0,02% NaN3) à 37º C, durante 24 horas. Após este tempo, o gel foi corado 

com Coomassie Blue por 30 minutos e descorado com ácido acético: metanol: água 

(1:4:5) para visualização das bandas de atividade. As bandas de atividade foram 

visualizadas como bandas claras contra o fundo azul, indicando a proteólise do 

substrato. As amostras também foram testadas na presença de 15mM EDTA. A massa 

molecular das bandas de atividades gelatinolítica foi determinada por comparação com 

marcador de massa molecular PageRulerTM Prestained Protein Ladder (Fermentas Life 

Sciences, Burlington, ON). 
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Análise Densitométrica 

A análise densitométrica quantitativa das bandas que compõem a MMP-2 foi 

realizada utilizando o software Gene Tools versão 3,06 (Syngene, Cambridge, UK). 

 

Extração de RNA total 

A extração de RNA total de cada animal foi obtida utilizando-se o reagente 

Trizol (Gibco). A absorbância das amostras foi determinada por espectrofotometria, no 

comprimento de onda de 260nm. Para avaliar a qualidade do RNA isolado foi 

determinada a razão entre as absorbâncias a 260 e 280 nm (razão ≥ 1.8). Também foi 

avaliada a qualidade do material por eletroforese das amostras (1,5μg de RNA total) em 

gel desnaturante de agarose-formamida (1%), em tampão MOPS (40mM de ácido 

morfolinopropanosulfônico).  

 

RT-PCR (Reverse Transcriptase – Polymerase Chain Reaction) 

A reação da transcrição reversa (RT) contendo 1 μg de RNA total, 1 μl de oligo 

(dT) primer (Invitrogen, Carlsbad, CA) e água (para volume de 10,5μl) foi incubada à 

70ºC por 10 min e então resfriada rapidamente em gelo. Adicionou-se a cada amostra 

uma mistura contendo: 1μl de dNTPmix (deoxynucleotide triphosphate) contendo 0.2 

mmol·L-1 de cada dNTP (ATP, CTP, GTP e TTP) (Promega, Madison, WI), 2μl de 

DTT 0.1 mol·L-1, 4μl de tampão 5x e 200U da enzima M-MLV RT (Promega, Madison, 

WI) e então as amostras foram reaquecidas a 42ºC por 60 min e a 95ºC por 10 min.  

A integridade do produto da RT (cDNAs) foi conferida através da realização de 

gel de agarose (1%) não desnaturante, corado com brometo de etídeo. 
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Real Time-PCR 

As reações em cadeia polimerase (PCR) foram realizadas em um equipamento 

que monitora a geração de amplicons em tempo real (PCR real-time, Rotor Gene 3000). 

As reações foram efetuadas utilizando-se 40ng/μl de cDNA, para todos os genes 

avaliados, adicionado a uma reação contendo 25μl de SYBR® Green PCR master mix, 

e 180nM do primer, em uma solução com volume final de 55μl, dividido em dois tubos 

(duplicata). As condições de ciclagem consistiram para MMP-2 e GAPDH de 10 min à 

95oC, e então 40 ciclos de 15s à 94oC, 30s à 48oC para MMP-2 e à 56oC para GAPDH, 

respectivamente, e 1 min à 72oC, e então 10 min à 72oC. Para cada gene, todas as 

amostras foram amplificadas simultaneamente e em duplicatas. Os dados foram 

analisados usando o método comparativo do ciclo limiar (Ct). A expressão do gene alvo 

foi normalizada para o gene GAPDH. Além disso, foi utilizado um controle negativo 

contendo RNA, mas não M-MLV RT, para garantir que o produto do PCR não estava 

amplificando DNA genômico (SCHWARTZ et al., 2005). 

 

Primers 

Os oligonucleotídeos, que foram utilizados como primers foram desenhados para 

GAPDH (controle endógeno) no programa Primer Express Software 2.0 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA), enquanto que a seqüência do primer da MMP-2 foi 

descrita por MENON et al. (2005). As seqüências usadas foram  MMP-2 (forward: 

CTGATAACCTGGATGCAGTCGT; reverse: CCAGCCAGTCCGATTTGA) e 

GAPDH (forward: CCACCAACTGCTTAGCCC; reverse: GCCAAATTCGTTG-

TCATACC), ambos de rato. 
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Análise Estatística  

Inicialmente, os dados foram submetidos aos testes de Homogeneidade e 

Normalidade, seguido por ANOVA e teste post hoc de Tukey. Os valores foram 

considerados significativos quando p ≤ 0,05.  

 

RESULTADOS 

 

Detecção da atividade das MMPs  

Os géis de zimografia (Figuras 1 e 2) mostraram a atividade da MMP-2 como 

três bandas bem definidas (72 kDa / pro-MMP-2; 64 kDa / intermediária-MMP-2; e 57 

kDa /ativa-MMP-2) em todos os grupos, como descrito por CARVALHO et al. (2006). 

Esta atividade foi completamente abolida quando os géis foram incubados em substrato 

contendo 15mM EDTA. A densitometria das bandas mostrou que tanto uma única 

sessão (Figura 1) como várias sessões de alongamento (Figura 2) não alteraram a 

atividade da MMP-2 em relação ao grupo controle. A Atividade da MMP-9 não foi 

detectada. 
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Figura 1- Densitometria da zimografia das bandas da MMP-2 em unidades arbitrárias: 

(a) gel de zimografia dos músculos sóleos após uma única sessão de alongamento, e (b) 

análise densitométrica em unidades arbitrárias das bandas (A) pró- (72 kDa), (B) 

intermediára- (64 kDa) e (C) MMP2 ativa (57 kDa). C: grupo controle; I: 

imediatamente após, 8h, 24h, 48h, 72h e 168 horas após uma única sessão de 

alongamento. Resultados expressos em média ± desvio padrão. 

