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RESUMO

O alongamento passivo € rotineiramente prescrito para pessoas de diferentes
faixas etarias e condigbes clinicas. Porém, ndo sdo conhecidos os efeitos
simultaneos que ocorrem na cartilagem da articulagdo envolvida e no osso em
resposta a forga aplicada para alongar o musculo, assim como nao s&o claros
se existe a interagao dos fatores idade e numero de sessdes. Objetivo: Avaliar
os efeitos simultaneos do alongamento passivo na histomorfometria do musculo
soéleo, cartilagem da articulacdo talocrural e tibia de ratas adultas e envelhecidas.
Método: Rattus norvegicus wistar albino fémeas com 28 meses (ratas
envelhecidas) e 3 meses de idade (ratas adultas), foram divididas em 4 grupos:
adultas 2 semanas (GA2; n=7, 254,4+18,5g); adultas 4 semanas (GA4; n=7,
251,2+16,79); envelhecidas 2 semanas (GE2; n=7; 307,2+48,3g) e envelhecidas
4 semanas (GE4; n=8; 297,1+24,7g). As ratas foram submetidas a 6 e 12
sessbes de alongamento mecanico passivo estatico com volume de 240
segundos cada. A articulagao talocrural esquerda foi posicionada em dorsiflex&o
maxima por meio de um aparato que também possuia uma célula de carga e
registrava a forga aplicada para promover o alongamento. A pata contralateral
foi utilizada como controle ja que n&o foi alongada. O alongamento foi realizado
3x/semana (4 repeticdes de 60s intervaladas por 30s). Foram avaliados: massa
corporal; massa muscular absoluta e relativa; comprimento muscular; nimero de
sarcOmeros em seérie e comprimento do sarcOmero; area de secgao transversa
da fibra muscular (ASTFM); imunomarcagéao de colageno 1 e 3, Fator a de
necrose tumoral (TNF-a) e fator transformador de crescimento  (TGF-1); area
de tecido ndo contratil intramuscular; espessura da cartilagem; numero de
condrdcitos; area do canal medular; espessura do osso cortical; numero de
ostedcitos e numero de lacunas cheias e vazias. Foi realizado o teste ANOVA
de trés vias com os fatores idade (adultas, envelhecidas), numero de sessbdes (6
e 12 sessdes) e condigdo experimental (s6leo alongado e séleo ndo alongado).
Quando interagao significativa foi observada, teste de Bonferroni para multiplas
comparacgdes foi realizado. Resultados: No GE2 foi observada redugéao (26,4%)
da ASTFM. No GA2 foram encontradas diminuicdo (8%) da ASTFM e da
espessura da zona profunda da cartilagem (43,7%) e aumento da espessura da
zona superficial (2%). No GE4, os achados foram redugao (16,8%) da ASTFM,
maior imunomarcagao de colageno 3 (32,5%) e TNF-a (78,7%), numero de
condrocitos (50,4%) e menor imunomarcagao (63%) de TGF-1 em comparagéo
ao membro ndo alongado. No GA4, os efeitos observados foram diminuigéo
(59,6%) da imunomarcagéo do colageno 1 e do TNF-a (66,6%), da espessura
da zona superficial e (13,8%) e do numero de osteocitos (41,5%). Conclusao:
O alongamento do musculo promove efeitos no trofismo muscular, mas efeitos
também s&o observados em cartilagem e 0sso os quais sdo dependentes da
idade e do tempo. Respeitando as devidas limitagbes e extrapolagdes, sugere-
se que o musculo, a cartilagem e o osso envelhecidos, sdo menos mecano-
sensiveis ao alongamento e/ou levam mais tempo para responder ao
alongamento.

Palavras-Chave: Exercicio de alongamento muscular; Musculo esquelético,
Cartilagem articular, Osso; ldoso, Adulto, Ratos Wistar.



ABSTRACT

Muscle stretching exercise is commonly prescribed for people of different age
and clinical conditions. However, the concomitant effects on cartilage and bone
in response to the same force applied to stretch muscle in adult and aged rats
are not yet known and it is not clear whether there is an interaction of age and
number of sessions.Objective: To evaluate the simultaneous effects of passive
stretching on soleus muscle histomorphometry, cartilage of talocrural joint and
tibia of adult and aged rats. Methods: The study was performed with females
Rattus Norvegicus Wistar with 28 months old (aged rats) and 3 months old (adult
female rats), comprising 4 groups: 2 weeks adult group (GA2; n = 7; 254.4 +
18.59g), 4 weeks adult group (GA4; n = 7; 251.2 + 16.79), 2 weeks aged group
(GE2; n=7;307.2 + 48.3g) and 4 weeks aged group (GE4; n =8, 297.1 + 24.79).
The rats were submitted to a static passive mechanical stretching exercise
protocol for 2 weeks and 4 weeks. The left ankle was positioned in maximum
dorsiflexion through an apparatus containing a load cell. The left soleus muscle
was stretched 3x / week (4 repetitions of 60s and 30s of rest), while the non-
stretched right soleus was used as a control. The outcomes were evaluated: body
mass; muscle mass; relative mass; final muscle length; number of sarcomeres in
series in muscle fibers; sarcomere length of muscle fibers. muscle fiber cross-
sectional area (MFCSA); immunostaining of type collagen |, collagen type lll,
TNF-a and TGFB1; cartilage thickness; number of crondocytes; area of medullary
canal; thickness of the cortical bone; number of osteocytes and number of full
and empty lacunae. Results The aged rats submitted to 6 sessions showed lower
ASTFM (26,4%), while adult rats showed decrease in ASTFM (8%) and thickness
of superficial zone of cartilage (43,7%) and increase in thickness of the deep zone
of the cartilage (2%). Aged rats submitted to 12 sessions showed lower ASTFM
(16,8%), higher immunostaining of collagen 3 (32,5%) and TNF-a (78,7%) and
lower immunostaining of TGFB-1 (63%) and higher number of chondrocytes in
the talus (50,4%). The adult rats showed lower collagen 1 (59,6%) and TNF-a
immunostaining (66,6%) and number of osteocytes (41,5%). Conclusion:
Muscle stretching promotes effects on muscle trophism, but effects are also seen
in cartilage and bone which are age and time dependent. Respecting the
limitations and extrapolations, it is suggested that the aged muscle, cartilage and
bone are less mechano-sensitive to stretching and/or take longer to respond to
stretching.