  C         I          8h        24h       48h      72h      168h 
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Figura 2- Densitometria da zimografia das bandas da MMP-2 em unidades arbitrárias: 

(a) gel de zimografia dos músculos soleus após várias sessões de alongamento, e (b) 

análise densitométrica em unidades arbitrárias das bandas (A) pró- (72 kDa), (B) 

intermediára- (64 kDa) e (C) MMP2 ativa (57 kDa). C: grupo controle; 2, 3 e 7 sessões 

de alongamento. Resultados expressos em média ± desvio padrão. 

  C                    2                      3                    7 
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Expressão Gênica 
Considerando que a atividade da MMP-9 não foi detectada em nenhum dos 

grupos, foi avaliada a expressão gênica somente da MMP-2. Novamente, uma única 

sessão (Figura 3a) e várias sessões de alongamento (Figura 3b) não alteraram a 

expressão gênica da MMP-2 em relação ao grupo controle. 

 
Figura 3- Níveis de RNAm da MMP-2 no músculo soleus de rato. (a): avaliados após 

uma única sessão. (b): avaliado após várias sessões. C: grupo controle; 2, 3 e 7 sessões 

de alongamento. Resultados expressos em média ± desvio padrão. 
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DISCUSSÃO 
 

 

Os resultados do presente estudo mostraram que curtos períodos de alongamento 

muscular não alteraram a atividade e a expressão gênica da MMP-2, bem como a 

atividade da MMP-9 tanto após uma única sessão, como após várias sessões de 

alongamento, sugerindo que este estímulo não foi capaz de alterar essas MMPs. Por 

outro lado, este mesmo modelo de alongamento alterou três genes músculo-específicos 

relacionados à hipertrofia e atrofia muscular (PEVIANI et al., 2007), e também induziu 

a reorganização das bandas de colágeno medidas por birrefringência após imobilização 

(COUTINHO et al., 2006). Existem poucos estudos na literatura a respeito dos efeitos 

do alongamento na atividade das MMPs no músculo esquelético. 

Alguns estudos mostram que alterações na demanda muscular tanto por estímulo 

hipertrófico como atrófico alteram a resposta das MMPs. AHTIKOSKI et al. (2003) 

mostraram um aumento tanto na atividade como no RNAm da MMP-2 nos músculos 

sóleos, gastrocnêmio e extensor digital longo após imobilização em posição de 

alongamento e encurtamento por 1, 3 e 7 dias, mas não na atividade da MMP-9. O 

presente estudo também não encontrou presença na atividade da MMP-9, corroborando 

os achados de AHTIKOSKI et al. (2003). Em contraste, o presente estudo não observou 

alteração na expressão e na atividade da MMP-2 após curtos períodos de alongamento. 

AHTIKOSKI et al. (2003) usaram o modelo de imobilização para manter o músculo sob 

constante tensão mecânica por longos períodos de tempo (dias), enquanto o presente 

estudo utilizou curtos períodos de tensão (10 alongamentos de 1 min cada). A 

comparação entre estes estudos sugere que o tempo de duração do alongamento é 



 65

importante na regulação das MMPs no músculo esquelético. Possivelmente, o período 

de tempo do alongamento foi responsável pelos resultados distintos. 

A ativação das MMP-2 e -9 também está envolvida na regeneração muscular. 

KHERIF et al. (1999) associaram a expressão diferencial da MMP-2 e MMP-9 no 

músculo tibial anterior (TA) com o período de regeneração muscular. A atividade da 

MMP-2, que é expressa constitutivamente no TA normal, está relacionada com a 

regeneração das novas miofibrilas provavelmente para degradar o colágeno tipo IV da 

membrana basal durante a proliferação, migração e fusão dos mioblastos. Por outro 

lado, a ativação da MMP-9 está relacionada à fase inflamatória aguda e provavelmente à 

ativação das células satélites. KOSKINEN et al. (2002) também correlacionaram o 

padrão diferencial da MMP-2 e –9 com os diferentes estágios do processo de 

regeneração no TA após exercício excêntrico, sugerindo que a atividade da MMP-9 

depende da severidade da lesão muscular. A não detecção da atividade da MMP-9 no 

presente estudo corrobora com os achados prévios de nenhum sinal de lesão muscular, 

observado nas análises histoquímicas, utilizando o mesmo modelo de alongamento no 

músculo sóleo de rato (PEVIANI et al., 2007). 

No exercício físico, KOSKINEN et al. (2001) mostraram alterações nos níveis 

de RNAm e proteína tanto do colágeno tipo IV como da MMP-2 após lesão induzida 

por corrida em esteira nos músculos sóleo e quadríceps femoral de ratos, mas não na 

MMP-9, sugerindo que o aumento da MMP-2 também depende da severidade da lesão 

e, dessa forma, provavelmente refletindo a reorganização da membrana basal. Por outro 

lado, CARMELI et al. (2005), demostraram que o aumento dos níveis de RNAm da 

MMP-2 e da sua proteína aumentaram apenas após exercício de alta intensidade e 

somente nos músculos com alta percentagem de fibras rápidas, sugerindo que a MMP-2 

depende da intensidade do exercício e do tipo de fibra muscular. Desse modo, é possível 
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que no presente estudo os níveis de MMP-2 não se alteram devido a análise do músculo 

sóleos que contem alta percentagem de fibras lentas (88%) (GOMES et al., 2007), e 

provavelmente por causa dos curtos períodos de tensão muscular induzido pelo modelo 

de alongamento utilizado no presente estudo. 

Em conclusão, apesar de trabalhos prévios do nosso laboratório mostrarem que 

curtos períodos de alongamento induzem o remodelamento da fibra muscular e do 

tecido conjuntivo, os resultados do presente estudo indicaram que a MMP-2 e MMP-9 

não estão envolvidas neste processo. Considerando que o protocolo é efetivo para o 

ganho e na manutenção da flexibilidade em humanos, o presente estudo traz novas 

informações sobre a adaptação muscular ao remodelamento induzido pelo alongamento. 
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RESUMO  

 

O músculo desnervado sofre atrofia muscular, degeneração, perda de força e aumento 

da proliferação do tecido conjuntivo, prejudicando as atividades funcionais. A 

estimulação elétrica (EE) e o alongamento (Al) são comumente utilizados na 

reabilitação de músculos desnervados em humanos. No entanto, seus efeitos, 

especialmente sobre a matriz extracelular (MEC), permanecem indeterminados. O 

remodelamento da MEC no músculo esquelético envolve inúmeros eventos que levam a 

degradação proteolítica dos seus componentes, nos quais as metaloproteinases de matriz 

(MMPs) têm um papel crítico. A proposta deste estudo foi avaliar os efeitos da EE, do 

alongamento e de sua associação sobre a expressão gênica e a atividade da MMP-2 

durante a fase inicial da desnervação do músculo tibial anterior (TA) de rato por 

axoniotmese, bem como sobre sua área de secção transversa. Trinta animais foram 

divididos em cinco grupos: (1) normal (N); (2) desnervado (D); (3) desnervado 

submetido à sessões diárias de EE (D+EE); (4) desnervado submetidos à sessões diárias 

de alongamento (D+Al); (5) desnervado submetidos diariamente à EE e ao alongamento 

(D+EE+Al). As técnicas de zimografia e a reação em cadeia da polimerase (PCR) em 

tempo real foram utilizadas para avaliar a atividade e a expressão gênica da MMP-2, 

respectivamente. O alongamento aumentou a atividade da MMP-2 no músculo 

desnervado quando realizado isolado ou em associação com a EE, quando comparado 

com os grupos N, D, D+EE (p <0,01). O alongamento, a EE, bem como sua associação 

aumentaram a expressão gênica da MMP-2 no músculo desnervado quando comparados 

aos grupos N e D (p <0,05). Nenhuma das intervenções (EE, Al ou EE+Al) reduziu a 

atrofia da fibra muscular após a desnervação. Dessa forma, o alongamento é o principal 

estímulo que leva a ativação da MMP-2, enquanto a EE e o alongamento são capazes de 

aumentar a expressão gênica da MMP-2 no músculo desnervado de rato, sugerindo o 

remodelamento da MEC. 

 

 

Palavras-chave: músculo esquelético, lesão nervosa, reabilitação, MMP-2, 

axoniotmese, fisioterapia. 
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ABREVIATURAS 

AST: área de secção transversa 

MEC: matriz extracelular 

EE: estimulação elétrica 

GAPDH: gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 

MMP-2: metaloproteinase de matriz 2 

MMP-9: metaloproteinase de matriz 9 

RNAm: ácido ribonucléico mensageiro  

PCR: reação em cadeia da polimerase  

Al: Alongamento 

TB: Azul de Toluidina/1% borax 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 75

INTRODUÇÃO  

A atrofia muscular é um dos problemas mais importantes na reabilitação de 

indivíduos com lesões do nervo periférico. Normalmente, esta atrofia está associada à 

perda de força muscular e limitação funcional. Em geral, a reabilitação muscular é 

incompleta (KOUYOUMDJIAN, 2006). 

Além da atrofia muscular, a desnervação provoca uma série de alterações fisiológicas 

e moleculares que envolvem alterações na excitabilidade da fibra muscular (ASHLEY 

et al., 2005; RUSSO et al., 2004, 2007; SALMONS et al., 2005) e aumento da 

expressão de genes da atrofia (BODINE et al., 2001, RUSSO et al., 2007). Além disso, 

a atrofia mediada pela desnervação é marcadamente acompanhada por fibrose e 

aumento da densidade do tecido conjuntivo nos espaços extracelulares (KUMAR et al., 

2006; RUSSO et al., 2008) que aumentam a rigidez e diminuem a extensibilidade 

muscular prejudicando a capacidade do músculo de transmitir força (ARRUDA et al., 

2007). 

As alterações na matriz extracelular (MEC) em torno da fibra muscular requerem a 

ação de enzimas proteolíticas que desempenham um papel crítico na sua reorganização, 

conhecidas por metaloproteinases de matriz (MMPs) (DEMESTRE et al., 2005; 

KHERIF et al., 1998). 

As MMPs são uma família de enzimas proteolíticas, presentes no músculo 

esquelético na junção neuromuscular (JNM) e ao redor das fibras musculares, que 

podem degradar os componentes da MEC incluindo laminina, fibronectina, colágeno 

tipo IV e tenascina (DEMESTRE et al., 2005). Elas são secretadas no músculo 

esquelético pelas células de Schwann (YAMADA et al., 1995), axônios (MUIR, 1994; 

NORDSTROM et al., 1995), células satélites (GUERIN e HOLLAND, 1995), e 

fibroblastos (SCOTT et al., 1998). 
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A função das MMPs no músculo desnervado ainda não está totalmente 

compreendida. No músculo normal, as MMP-2 e MMP-9 estão localizadas na JNM, 

células de Schwann e no perineuro dos nervos intramusculares (KHERIF et al., 1998). 

No entanto, após compressão nervosa, ambas MMPs permanecem presentes na JNM, 

mas sem importante alteração na sua atividade. Por outro lado, no nervo, ocorre uma 

diminuição da atividade da MMP-2 e um aumento da atividade da MMP-9 (KHERIF et 

al., 1998).  