Key-words: Muscle Stretching Exercises; Muscle, Skeletal; Articular cartilage;
Bone and Bones; Aged; Adult; Rats, Wistar.
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1 INTRODUGAO

O alongamento passivo € um exercicio popular em clinicas de fisioterapia
e ambientes esportivos além de ser praticado e prescrito para pessoas de
diferentes faixas etarias e condigbes clinicas (DEYNE, 2001;
APOSTOLOPOULQOS et al., 2015). Quando uma forga externa € aplicada para
alongar o musculo, a articulagdo € posicionada em amplitude extrema, e
compresséo ocorre em alguns pontos da cartilagem articular (VASILCEAC et al.,
2011), e portanto, o estimulo mecanico do alongamento pode afetar musculo e
cartilagem.

Estudos relataram adaptacgdes histomorfométricas da cartilagem articular
e do musculo esquelético ao alongamento passivo. No musculo e tecido
conjuntivo intramuscular e intermuscular, foram reportados em experimentos
com animais a reorganizagdo macromolecular dos feixes de colageno do
musculo séleo (COUTINHO et al., 2006a; CACAO-BENEDINI et al., 2013a;),
prevencgao da atrofia e indugéo da hipertrofia (COUTINHO et al., 2004; SALVINI
et al., 2006; SECCHI et al., 2008; CACAO-BENEDINI et al., 2013) e aumento do
numero de sarcomeros em série (SALVINI et al., 2006; PEVIANI et al., 2018). Na
cartilagem da articulagdo talocrural imobilizada, o alongamento passivo do
musculo séleo de ratos resultou em danos mas nao prejudicou a cartilagem da
articulagdo n&o imobilizada (RENNER et al., 2006). Dessa forma sdo conhecidos
os efeitos do alongamento passivo no musculo e cartilagem relatados em
estudos que investigaram musculo e cartilagem em separado mas as respostas
do musculo e cartilagem ao mesmo estimulo ndo s&o claras.

Ainda, o osso por ser uma estrutura mecanossensivel responde a
estimulos externos, porém as respostas do osso ao estimulo do alongamento
realizado no musculo também ndo sdo compreendidas. Um estudo focou no
sistema Flexercell, uma placa flexivel, como uma ferramenta para estudar as
respostas celulares ao alongamento mecénico e relatou que a sinalizagdo do
alongamento tém um efeito positivo na proliferagcado de osteoblastos (YU et al.,
2016), mas existe falta de estudos com animais que descrevam o efeito do

alongamento muscular no 0sso.
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Um aspecto fundamental para compreensdo de como o estimulo do
alongamento pode afetar musculo, cartilagem e osso € a prescrigdo. O American
College of Sports Medicine (GARBER et al., 2011) recomenda o alongamento
estatico para a maioria dos individuos em pelo menos 2 a 3 dias por semana,
duracédo de 15 a 30 segundos e numero de repeticbes de 2 a 4 vezes, com
intensidade moderada (CHODZKO-ZAJKO et al., 2009; PAGE, 2012; ACSM,
2013; ACSM, 2018). Para idosos saudaveis, entretanto, € recomendada a
frequéncia de mais que 2 dias/semana e duracgéo de 30 a 60 segundos em cada
grupamento muscular (ZALESKI et al., 2016). A intensidade recomendada do
exercicio de alongamento é que o musculo deve ser tensionado até o ponto que
seja percebida a resisténcia ou a percepc¢éo de leve desconforto (ACSM, 2013;
ACSM, 2018).

Embora a duragéo e a frequéncia sejam importantes no planejamento e
implementagdo de um programa de alongamento, a intensidade, ou seja, a
magnitude da forga aplicada a articulagdo durante o alongamento (JACOBS;
SCIASCIA, 2011) pode ser o parametro chave para compreensdo de como o
exercicio de alongamento pode afetar as estruturas musculoesqueléticas
envolvidas, em nivel macro e microscépico. Ao contrario dos parametros duragao
e frequéncia que sio faceis de quantificar e controlar, a intensidade € mais dificil
de quantificar por ser subjetiva (APOSTOLOPOULOQOS et al., 2015; FREITAS et
al., 2016).

Assim, a for¢a aplicada para realizar o alongamento € um parametro
importante a ser investigado para assim avaliar os efeitos no sistema
musculoesquelético. No entanto, a maioria dos estudos realizados com animais
adultos e envelhecidos (COUTINHO et al., 2004; RENNER et al., 2006; SALVINI
et al., 2006; SECCHI et al., 2008; CACAO-BENEDINI et al., 2013; PEVIANI et
al., 2018; VIDAL et al., 2020) e com humanos jovens e idosos (CRISTOPOLISKI
et al., 2009; RODACKI et al., 2009; STANZIANO et al., 2009; WATT et al., 2011;
GALLO et al.,, 2013, 2015) n&o avaliaram a forca exercida durante o
alongamento.

Desse modo, além da duracao e frequéncia do exercicio, conhecer a forca
aplicada contribuira para a compreensao dos efeitos na histomorfometria e dos

mecanismos celulares envolvidos na adaptagdo do musculo, cartilagem e osso
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ao mesmo estimulo. Ainda, a investigacdo desses efeitos em modelo animal
adulto e envelhecido podera nortear a prescrigdo de protocolos de alongamento
para pessoas de diferentes faixas etarias.

Portanto, a presente tese teve como objetivo investigar os efeitos do
alongamento passivo realizado durante 6 e 12 sessdes na histomorfometria do
musculo so6leo, da cartilagem da articulagao talocrural e da tibia de ratas adultas

e envelhecidas.

1.1 OBJETIVOS

Comparar os efeitos de 6 e 12 sessdes de alongamento passivo na
histomorfometria do musculo séleo, cartilagem articular da articulagéo talocrural
e tibia de ratas adultas e envelhecidas.

1.1.1 Objetivos especificos

Avaliar massa corporal, massa muscular absoluta e relativa do musculo
soleo;

Avaliar e comparar a forga aplicada para alongar musculo séleo adulto e
envelhecido.

Verificar o efeito do alongamento passivo no crescimento longitudinal
investigando os desfechos comprimento muscular, numero de sarcomeros em
série e comprimento dos sarcémeros;

Avaliar o efeito do alongamento passivo no crescimento radial
mensurando a area de secc¢io transversa das fibras musculares do sdleo;

Investigar o efeito do alongamento no tecido conjuntivo do musculo soleo
quantificando a imunomarcagéo dos colagenos 1 e 3.

Averiguar os mecanismos envolvidos na adaptacdo do musculo ao
exercicio de alongamento por meio da investigagdo e quantificacdo da
imunomarcacéo de TNFa e TGF-1.

Avaliar os efeitos do alongamento passivo no numero de condrocitos,
espessura total, espessura da cartilagem da zona superficial e zona profunda da

cartilagem articular da articulagao talocrural.
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Investigar os efeitos do alongamento na area do canal medular, espessura
do osso cortical, niumero de ostedcitos, numero de lacunas cheias e lacunas

vazias da tibia.