Na tentativa de recuperação do músculo desnervado, duas estratégias terapêuticas 

não-invasivas têm sido comumente utilizadas na reabilitação em humanos: a 

estimulação elétrica (EE) e o alongamento (Al). Recentes estudos em animais 

mostraram que 200 contrações induzidas eletricamente por eletrodos implantados 

podem impedir a atrofia da fibra muscular no músculo desnervado de rato (DOW et al., 

2004; KOSTROMINOVA et al., 2005). Outro estudo, utilizando EE por eletrodos de 

superfície para estimular o músculo tibial anterior (TA) desnervado de rato mostraram 

que poucas contrações musculares (20 contrações / todos os dias) reduziram as 

expressões gênicas de myoD e atrogina-1 envolvidas nas vias hipertróficas e atróficas, 

respectivamente (RUSSO et al., 2007). 

Com relação ao alongamento muscular, está bem descrito que este estímulo é um 

poderoso sinal mecânico que induz à síntese protéica e o crescimento muscular 

(GOLDSPINK, 1999; GOLDSPINK et al., 2002). No entanto, poucos estudos avaliaram 

os efeitos do alongamento no músculo desnervado. LOUGHNA e MORGAN (1999) 

mostraram que o alongamento regula o gene da cadeia pesada da miosina (MHC) por 

meio da tensão gerada pelo sinal mecânico, independentemente da inervação. Além 

disso, SAKAKIMA e YOSHIDA (2003) observaram que o alongamento aplicado 40 
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min por dia, 6 vezes por semana, minimizou a atrofia apenas nas duas primeiras 

semanas de desnervação do músculo sóleo. 

No entanto, não está totalmente esclarecido se a EE, o alongamento, bem como sua 

associação, poderiam afetar o remodelamento da MEC por meio das MMPs. 

KOSKINEN et al. (2000) reportaram que estimulação elétrica funcional (FES) crônica 

de músculos paralizados de sujeitos com lesão medular aumentou o colágeno tipo IV, 

indicando um processo de remodelamento do colágeno intramuscular via atividade da 

MMP-2, em respota à EE do músculo. No entanto, ainda é incerto como a EE afeta a o 

remodelamento da MEC do músculo após lesão nervosa. Um recente estudo no nosso 

laboratório mostrou que a EE (20 contrações) usando eletrodos de superfície foi capaz 

de modular a expressão gênica da MMP-2 do músculo desnervado do rato, mas não 

impediu a atrofia muscular (RUSSO et al., 2008). 

Os efeitos do alongamento muscular no remodelamento da MEC por meio das 

MMPs são escassos na literatura. Um interessante estudo mostrou um aumento tanto no 

RNAm como na atividade da MMP-2 nos músculos sóleo, gastrocnêmio e extensor 

digital longo (EDL) de rato após imobilização em posição de alongamento e encurtado 

por 1, 3 e 7 dias (AHTIKOSKI et al., 2003), mas não na atividade da MMP-9. No 

entanto, protocolos clínicos de alongamento como recomendados na reabilitação ou na 

prática esportiva, ou seja, quando o músculo é mantido em alongamento apenas por 

poucos minutos (GOMES et al., 2006; PEVIANI et al., 2007), não foram investigados 

em músculos desnervados. 

Tendo em vista estes aspectos, a proposta deste estudo foi avaliar os efeitos da EE, 

do alongamento, bem como de sua associação, utilizando protocolos de intervenção 

similares aos usados na reabilitação em humanos, sobre a expressão gênica e atividade 

das MMPs no músculo tibial anterior desnervado de rato. Para avaliar possíveis efeitos 
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dessas intervenções na atrofia muscular, a área transversal da fibra muscular (AST) 

também foi avaliada. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Grupos experimentais 

Trinta ratos Wistar (265,8 ± 17.6g) de três meses de idade foram utilizados. Os 

animais permaneceram em gaiolas plásticas com livre acesso à água e ração peletizada, 

com controle de luminosidade (ciclo claro/escuro de 12h) e temperatura controlada. O 

Comitê de Ética Animal da Universidade aprovou os procedimentos experimentais e 

estudo foi conduzido de acordo com o guia nacional de cuidados e utilização de animais 

de laboratório. 

Os animais foram aleatoriamente divididos em cinco grupos: (1) normal (N, n = 6) 

nenhuma intervenção foi realizada e os animais foram mantidos livres na gaiola durante 

7 dias; (2) músculo tibial anterior (TA) desnervado (D, n = 6); (3) músculo TA 

desnervado submetidos à avaliação de excitabilidade elétrica e à EE diária (D+EE, n = 

6); (4) músculo TA desnervado submetido ao alongamento diário (D+Al, n = 6); (5) 

músculo TA desnervado submetido à avaliação de excitabilidade elétrica e à EE 

associado ao alongamento diário (D+EE+Al, n = 6).  

O músculo TA foi escolhido uma vez que quase todas as fibras cruzam o meio do 

ventre do músculo e são distribuídas de tendão à tendão (LIEBER, 2004). Além disso, é 

um músculo superficial tornando fácil a identificação da mínima contração visível e 

permitindo o tratamento seletivo da EE a ser aplicada diretamente sobre a pele por meio 

de eletrodos de superfície. 
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Os ratos foram anestesiados com uma injeção intraperitoneal de xilazina (12 mg / kg) 

e cetamina (95 mg / kg) para os processos cirúrgicos de desnervação, para a avaliação 

dos parâmetros elétricos e as intervenções de EE e alongamento, assim como para a 

remoção dos músculos. Os animais foram eutanasiados com overdose anestésica no 7 º 

dia do procedimento experimental. Este período de desnervação foi escolhido uma vez 

que a atrofia muscular é elevada durante as primeiras semanas (BODINE et al., 2001). 

Os músculos TA contra-laterais também foram avaliados, mas nenhuma diferença foi 

observada em todas as variáveis em relação ao grupo N. 

 

 

Desnervação  

A desnervação consistiu da axoniotmese do nervo ciático como descrita 

anteriormente (JUNGNICKEL et al., 2006; SEO et al., 2006). Resumidamente, uma 

pequena incisão foi feita na pele e na fáscia próxima ao trocânter direito entre os 

músculos glúteo máximo e bíceps femoral para exposição do nervo ciático. 

Posteriormente, o nervo foi pinçado duas vezes por 10s com 5s de intervalo entre eles 

por meio de uma pinça de relojoeiro número cinco (DL Micof). Em seguida, a fáscia e 

pele foram suturadas. Este procedimento promove a desnervação dos músculos do 

membro posterior, incluindo o TA. O mesmo pesquisador realizou o procedimento de 

desnervação para assegurar que a lesão ocorresse no mesmo local e com duração e 

pressão similares em todos os animais dos grupos desnervados. Este modelo de lesão 

nervosa é caracterizada pela degeneração axonal e nenhum sinal de reinervação 

muscular durante os 10 dias após a lesão nervosa (CARMIGNOTO et al., 1983; 

CARTER et al., 1998). 
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Procedimentos para a avaliação da excitabilidade muscular e para a estimulação 

elétrica 

A estimulação elétrica foi realizada como descrita anteriormente (RUSSO et al., 

2004, 2007, 2008). Brevemente, após a pele ser tricotomizada e coberta por uma 

camada de gel condutor, dois eletrodos foram posicionados: um eletrodo indiferente 

(eletrodo circular e auto-adesivo com 5 cm de diâmetro) foi posicionados no dorso do 

animal, e um eletrodo ativo (um eletrodo metálico, 3 mm de diâmetro) foi utilizado para 

estimular o músculo TA (CUMMINGS, 1990). Durante o procedimento de EE, este 

eletrodo foi mantido em contato com a pele perpendicular às fibras do músculo TA. 

Os parâmetros elétricos (reobase, cronaxia e acomodação) foram avaliados antes de 

cada tratamento. Os valores identificados durante a avaliação elétrica foram utilizados 

para determinar os parâmetros de cada sessão de EE (RUSSO et al., 2004, 2007, 2008). 

Para cronaxia > 1 ms, a corrente monopolar exponencial foi utilizada (frequência de 50 

Hz; duração de pulso, duas vezes o valor cronaxia; tempo ON: 1s e OFF: 3s). 

Após a avaliação da excitabilidade muscular, a amplitude necessária para induzir a 

contração máxima do músculo TA (máxima dorsiflexão da articulação tíbio-társica 

direita) foi identificada. Cada sessão diária de EE consistiu de 200 contrações máximas 

do músculo TA, realizada durante 6 dias, iniciando 24 horas após o procedimento de 

desnervação. Estas contrações máximas diárias foram realizadas em quatro séries de 50 

contrações com 3,2 min duração cada uma, e 10 minutos de intervalo (sem EE) entre as 

séries, a fim de minimizar fadiga muscular (CUMMINGS, 1990). O protocolo de EE 

pode ser visualizado no diagrama abaixo (Figura 1). Trabalhos recentes mostraram que 

200 contrações diárias são efetivas para manter a massa e a força muscular (DOW et al., 
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2004) bem como amenizar a expressão de genes relacionados ao trofismo muscular 

aumentados com o processo de desnervação (KOSTROMINOVA et al., 2005). 

 

 

Figura 1: representação esquemática da sessão de estimulação elétrica incluindo o 

eletro diagnóstico (ED). As setas representam as séries de EE de uma única sessão. 

 

Alongamento muscular 

Após o rato ser anestesiado, o tornozelo esquerdo foi mantido fixado por meio de 

um pedaço de fita em flexão plantar máxima para alongar o músculo TA direito 

(modificado de GOMES et al., 2006). Cada sessão de alongamento foi realizada uma 

vez por dia e consistiu de quatro séries de 3,2 minutos cada, com 10 minutos de 

intervalo entre elas, a fim de mimetizar o período de tempo utilizado no protocolo de EE 

e para permitir posteriores comparações entre EE, alongamento e a sua associação 

(EE+Al). O pedaço de fita foi removido durante o intervalo de descanso. 

 

Associação entre EE e Alongamento 

Para verificar a associação entre a EE e o alongamento o músculo TA direito foi 

submetido a ambos os estímulos concomitantemente (D+EE+Al). Os músculos TA 

foram mantidos em posição alongada máxima por um pedaço de fita como descrito 

acima e, em seguida, submetidos à EE como descrito anteriormente (4 séries de 3,2 min 
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com intervalo de 10 min). O pedaço de fita foi removido durante o intervalo de 

descanso. 

 

Avaliação Muscular 

Os animais foram pesados e os músculos TA direitos foram cuidadosamente 

dissecados e removidos. Os músculos foram então divididos em duas partes iguais no 

ventre muscular. O fragmento distal foi utilizado para as medidas da AST e congelado 

em isopentano. A porção proximal foi dividida em dois novos fragmentos, um para 

análise de RNAm e a outra para a análise de zimografia. Estes fragmentos foram 

rapidamente congelados em nitrogênio líquido e armazenado a -80 ° C (Forma 

Scientific, Marietta, OH). 

 

Área de Secção Transversa (AST) 

Da região medial de todos os músculos TA foram obtidos cortes histológicos 

transversais e seriados (10 µm) em micrótomo criostato (–25ºC). As lâminas com os 

cortes histológicos foram coradas com azul de toluidina para avaliação morfométrica. 