1.2 HIPOTESES

Hipotese 1: A for¢ca aplicada para realizar o alongamento passivo promove
aumento dos parametros histomorfométricos do musculo soleo, cartilagem e
0sso de ratas adultas enquanto altera somente a histomorfometria do musculo e

cartilagem de ratas envelhecidas.

Hipotese 2: O alongamento passivo aumenta a massa muscular, comprimento
muscular, a area de secgao transversa e numero de sarcobmeros em seérie do
musculo soéleo de ratas adultas e envelhecidas de forma mais expressiva nas

ratas adultas e com 12 sessoes.

Hipotese 3: O alongamento passivo aumenta a imunomarcagao de colageno 1 e
3, TNF-a e TGF-31 no musculo séleo de ratas adultas e envelhecidas, de forma

mais expressiva nas ratas adultas e com 12 sessdes.

Hipotese 4: O alongamento passivo aumenta a area de tecido n&o contratil e de

forma mais expressiva nas ratas adultas e com 12 sessdes.

Hipotese 5: O alongamento passivo aumenta a espessura da cartilagem articular
total, da zona superficial e profunda e numero de condrécitos da articulagao
talocrural de ratas adultas e envelhecidas, de forma mais expressiva nas ratas

adultas e com 12 sessoes.

Hipotese 6: O alongamento passivo aumenta o numero de osteocitos na tibia de

ratas adultas de forma mais expressiva com 12 sessdes.
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DEFINIGOES DE TERMOS UTILIZADOS NA PRESENTE TESE

Nesta secao estdo apresentadas as definicbes e conceitos de termos-
chave utilizados ao longo do texto para estabelecer a clareza na comunicagéo
entre autores e leitor, facilitando a compreensdo e evitando o significado
ambiguo de termos que podem ser interpretados de maneiras diferentes.

Angulo de penacdo se refere ao angulo entre a direcdo das fibras
musculares esqueléticas e a linha de geragao de forga de um musculo (LIEBER;
FRIDEN, 2000).

O conceito de atrofia muscular adotado para a presente tese se refere a
reducdo na massa muscular. A area de secéao transversal reduzida de miofibras
com subsequente comprometimento da forca € a principal caracteristica da
atrofia muscular, refletindo uma deplecdo de proteinas contrateis. A atrofia
muscular também é frequentemente caracterizada por uma mudanga na
composic¢ao do tipo de fibra (FANZANI et al., 2012)

Cisalhamento se refere as forgcas com cargas tangenciais e opostas
aplicadas em uma diregcdo angular (NORDIN; FRANKEL, 2003).

A complacéncia muscular depende das propriedades visco elasticas e do
estado de contracdo da unidade motora provocada pela atividade elétrica do
nervo motor. A complacéncia tecidual esta relacionada a facilidade em com que
o tecido é alongado, indicando que o tecido é alongado sem grande esforgo
(MILLER et al., 2001; KUROSE et al., 2006; YLINEN et al., 2009)

O componente muscular passivo € dependente das propriedades
estruturais do musculo e da fascia que o circunda, indicando que o tecido
conjuntivo muscular contribui para a forga de resisténcia passiva de um musculo
quando ele é estirado (LINDLE et al., 1997; GAJDOSIK, 2001; GAJDOSIK et al.,
2005).
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Quando a tensdo muscular aumenta para encontrar a resisténcia e
permanece estavel a medida que o musculo diminui seu comprimento se refere

a contracgao concéntrica (PADULO et al., 2013).

Crimpagem se refere as ondulagbes das fibras de colageno (SCHLEIP;
MULLER, 2013).

As forgcas de curvamento sdo aplicadas de modo que causam o
envergamento da estrutura em um eixo. A magnitude do estresse é proporcional
a sua distancia do eixo do 0sso, ou seja, quanto mais distante do eixo maior é a
magnitude (NORDIN; FRANKEL, 2003).

A elasticidade tem um papel importante para o incremento da produgao
motora dos movimentos. Se um tenddo ou musculo € alongado, a energia
elastica é armazenada dentro destas estruturas bioldgicas. Essa energia
deformada € comprimida e utilizada para aumentar a produgcdo motora na fase
concéntrica do ciclo de alongamento e encurtamento (KRONBAUER; DE
SOUZA CASTRO, 2013).

Quando o musculo aumenta seu comprimento a medida que a resisténcia
se torna maior que a forca que o musculo esta produzindo € denominado de
contragdo excéntrica (PADULO et al.,, 2013). Os exercicios excéntricos s&o
realizados contra a gravidade, usando o peso do corpo ou uma carga adicional.
Exemplos de exercicios excéntrico: a fase descendente do movimento de
agachamento (ISNER-HOROBETI et al., 2013).

A fascia € uma ampla rede de tecido conjuntivo projetada para transmitir
tens&o e forga de tensdo durante o movimento (SCHLEIP; MULLER, 2013).

O limite de Hayflick & o limite de encurtamento dos teldmeros. O tempo de
vida das celulas é definido de acordo com o tamanho dos teldbmeros, sendo que
se os teldbmeros se encurtam demais a célula morre (TEIXEIRA; GUARIENTO,
2010).
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A microarquitetura 0ssea se refere a arquitetura trabecular e cortical
(MARTIN; CORREA, 2010a; FANZANI et al., 2012).

Musculoesquelético abrange musculos, o0ssos (0Sso e 0Ssos) e
cartilagens (cartilagem) do corpo (Descritores em Ciéncias da Saude (DECS).

Os musculos posturais ou tdnicos sdo responsaveis pela manutengao do
corpo contra a gravidade e apresentam um predominio de fibras de contragéo
lenta (MINAMOTO, 2005).

Os componentes elasticos do musculo sdo assumidos como a titina,
membrana e tecido conjuntivo intersticial que contribuem para a forga passiva
(MACINTOSH; MACNAUGHTON, 2005).

As demais propriedades Osseas que influenciam sua resisténcia a
fraturas, que néo se referem a massa 6ssea e explicam a discrepancia entre os
valores de densidade mineral 6ssea e o risco de fratura, tém sido definidas como
‘qualidade 6ssea”. A qualidade Ossea € determinada por suas propriedades
estruturais e materiais e orquestrada pela remodelacdo 6ssea, um processo
continuo de renovagao por meio do qual o osso velho ou danificado € substituido
por um 0sso mecanicamente saudavel e a homeostase do calcio é mantida
(MARTIN; CORREA, 2010).