Foram obtidas imagens de 5 regiões diferentes por meio de um microscópio de luz 

(Axiolab, Carl Zeiss, Jena, Alemanha) (aumento de 10X) acoplado a uma câmera digital 

(Sony DSC S75, Tóquio, Japão). A AST de 70 de fibra aleatórias de cada foto foi 

medida utilizando o software Axiovision 3.0.6 SP4 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha), 

totalizando 350 fibras musculares por animal.  

 

Percentagem da área densidade do tecido conjuntivo  

Para essa análise foi utilizado o sistema de planimetria por contagem de 

pontos (MATHIEU et al., 1981), sendo a quantificação realizada por meio de um 
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retículo com quadrados de 2500 µm2 contendo 56 intersecções de reta. Foram contados 

os pontos coincidentes no endomísio e perímisio, em 5 áreas por corte, sendo 5 cortes 

por animal (aumento de 10X), perfazendo um total de 1400 pontos por animal.  

 

Preparação dos estratos teciduais para zimografia 

A metodologia empregada foi adaptada de MARQUETI et al. (2006). Vinte e cinco 

miligramas de músculo foram lavados com salina gelada e incubadas em 2 mL de 

tampão de extração (10 mM de ácido cacodílico, pH 5,0; 150mM de NaCl; 1μM de 

ZnCl2; 20mM de CaCl2; 1,5mM de NaN3 e 0,01% de Triton X-100) à 4ºC sob contínua 

agitação durante 24h. A concentração de proteínas foi determinada utilizando-se o kit 

BCATM Protein Assays (Pierce), segundo instruções do fabricante. 

 

Zimografia 

Resumidamente, iguais quantidades de proteína total (30 μg / poço) compostas por 

um pool de 5 músculos por grupo (6 μg por animal) foram submetidas à eletroforese em 

triplicata. Os géis de zimografia consistiram de géis de poliacrilamida (10%) com 

gelatina (100mg/ml) na presença de SDS sob condições não-reduzidas. A eletroforese 

(100 V) foi realizada até o corante atingir a base do gel. Após a eletroforese, os géis 

foram lavados duas vezes durante 20 minutos em solução de 2,5% de Triton X-100 para 

remoção do SDS. Em seguida, os géis foram incubados em tampão de substrato (50mM 

de Tris-HCl, pH 8,5; 5mM de CaCl2 e 0,02% NaN3) à 37ºC por 20 horas. Os géis foram 

então corados em azul de Coomassie R-250 por 30 min e descorados em metanol e 

ácido acético por 20 min. As enzimas degradantes de gelatina foram visualizadas como 

bandas claras contra um fundo azul, indicando a proteólise do substrato. As amostras 

também foram realizadas na presença de 15mM EDTA que inibiu a atividade das 
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MMPs confirmando a sua existência. A massa molecular das MMPs foi determinada 

por comparação com o marcador de massa molecular de proteína PageRulerTM 

Prestained Protein Ladder (Fermentas Life Sciences, Burlington, ON). As bandas de 

atividade foram identificadas de acordo à descrição de CARVALHO et al (2006), com 

os seus pesos moleculares de 72 kDa: pró-MMP-2; 64 kDa: intermediária-MMP-2; 57 

kDa: ativa-MMP-2). 

 

Análise Densitométrica 

A análise densitométrica das bandas da MMP-2 identificadas na zimografia foi 

realizada utilizando o software Gene Tools versão 3,06 (Syngene, Cambridge, Reino 

Unido). 

 

Extração e análise do RNAm 

Um fragmento congelado de cada músculo foi homogeneizado e o RNA total foi 

extraído utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, Califórnia), de acordo 

com as instruções do fabricante. A qualidade do RNA isolado foi determinada pela 

razão entre as absorbâncias à 260 e 280 nm (razão > 2,2). Também foi avaliada a 

qualidade do material por eletroforese das amostras em gel desnaturante de agarose-

formamida (1%), em tampão MOPS (40mM de ácido morfolinopropanosulfônico).  

 

Transcrição Reversa 

A reação da transcrição reversa (RT) contendo 1 μg de RNA total, 1μl de oligo (dT) 

primer (Invitrogen, Carlsbad, CA) e água (para volume de 10,5μl) foram incubados a 

70ºC por 10 min e então resfriados rapidamente em gelo. Adicionou-se a cada amostra 

uma mistura contendo: 1μl de dNTPmix (deoxynucleotide triphosphate) contendo 0.2 
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mmol·L-1 de cada dNTP (ATP, CTP, GTP e TTP) (Promega, Madison, WI), 2μl de DTT 

0.1 mol·L-1, 4μl de tampão 5x e 200U da enzima M-MLV RT (Promega, Madison, WI) 

e então as amostras foram reaquecidas a 42ºC por 60 min e a 95ºC por 10 min.  

 

Primers 

Os oligonucleotídeos que foram utilizados como primers foram desenhados para o 

gene GAPDH (GenBank, AF106860) utilizando o software Primer Express 2.0 

(Applied Biosystems, Foster City, Califórnia). A seqüência do primer da MMP-2 foi 

descrita por MENON et al (2005) e todas as seqüências foram sintetizadas utilizando a 

Imprint. As seqüências usadas foram: GAPDH (forward: GATGC-

TGGTGCTGAGTATGTCG; reverse: GTGGTGCAGGATGCATTGCTGA); e MMP-2 

(forward: CTGATAACCTGGATGCAGTCGT; reverse: CCAGCCAGTCC-

GATTTGA), ambas de rato. 

 

Análises das reações em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real 

Os níveis de RNA transcrito para os diferentes grupos experimentais e controle 

foram analisados simultaneamente e as reações foram realizadas em duplicata em um 

equipamento que monitora a geração de amplicons em tempo real (PCR real-time, 

Rotor Gene 3000, Cobert Research, San Francisco, E.U.A.) utilizando SYBR Green 

PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA) e 180 nM de cada primer em um volume 

final de 50 μl. As condições de ciclagem consistiram para MMP-2 e GAPDH de 10 min 

à 95ºC seguida por 40 ciclos cada de 15s à 94ºC, 30s à 48ºC para MMP-2 e à 56ºC para 

GAPDH, respectivamente, e 1 min à 72ºC, seguido por 10 min à 72ºC. Os dados foram 

analisados usando o método comparativo do ciclo limiar (Ct). A expressão do gene alvo 

foi normalizada com o gene GAPDH, uma vez que este gene não é alterado pela 
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desnervação (DEMESTRE et al., 2005; HUGHES et al., 2002). Além disso, foi 

utilizado um controle negativo contendo RNA, mas não M-MLV RT, para garantir que 

o produto do PCR não estava amplificando DNA genômico (SCHWARTZ et al., 2005).  

 

Análise Estatística 

Inicialmente, os dados foram submetidos aos testes de Normalidade e 

Homogeneidade (Shapiro-Wilk's W e Levene, respectivamente) seguido por ANOVA e 

teste post hoc de Tukey. Os valores foram considerados significativos quando p > 0.05. 
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RESULTADOS 

 

Distribuição da AST das fibras musculares. Houve uma diminuição da AST das fibras 

musculares em todos os grupos desnervados comparado ao grupo N (Figura 2). Os 

grupos desnervados concentraram a maioria da AST das fibras entre 1000 a 4000 μm², 

estando mais de 50% da AST de suas fibras entre 1000 e 2000 μm², enquanto no grupo 

N a distribuição foi mais heterogênea (Figura 2). 

 

Figura 2: Distribuição da AST das fibras. N: músculo TA normal, D: músculo TA 

desnervado; D+EE: músculo TA desnervado submetidos à estimulação elétrica (ES) 

diária; D+Al: músculo TA desnervado submetidos ao alongamento (Al) diário; 

D+EE+Al: músculo TA desnervado submetido à EE e ao Al concomitantemente. Note 

que os grupos desnervados apresentaram atrofia das fibras musculares com AST 

predominantemente inferior a 4000 μm². 
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Densidade do tecido conjuntivo. Não foi observada diferença na densidade do tecido 

conjuntivo (N: 9,77 ± 0,7; D: 11,13 ± 0,7; D+EE: 9,3 ± 1,4; D+Al: 10,1 ± 1,2; 

D+EE+Al: 9,6 ± 0,9, p> 0,05). 

 

Zimografia. A atividade da MMP-2 mostrou três bandas bem definidas (72 kDa / pró-

MMP-2; 64 kDa / intermediária-MMP-2; e 57 kDa / ativa-MMP- 2) em todos os grupos 

(Figura 3) . Nos grupos D+Al e D+EE+Al a atividade da MMP-2 aumentou nas bandas 

pró (Figura 3A), intermediária (Figura 3B) e ativa (Figura 3C) em comparação aos 

grupos N, D, D+ES (P <0,01). Nenhum dos grupos apresentou atividade da MMP-9. 
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Figura 3: Densitometria quantitativa da zimografia das bandas da MMP-2 em unidades 

arbitrárias. Para descrições dos grupos ver legenda da figura 2. (A) MMP-2-pró (72 

kDa); (B) MMP-2-Intermediária (64 kDa); (C) MMP-2-ativa (57 kDa). * P <0,05: N. 

comparado a † P <0,05: comparado a D+EE+Al. Notar que a atividade da MMP-2 foi 

aumentada nos grupos D+Al. e D+EE+Al. Os dados são expressos como média ± 

desvio padrão. 
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Expressão gênica da MMP-2. A estimulação elétrica, o alongamento, bem como de sua 

associação, aumentaram a expressão gênica da MMP-2 no músculo desnervado 

comparado ao grupo N (D + ES, P = 0,004; D + AL, P = 0,004; D + ES + AL, P = 0,04) 

e o grupo D (P <0,05; Figura 4). 

 

Figura 4: Níveis de RNAm da MMP-2 no músculo tibial anterior (TA) de rato. Os 

dados estão em média ± desvio padrão. Para descrições dos grupos ver lenda figura 2. * 

P <0,05 comparado a N. Observar: EE, Al e sua associação aumentou a expressão 

gênica da MMP-2 do músculo TA desnervado. 
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DISCUSSÃO  

O presente estudo mostrou que a expressão gênica da MMP-2 foi aumentada pela 

EE, o alongamento e sua associação quando aplicada na fase inicial da desnervação 

muscular. Além disso, o alongamento isoladamente ou em associação à EE foi capaz de 

aumentar a atividade da MMP-2 no músculo desnervado de rato. No entanto, é 

importante notar que a EE sozinha não foi capaz de alterar a atividade da MMP-2, 

sugerindo que o alongamento é um estimulo mais efetivo no aumento da atividade da 

MMP-2 do que a contração muscular induzida pela EE. 

Estudos prévios (DEMESTRE et al., 2005; KHERIF et al., 1998) descreveram o 

comportamento das MMPs no músculo esquelético após compressão do nervo ciático. 

KHERIF et al. (1998) mostraram que a atividade da MMP-2 permanece inalterada, 

enquanto que a atividade da MMP-9 foi discretamente detectada no músculo 

gastrocnêmio 7 dias após de lesão nervosa. Os resultados do presente estudo estão de 

acordo com os achados de KHERIF et al. (1998) uma vez que não foram observadas 

mudanças na atividade da MMP-2 nem detectada a presença da MMP-9 no músculo 

desnervado 7 dias após compressão nervosa. 