Capacidade reduzida para ativacdo da sintese proteica pode afetar a
capacidade de aumento do tamanho celular frente a “sinais de crescimento”
como a sobrecarga mecanica. O aumento de massa muscular esquelética
(anabolismo muscular) é identificado, a longo prazo pela diferenga entre a
sintese e a degradacdo proteica. Porém, acredita-se que alteragdes no
metabolismo proteico decorrentes do envelhecimento sdo responsaveis por
resposta anabdlica deficiente, também conhecida como resisténcia anabdlica
(ANDRADE; LANCHA; CAMPOS-FERRAZ, 2015).
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A capacidade do material de resistir a deformacao elastica se refere a
resiliéncia. Representa a energia que o material é capaz de absorver sem sofrer
deformagédo permanente, ou seja, leva em consideragcdo apenas a quantidade
de energia absorvida durante a deformacgéo elastica. Um alto grau de resiliéncia
€ encontrado, por exemplo, na cartilagem das articulagbes (GUEDE;
GONZALEZ; CAEIRO,2013).

A taxa de mudanga do torque de resisténcia durante o deslocamento
angular da articulag&o, na auséncia de contragdo muscular € a rigidez articular
passiva. E dependente da area de seccéo transversa e composigdo dos tecidos

que estao ao redor da articulagdo (LEITE et al., 2012).

A rigidez muscular passiva € definida como a raz&o entre a mudancga na
tensdo do musculo por unidade de mudanca no seu comprimento, quando é
alongado sem a presenca de atividade contratil. A rigidez muscular é uma
propriedade mecanica do musculo relacionada com a resisténcia deste tecido a
deformacédo, sendo representada graficamente pela inclinagdo da curva stress-
strain (AQUINO; VIANA; FONSECA, 2005).

A rigidez musculo-tendinea é a resisténcia da unidade musculo-tendinea

oposta a deformagéo de alongamento (GANS, 1982).

A tensdo ativa muscular representa os efeitos contrateis ou a forca

gerada pela interagdo dos filamentos de actina e miosina (PAGE, 2012).

A tensao passiva muscular surge dos componentes do tecido conjuntivo
do musculo esquelético quando alongada além do comprimento de repouso
(PAGE, 2012).

As forgas de tor¢ao sao aplicadas de modo que causam um giro em torno
do eixo. A magnitude do estresse é proporcional a sua distancia do eixo do o0sso,
ou seja, quanto mais distante do eixo, maior € a magnitude (NORDIN;FRANKEL,
2003).
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As deformacbes de tracdo ocorrem quando o material € esticado
(TURNER; BURR, 1993).

O aumento imediato no comprimento muscular pode ocorrer devido ao
comportamento viscoelastico dos musculos sempre que eles sofrem
alongamentos de magnitude e duragédo ou frequéncia suficientes (WEPPLER;
MAGNUSSON, 2010).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EXERCICIO DE ALONGAMENTO MUSCULAR

O alongamento estatico, alongamento dindmico e alongamento com
prévia contragdo muscular sdo as trés técnicas de alongamento muscular mais
frequentemente descritas na literatura. O tipo mais comum é o estatico, no qual
o0 musculo € mantido sob tensdo e a articulacdo € sustentada por uma forca
externa em um angulo constante durante todo o periodo do exercicio
(ICHIHASHI; IBUKI; NAKAMURA, 2014; PAGE,2012; MARTINS, et al. ,2013).

A adaptacdo do musculo a essa forca é definida como plasticidade
muscular, que é a capacidade da célula muscular de alterar sua estrutura e
fungdo em resposta a varios estimulos (ZOLLNER et al., 2012;
APOSTOLOPOULQOS et al., 2015). Mas a resposta celular a forgca mecanica varia
e depende da maneira como ela € aplicada. Um exemplo € o estudo que mostrou
que em cultura de fibroblastos, o alongamento ciclico repetitivo ou de alta
amplitude promoveu aumento da produgdo de citocinas pré-inflamatoérias e
apoptose, enquanto o alongamento estatico de curta duragdo reduziu as
citocinas pré-inflamatérias IL-3 e IL-6, demonstrando respostas opostas. Ainda,
enquanto o alongamento ciclico ou de alta amplitude geralmente aumenta o fator
transformador de crescimento B (TGF-B), o alongamento estatico de curta
duracéo atenua o aumento tanto do TGF-B1 soluvel quanto do pré-colageno 1
apos lesao tecidual (COREY et al., 2012), demonstrando que a resposta é
dependente da magnitude e forma de aplicagao da forga externa.

Entre as respostas adaptativas ao alongamento passivo esta o aumento
do comprimento do musculo que pode ser explicado pelas teorias da adigdo de
sarcOmeros em série, adaptacao viscoelastica e/ou aumento da tolerancia ao
alongamento. A sarcomerogénese resultante do alongamento € explicada pelo
mecanismo denominado mecanotransdug¢ao, no qual o estimulo mecéanico afeta
a matriz extracelular (MEC), e proteinas integrinas detectam e transmitem esse
estimulo para o interior da célula, que ativa uma série de proteinas nucleares e
modificam a transcrigdo génica e assim regulam a sarcomerogénese (MARTINS
et al., 2013; CACAO-BENEDINI et al., 2014; APOSTOLOPOULOS et al., 2015),
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Também € por meio desse mecanismo que um estimulo mecanico causa
alteragdes intracelulares, como aumento na sintese de proteinas e resultam no
aumento da forga muscular e na amplitude de movimento (SALVINI; PEVIANI;
RUSSO, 2012). As miofibras s&o capazes de diferenciar entre tensao
longitudinal produzindo crescimento no comprimento através da deposi¢ao de
sarcomeros em seérie, e sobrecarga funcional ou resisténcia, que produz a
hipertrofia na area transversal (DUNN; OLMEDO, 2016).

Dessa forma, os efeitos do alongamento no musculo sdo conhecidos pela
analise das respostas adaptativas a forga imposta sobre ele durante o exercicio
de alongamento pelo processo denominado mecanotransdugao.

2.1.1 Parametros de prescrigao do exercicio de alongamento

Quatro parametros do exercicio de alongamento foram identificados como
sendo importantes para influenciar potencialmente o aumento da flexibilidade
muscular e a mobilidade de uma articulacio: intensidade, duragao, frequéncia e
a posicao do alongamento (APOSTOLOPOULOS et al., 2015). Essas variaveis
podem ser agrupadas de forma a definir volume e intensidade do alongamento,
com o volume referindo-se ao tempo total sob alongamento e intensidade a
percepcgao de quao desconfortavel ele € (YOUNG; ELIAS; POWER, 2006).

Os parametros de prescrigdo sao rotineiramente investigados em estudos
com o objetivo de avaliar os efeitos do alongamento muscular e compreender o0s
mecanismos envolvidos. Em um destes estudos realizado em humanos, os
resultados indicaram que a rigidez musculotendinea dos flexores plantares de
jovens foi reduzida apds duas repeticbes com duragdo de 30 segundos de
alongamento passivo, e que quando comparada com 4 repeti¢gdes, ndo houve
reducdo além da observada com as duas repetigdes (RYAN et al., 2009).

Uma revisao sistematica relatou que os exercicios de alongamento séo
comumente prescritos com 2 a 4 repeticdes, com duragao variando entre 10s-
30s para jovens adultos e 30s-60s para adultos mais velhos, e recomendou
volume minimo de 60s para cada grupo muscular, tanto em adultos como idosos
(GAMA et al., 2018).

Também foi sugerido que exercicio de alongamento para os musculos

isquiotibiais e triceps sural de jovens, realizados trés vezes por semana, gera
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maiores ganhos na flexibilidade do que aqueles realizados uma vez por semana,
e promove ganhos semelhantes aos realizados cinco vezes por semana
(MARQUES et al., 2009).

Freitas e Mil-Homens (2015) investigaram o efeito do programa de
alongamento estatico de alta intensidade com duragdo de 8 semanas na
arquitetura muscular e relataram aumento significativo no comprimento do
fasciculo do biceps femoral em individuos jovens. Outro estudo mostrou que 6
semanas de alongamento passivo realizado 1 vez por semana ou 3 vezes por
semana em homens adultos jovens ndo aumentou a forga muscular e hipertrofia,
independente da frequéncia, mas também n&o foram encontrados efeitos
negativos nesses desfechos (SATO et al., 2020).

Assim, a flexibilidade, semelhantemente as outras capacidades fisicas
aerobia, forca e resisténcia neuromuscular € uma aptidao treinavel e por isso, os
efeitos dos parametros de prescricdo do exercicio de alongamento devem ser
investigados e em modelos de faixas etarias diferentes, a fim de que os objetivos

sejam alcangados com a prescrigdo apropriada.

2.1.2 Efeitos do exercicio de alongamento em animais adultos e humanos

Muitos estudos avaliaram os efeitos do alongamento passivo em animais
e humanos de idade adulta, e, portanto, nessa se¢édo o enfoque sera dado aos
parametros de prescri¢ao utilizados e os efeitos observados.

Estudo realizado com ratos mostrou diminui¢do da inflamagado aguda,
reducdo da migragédo de neutrofilos e aumento dos mediadores pré-resolutivos
do tecido conjuntivo como resultado de 14 sessdes de alongamento que foram
realizados uma vez por dia, com duracdo de 10 minutos. Os resultados
revelaram importantes interacbes entre as funcdes dos sistemas
musculoesquelético e imunoldgico, indicando que o alongamento pode ser
utilizado terapeuticamente (BERRUETA et al., 2016).

Outro estudo observou efeito anti-inflamatério local do exercicio de
alongamento no tecido conjuntivo da regido lombar. Ratos adultos foram
submetidos ao modelo de inflamacé&o do tecido subcutédneo da regido lombar, e

foram tratados com alongamento ativo, 2 vezes por dia, por 10 minutos, em 12
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dias. Para os autores, € possivel que um numero de mecanismos locais e
sistémicos potencialmente inter-relacionados possam ter contribuido para a
reducdo da inflamagao tecidual observada no modelo animal em resposta ao
alongamento (COREY et al., 2012).

Os efeitos mecanicos do exercicio de alongamento no tecido conjuntivo
foram relatados por Cacgao-Benedini e colaboradores (2013). No estudo dos
referidos autores, 10 sessbes de alongamento passivo realizado em dias
consecutivos, consistindo em 10 repeticdes com duragdo de 30 segundos cada
e intervalo de 30 segundos entre as repetigdes e aplicado manualmente em
musculo de ratas adultas previamente imobilizado, promoveu o aumento na
concentracdo de colageno 3 e menor concentragdo de colageno 1, indicando
melhora na extensibilidade tecidual do tecido conjuntivo intramuscular, o que
contribui para o aumento da mobilidade.

Outro estudo mostrou que sessdes diarias de alongamento passivo
promoveram reorganizagdo macromolecular dos feixes de colageno do tecido
conjuntivo do musculo séleo de rato adulto previamente imobilizado em posicéo
de encurtamento. O alongamento realizado manualmente consistiu em 10
repeticdes, com duragao de 1 minuto cada repeticao e 30 segundos de intervalo
entre as repeti¢cdes, por 3 semanas (COUTINHO et al., 2006).

Embora os estudos anteriores tenham apresentado o efeito do
alongamento no tecido conjuntivo muscular, outro estudo mostrou que o
alongamento passivo realizado manualmente, duas vezes por semana, em
musculos normais de ratos jovens n&o alterou a porcentagem de tecido
conjuntivo. O alongamento estatico passivo foi realizado duas vezes por semana
durante oito semanas consecutivas, com duracdo de 40 minutos cada sessao
(SECCHI et al., 2008).

Dessa forma, musculo previamente encurtado por modelo de imobilizagao
teve como resposta a reorganizagéo do tecido conjuntivo enquanto musculo ndo
encurtado ndo apresentou resposta do tecido conjuntivo muscular ao
alongamento passivo. E necessario ressaltar que os parametros de prescrigao
foram diferenciados, com estudos utilizando volume de 300 segundos (CACAO-
BENEDINI et al., 2013a), 600 segundos (SALVINI et al., 2006) ou 40 minutos
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(SECCHI et al., 2008), o que demonstra que os efeitos sdo dependentes dos
parametros de prescri¢cao.

Além de repercussdes no tecido conjuntivo muscular, adaptacdes
musculares também sao relatadas. Em um estudo, 9 sessdes de alongamento
passivo realizado manualmente no musculo séleo imobilizado de ratos jovens,
com 10 repeticdes de 1 minuto de duragédo cada e intervalo de 30 segundos,
acarretou aumento do comprimento e numero de sarcémeros em série, mas nao
promoveu ganhos na area de secgao transversa (SALVINI et al., 2006).

Outro estudo mostrou que uma unica sessao de alongamento no musculo
sbéleo de rato jovem previamente imobilizado em posicdo de encurtamento
usando fita adesiva, e realizado uma vez por semana com duragao de 40 minutos
foi suficiente para prevenir a perda de sarcOmeros em série e atrofia muscular
que sao consequéncias da imobilizagdo (GOMES et al., 2004).

A atrofia do musculo soleo de ratos jovens, que também foi previamente
imobilizado em posicdo de encurtamento, foi controlada por 9 sessbes de
alongamento passivo com duragao de 40 minutos cada, e nos musculos que n&o
foram encurtados pela imobilizagdo, o protocolo de alongamento induziu
sarcomerogénese e hipertrofia muscular (COUTINHO et al., 2004).