A EE tem uma importante aplicação terapêutica na reabilitação muscular incluindo 

aprendizagem motora, fortalecimento muscular, prevenção de atrofia muscular entre 

outras (SHEFFLER e CHAE, 2007). Recentemente, DOW et al. (2004) e 

KOSTROMINOVA et al. (2005) mostraram que 200 contrações musculares crônicas 

eletricamente induzidas por eletrodos implantados são capazes de evitar a atrofia e 

degeneração muscular. No presente estudo, 200 contrações diárias também foram 

utilizadas para tratar músculos desnervados, porém foram utilizados eletrodos de 

superfície bem como realizada a avaliação da excitabilidade muscular após 

desnervação. Além disso, a intervenção foi realizada em uma única sessão por dia 
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caracterizando um tratamento intermitente, de modo a mimetizar o que é normalmente 

realizado na reabilitação em humanos. 

De acordo com o resultados, a EE foi capaz de aumentar os níveis de RNAm da 

MMP-2, sugerindo que esse recurso pode atuar na regulação desta via. Poucos estudos 

avaliaram o papel das MMPs no músculo desnervado submetidos à EE. KOSKINEN et 

al. (2000) observaram um aumento da atividade da MMP-2 associado a uma diminuição 

do colágeno tipo IV após 18 meses de EE por eletrodos de superfície em indivíduos 

com lesão medular, indicando um processo de remodelamento do colágeno 

intramuscular, por meio da atividade da MMP-2 no músculo esquelético. Por outro lado, 

os resultados apresentados aqui sugerem que a EE não é capaz de ativar a MMP-2 na 

fase inicial da desnervação muscular. As diferenças entre estes dois estudos podem estar 

relacionadas com os diferentes protocolos de EE (tempo e freqüência de estimulação), 

bem como os modelos experimentais. 

Um estudo recente do nosso laboratório (RUSSO et al., 2008) mostrou que a EE 

(20 contrações, frequência de 20Hz, TON = 3s e TOff = 6s) realizada por eletrodos de 

superfície também foi capaz de aumentar a expressão gênica da MMP-2, sugerindo EE 

poderia ser uma estratégia terapêutica para facilitar o crescimento do nervo e agir no 

remodelamento da MEC, corroborando com os resultados do presente estudo. Assim, 

apesar de algumas importantes diferenças observadas entre RUSSO et al. (2008) e o 

presente estudo, tais como o número de contração, freqüência, tempo e tipo de 

desnervação, ambos viram apenas alterações na expressão da MMP-2.  

Além disso, apesar de ambos os estudos indicarem que a EE aplicada por eletrodos 

superficiais é capaz de regular a via da MMP-2, nenhum dos protocolos, ou seja, 20 ou 

200 contrações, foi capaz de minimizar a atrofia muscular. Apesar de DOW et al (2004) 

mostrarem que 200 contrações minimizaram a atrofia, é importante salientar as 
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diferenças entre os protocolos como a utilização de eletrodos implantados e as 

contrações musculares distribuídas ao longo do dia. Provavelmente, o intervalo de 

descanso entre cada sessão de EE é determinante para evitar a atrofia. Longos períodos 

de descanso entre as contrações podem ser suficientes para iniciar as mudanças na 

regulação da expressão gênica e protéica que inicia o processo de atrofia induzida pela 

desnervação (DOW et al., 2005). 

O alongamento ou o aumento de tensão muscular tem sido descrito como o 

principal fator para ganhos de massa muscular (SAKAKIMA e YOSHIDA, 2003). 

GOLSDPINK et al. (1992) mostraram que o alongamento é um estímulo eficaz no 

aumento da síntese de mioproteínas. Apesar de poucos estudos avaliarem os efeitos do 

alongamento no músculo desnervado, há evidências que o aumento da carga mecânica 

através do alongamento atenue as alterações induzidas pela desnervação na morfologia 

muscular (SAKAKIMA e YOSHIDA, 2003) e na expressão gênica da cadeia pesada da 

miosina (MHC) (LOUGHNA e MORGAN, 1999). 

Segundo nosso conhecimento, existe pouca informação a respeito dos efeitos do 

alongamento sobre as MMPs. AHTIKOSKI et al. (2003) mostraram um aumento tanto 

no RNAm como na atividade da MMP-2 nos músculos sóleo, gastrocnêmio e EDL após 

imobilização em posição alongada e encurtada por 1, 3 e 7 dias, mas nenhuma atividade 

da MMP-9 foi observada. Interessantemente, os presentes resultados mostraram que 

poucos minutos de alongamento diário foram capazes de aumentar tanto expressão 

como a atividade da MMP-2 no músculo desnervado. Estes resultados não só trazem 

novas contribuições para melhor compreensão das vias envolvidas na adaptação à 

tensão muscular, mas também são úteis para delinear estratégias de tratamento para 

reabilitar músculos desnervados. Além disso, a associação da EE ao alongamento não 

potencializou os efeitos do alongamento. Desse modo, é possível hipotetizar que a 
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tensão gerada pelo alongamento é o estímulo preponderante para ativar a MMP-2, em 

comparação à EE. No entanto, estudos em fibras musculares isoladas poderiam 

esclarecer esta hipótese. 

Este estudo indica que a EE, o alongamento e a sua associação são capazes de 

aumentar a expressão gênica da MMP-2 na fase inicial da desnervação. Além disso, a 

tensão gerada pelo alongamento, associada ou não à EE, aumentou a atividade da 

MMP-2 no músculo desnervado de rato. Estes achados são relevantes uma vez que 

protocolos clínicos, semelhantes aos utilizados na reabilitação do músculo desnervado 

em humanos, foram utilizados neste estudo para investigar os efeitos desses recursos 

terapêuticos na adaptação do músculo esquelético. 
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