O alongamento realizado no musculo s6leo previamente imobilizado em
ratos adultos, com frequéncia de 3 vezes por semana, com 10 repeti¢gdes, com
1 minuto de duracgao, intervalados por 30 segundos durante 3 semanas, impediu
a atrofia muscular. Quando o alongamento foi realizado diariamente causou
hipertrofia, demonstrando efeito no trofismo muscular (COUTINHO et al., 2006).

Por outro lado, um estudo concluiu que uma unica sessao de alongamento
estatico passivo, constituida de 10 repeticdes mantidas durante um minuto, com
intervalo de 30 segundos, contribuiu para a atrofia muscular pois ativou a via
ubiquitina-proteassoma no musculo séleo de rato jovem. Os resultados
mostraram aumento na expressao génica da atrogina-1 48 horas ap6s uma unica
sessdo de alongamento quando comparada ao grupo controle. Outro grupo de
ratos no mesmo estudo foram alongados durante 2, 3 ou 7 dias, com 0 mesmo
protocolo. Os resultados mostraram aumento da expresséo da atrogina-1 nas 3

situagbes quando comparado ao grupo controle, sendo que quando o
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alongamento foi realizado 3 vezes durante uma semana, a express&o da atrogina
foi maior que nas outras situagcdes (PEVIANI et al., 2007).

Portanto, os efeitos observados no musculo foram aumento do
comprimento e numero de sarcomeros em série (SALVINI et al., 2006),
prevengao da perda de sarcémeros em série e atrofia muscular de musculos
encurtados por modelo de imobilizacdo (GOMES et al., 2004), hipertrofia
muscular (COUTINHO et al., 2006) mas também foi relatado atrofia muscular
(PEVIANI et al.,, 2007) e novamente, os parametros de prescricdo foram
diferenciados, com estudos utilizando volume de 600 segundos (SALVINI et
al.,2006; COUTINHO et al., 2006; PEVIANI et al., 2007) e 40 minutos (GOMES
et al., 2004; COUTINHO et al., 2004) realizados em 1 sessdo (GOMES et al.,
2004; PEVIANI et al., 2007) ou 9 sessdes (SALVINI et al.,2006; COUTINHO et
al.,, 2006; COUTINHO et al., 2004), demonstrando que os efeitos s&o
dependentes dos parametros de prescrigcao.

A partir da analise dos resultados dos estudos em animais citados acima,
fica clara a variabilidade entre as prescricoes e que os parametros descritos em
sua maioria foram o numero de repeti¢coes, a duragao, a frequéncia e o numero
total de sessbdes, sem relato da avaliagdo e interpretacdo dos efeitos da
intensidade do exercicio. Por isso, € importante o estudo do exercicio do
alongamento que contemple todos os parametros de prescricdo para
compreensao dos mecanismos envolvidos na adaptacdo muscular ao exercicio
realizado.

O uso de modelos animais para estudar o efeito do alongamento permitem
investigar a histomorfometria e os mecanismos celulares envolvidos na
adaptacdo do musculo esquelético, o que € limitado em estudos com humanos.
Em humanos, o efeito do alongamento é frequentemente investigado, porém os
estudos relatam efeitos funcionais e ndo histomorfométricos, pelas limitagdes
relativas a metodologia de investigagdo histomorfométrica em humanos.
Portanto, estudos com animais podem contribuir para a compreensao dos efeitos
funcionais do alongamento através da interpretacdo dos efeitos
histomorfométricos, celulares e moleculares observados no musculo

esquelético.
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Dessa forma, os efeitos do alongamento passivo em humanos também
serao abordados nessa segao. Estudo realizado com jovens do sexo masculino,
verificou os efeitos de uma sessado composta por 3 repeticdes mantidas por 60
segundos e intervalo de 30 segundos, com intensidade alta e baixa. A
intensidade do alongamento foi baseada na escala de avaliagdo numeral em que
o alongamento de baixa intensidade foi relatado como desconforto percebido
entre 1 e 2, e alta intensidade entre 9 e 10. Independente da intensidade, ambos
os grupos melhoraram a ADM, mas ndo foram observadas diferencas entre as
duas intensidades do alongamento na arquitetura muscular (comprimento do
fasciculo e angulo de penacéo) e torque passivo (SANTOS et al., 2019).

Dois protocolos de alongamento estatico dos musculos isquiotibiais com
diferentes intensidades (50% e 85% da percepcéo de desconforto) e volumes
(120 segundos 240 segundos) foram testados em homens jovens treinados.
Foram realizadas 3 repeti¢des (intensidade de 85%) e 6 repeti¢cdes (intensidade
de 50%) com duragéo de 40 segundos e intervalo de 15 segundos, e avaliadas
a ADM de flexdo de quadril, o pico de forga e a atividade muscular durante o
exercicio isométrico maximo de flexado do joelho. Os efeitos agudos observados
foram aumento na ADM em ambos os protocolos e reducéo no pico de forga com
a intensidade de 85%. Dessa forma, volume e intensidade do alongamento s&o
importantes para a compreensao das alteragdes especificas na flexibilidade,
atividade muscular e forga e assim contribuem para melhorar os programas de
reabilitagdo e a prescrigdo de treinamento que incluam as capacidades fisicas
flexibilidade e forca (MARCHETTI et al., 2019).

Tendo em vista que o tempo de manutengéo de alongamento assim como
o tempo de intervalo entre as repeticdes também varia muito entre os estudos,
um trabalho foi realizado com o objetivo de investigar o efeito do alongamento
estatico com diferentes intervalos de repouso na rigidez do musculo
gastrocnémico. Foram realizados 120 segundos de alongamento no
gastrocnémio de homens jovens, com intervalo de 30 segundos ou 0 segundos
entre as repetigdes. Os resultados mostraram que o intervalo de descanso de 0
s diminuiu a rigidez muscular em maior extensdo, embora o intervalo de

descanso de 30 s também diminuiu a rigidez muscular. Assim, um intervalo de
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descanso mais curto pode ser mais eficaz na redugcdo da rigidez muscular
(NOJIRI et al., 2019).

Uma revisdo sistematica de estudos realizados em humanos, apresentou
o efeito agudo do alongamento estatico na performance muscular, concluindo
que alongamentos com tempo de até 45s podem ser usados em rotinas de pré-
exercicio sem risco de diminui¢des significativas nos desempenhos das tarefas
dependentes de forga, poténcia ou velocidade, enquanto duragdes mais longas,
por exemplo, 60 s tém mais probabilidade de causar redugdo pequena ou
moderada no desempenho (KAY; BLAZEVICH, 2012).

Outra revisdo sistematica, executada também com estudos realizados
com humanos jovens, mostrou que alongamento estatico promoveu reducéo da
performance fisica de magnitude pequena a moderada, e que o alongamento
estatico com duragdo maior que 60 segundos promoveu maiores prejuizos em
comparacgao a duragdo menor que 60 segundos (BEHM et al., 2016).

Dessa forma, as adaptagcdes musculares relacionadas ao exercicio de
alongamento em jovens dependem da intensidade, duragdo e frequéncia do
exercicio de alongamento, gerando respostas diferenciadas e diretamente
influenciadas pelos parametros de prescrigao.

2.1.3 Efeitos do exercicio de alongamento em humanos e animais idosos

Na populagéo idosa, o alongamento € comumente utilizado para aumentar
o comprimento muscular e a ADM além de ser utilizado para melhorar o equilibrio
postural (REDDY; ALAHMARI, 2016). Em estudos com idosos humanos, o
exercicio de alongamento foi eficaz para aumentar a amplitude de movimento de
quadril, joelho e tornozelo em 20 a 30%, assim como o equilibrio (REDDY;
ALAHMARI, 2016), a mobilidade de flexdo de tronco e flexdo de quadril
(OLIVEIRA; OLIVEIRA; PIRES-OLIVEIRA, 2016), melhorar a mobilidade de
idosas sedentarias (DAL PAZ et al., 2018), a capacidade funcional (GALLO et
al., 2015) e flexibilidade dos flexores do joelho de idosas institucionalizadas
(GALLON et al., 2011), demonstrando assim as repercussdes na funcionalidade.

Portanto, estudos com populacéo idosa também sao frequentes na area
de investigagao dos efeitos do alongamento e, assim, nessa segao o enfoque
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sera dado aos parametros de prescrigao utilizados e os efeitos observados em
estudos com animais e humanos.

Um estudo verificou os efeitos de um programa de exercicio de
alongamento estatico realizado durante 10 semanas. O alongamento foi
realizado nos musculos flexores do quadril, isquiotibiais e gastrocnémio, em 4
repeticdes com duragdo de 30 segundos cada, duas vezes por semana. O
volume do alongamento foi eficaz em aumentar a ADM em todas as articulagdes,
assim como aumentou o equilibrio e tempo de apoio unipodal, tanto com olhos
abertos e fechados. Os autores atribuiram a melhoria no equilibrio ao fato do
alongamento ter induzido alteragdes tanto na propriocepgdo quanto pode ter
reduzido a rigidez da articulagéo, fascia e unidade musculo-tendinea, afetando
assim a capacidade de se adaptar adequadamente aos desafios de estabilidade
(REDDY; ALAHMARI, 2016).

Outro estudo realizado com mulheres idosas, avaliou os efeitos do
alongamento estatico realizado durante 12 semanas, com cada sess&o durando
60 minutos, duas vezes por semana. Vinte exercicios foram realizados
considerando os grupos musculares para as regides cervical e membros
superiores (trapézio superior, escalenos, esternocleidomastoideos, flexores e
extensores do punho e dos dedos, deltoides, triceps e peitorais); tronco e
membros inferiores (obliquos, quadrado lombar, isquiotibiais, adutores, gluteos,
abdutores e triceps sural). Os exercicios foram realizados ativamente, com trés
repeticdes, mantido por 30 segundos cada, com um intervalo de descanso de 1
minuto entre as repeticdbes. Como resultados, as idosas apresentaram aumento
na mobilidade de flexdo de tronco e flexdo de quadril (OLIVEIRA; OLIVEIRA;
PIRES-OLIVEIRA, 2016).

Recomenda-se a realizagao de treinamento de flexibilidade mais do que
2 dias/semana, mantendo cada repeticdo do exercicio de alongamento por 30 a
60 segundos, em cada grupamento muscular e intensidade definida como
sensacgao de leve desconforto para idosos saudaveis (ZALESKI et al., 2016;
AMERICAN COLLEGE OF SPORTS MEDICINE et al., 2018). Em relagdo a
prescri¢ao do exercicio de alongamento, revisdes sistematicas indicam que para
os idosos a duragao do alongamento deve ser entre 30 e 60 segundos (ZOTZ et
al., 2014; GAMA et al., 2018).
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Diante do exposto acima sao conhecidos os efeitos do alongamento
estatico passivo em idosos humanos. No entanto, estudos com animais
envelhecidos s&do raros, embora permitam a investigacdo dos efeitos do
alongamento em nivel celular e molecular. A vantagem de estudos utilizando
roedores envelhecidos é o fato de os animais possuirem morbidades e
mecanismos bastante semelhantes aos encontrados em humanos com
sarcopenia, mas o custo elevado e a limitada disponibilidade de roedores
envelhecidos tornam o uso deste modelo dificil. Modelos de roedores
envelhecidos sdo os modelos mais naturais e tém varias vantagens em
comparagao com outros modelos de sarcopenia, como os modelos com
suspensao dos membros posteriores e modelos de atrofia por desuso (BAEK et
al., 2020).

Utilizando esse modelo, um protocolo de exercicio de alongamento
passivo estatico realizado com um aparato com célula de carga, 3 vezes por
semana, durante uma semana promoveu redugdo da porcentagem de
imunomarcagcédo de TGF-f1 e colageno 1 e aumentou a porcentagem de
imunomarcagcdo de colageno 3 no musculo soleo de ratas envelhecidas,
indicando efeito anti-fibrotico do exercicio. As sessbes consistiram em 4
repeticdes com 1 minuto de duragdo cada e intervalo de 30 segundos entre as
repeticdes (ZOTZ et al., 2016).

Também utilizando o modelo de ratas envelhecidas e comparando com
ratas jovens, outro estudo igualmente investigou os efeitos do exercicio de
alongamento passivo estatico realizado com um aparato com célula de carga. O
protocolo utilizado foi 4 repeticdes com 1 minuto de duragdo cada e intervalo de
30 segundos entre as repeticdes, 3 vezes por semana, durante 3 semanas. Os
autores observaram como efeito a reducao da area de secgao transversa da fibra
muscular com o alongamento passivo nas ratas envelhecidas e aumento da
ASTFM e sarcomerogénese nas ratas jovens (MASSENZ et al., 2020).

Um estudo utilizando ratos machos envelhecidos verificou as respostas
vasculares do musculo esquelético com protocolo de alongamento estatico
realizado com uma tala que posicionava o tornozelo em dorsiflexdo de 30°,
durante 30 minutos, 5 dias por semana por 4 semanas. As adaptacdes crénicas

foram vasodilatagdo o que aumentou a hiperemia induzida pelo exercicio, e as
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implicagdes clinicas do estudo foram que o alongamento muscular realizado com
uma tala pode fornecer um meio viavel de melhorar o fluxo sanguineo muscular
e a fungcdo em pacientes idosos que ndo podem realizar exercicios aerobios
regulares (HOTTA et al., 2018).

Dessa forma, € possivel verificar que os efeitos do estimulo mecéanico do
alongamento em estudos com idosos humanos foram redugao da rigidez passiva
(efeito agudo) e aumento da amplitude de movimento (efeito agudo e crénico)
enquanto em estudos com animais envelhecidos, os efeitos foram remodelagéo
do colageno intramuscular (efeito agudo), redugao da area de secgao transversa
da fibra muscular (efeito cronico) e melhora do fluxo sanguineo muscular (efeito
cronico). No entanto, nos estudos citados anteriormente, existe muita
variabilidade nos parametros de prescricdo pois os protocolos utilizados eram
distintos, o que torna dificil a interpretacdo dos achados. Por isso, estudo que
investigue o efeito do mesmo protocolo em animais jovens e envelhecidos

podera contribuir para a prescricao adequada frente aos efeitos identificados.

2.2 SISTEMA OSTEOMIOARTICULAR: NIVEL MACROSCOPICO E
MICROSCOPICO

2.2.1 Musculo esquelético e matriz extracelular do musculo esquelético

O musculo esquelético € um dos tecidos mais dindmicos e plasticos do
corpo humano, com composigdo e arquitetura projetadas para fornecer a
mobilidade e facilitar a fungdo humana. E uma estrutura hierarquica, composta
por sarcomeros dispostos em feixes de miofibrilas, fibras e fasciculos que juntos
formam um musculo completo e sdo envolvidos por uma matriz de tecido
conjuntivo. O tamanho total de um musculo € determinado principalmente pelo
numero e tamanho das fibras musculares individuais, mas a infiltracdo de
gordura e tecido conjuntivo pode alterar essa relagdo (FRONTERA; OCHALA,
2015; LIEBER et al., 2017; TIELAND; TROUWBORST; CLARK, 2018).
Os sarcObmeros, conjuntos de proteinas de aproximadamente 3 ym de
comprimento, sdo as unidades contrateis do musculo esquelético. O numero de

sarcoOmeros em série e em paralelo influencia no comprimento da fibra muscular
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e na area de seccdo transversa, o que por sua vez, afeta a capacidade de
geracéo de forca (WISDOM; DELP; KUHL, 2015). Apesar do comprimento do
sarcOmero ter uma faixa de operagao preferida, sabe-se que o musculo
esquelético é extremamente plastico, ou seja, pode se adaptar as mudancgas
cronicas de comprimento, pela alteragdo nos sarcomeros (TAKAHASHI et al.,
2012; LIEBER et al., 2017). As fibras musculares podem ter seu comprimento
modificado pelo aumento do comprimento dos sarcOmeros ou aumento do
numero de sarcomeros em seérie, ou ainda, pelo aumento de ambos (CAIOZZO
et al., 2002).

Assim, o musculo esquelético cresce em um padrao transversalmente
isotrépico ao longo da dire¢do da fibra em resposta ao alongamento mecéanico
passivo e ortogonal a direcdo da fibra em resposta ao estresse mecanico ativo.
Na escala macroscépica, um musculo passivamente alongado cresce
excentricamente enquanto um musculo estressado ativamente cresce
concentricamente. Na escala microscopica, o alongamento passivo induz a
sarcomerogénese enquanto o estresse ativo induz a miofibrilogénese,
(ZOLLNER et al., 2012).

A matriz extracelular (MEC) é essencial para o desenvolvimento,
manutengdo e regeneragdo do musculo (KULAR; BASU; SHARMA, 2014). A
MEC esta envolvida na macroestrutura do musculo, organizando fibras em
feixes, feixes em fasciculos e integrando a estrutura muscular com a aponeurose
e tenddo. Ainda, a MEC possui um papel essencial na mecanotransducéo e
transmissao da for¢a da fibra para o tendao e vice-versa, além de contribuir para
a resposta elastica do tecido muscular (MEYER; LIEBER, 2011; STEARNS-
REIDER et al., 2017).

O tecido conjuntivo do musculo esquelético é subdividido em trés
compartimentos: o endomisio, localizado em torno das fibras musculares
individuais; o perimisio, que envolve grupos de fibras musculares formando os
feixes de fibras e o epimisio, que envolve todo o musculo. O tecido conjuntivo
muscular € extremamente importante na determinacdo das propriedades
mecanicas gerais de todo o musculo e possui fungdes que incluem o suporte
mecanico para 0s principais nervos e vasos sanguineos que atendem o tecido

muscular como um todo, bem como suporte para neurdnios individuais e
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capilares sanguineos de cada fibra muscular (PURSLOW, 2002; MCLOON et
al., 2018).

Os tecidos conjuntivos intramusculares, e particularmente o endomisio,
sdo estruturas importantes para a transmissdao de forga entre as fibras
musculares e o 0sso. A transmissao de forga ao longo do tecido conjuntivo é
denominada transmissdo epimuscular, por meio da via intermuscular e
extramuscular. Na via intermuscular, a for¢ca € transmitida entre dois musculos
vizinhos através do tecido conjuntivo na interface do ventre muscular, enquanto
na via extramuscular, a forga € transmitida entre o epimisio de um musculo e
uma estrutura ndo muscular adjacente (MAAS; SANDERCOCK, 2010). A raz&o
da forga transmitida entre as vias miotendinosa e epimuscular (inter ou
extramuscular) muda devido as propriedades mecanicas alteradas dos tecidos
conjuntivos. Essas propriedades mecanicas podem ser alteradas como
consequéncia de lesdo muscular, doenga, cirurgia ou envelhecimento
(BERNABEI; MAAS; VAN DIEEN, 2016).

Em nivel molecular, o principal componente do tecido conjuntivo
intramuscular € o colageno, especialmente o colageno tipo IV presente na
membrana basal das fibras musculares, e os colagenos 1 e 3 predominantes no
endomisio e perimisio (PURSLOW, 2002; KULAR; BASU; SHARMA, 2014;
MCLOON et al., 2018; PEVIANI et al., 2018).

Colageno 1 e 3 sdo as isoformas primarias no musculo esquelético, e cada
um possui diferentes propriedades mecanicas. O colageno 1 esta associado a
rigidez do tecido, ou seja, resisténcia ao estiramento, enquanto a abundéncia de
colageno 3 se correlaciona com a complacéncia tecidual, ou seja, facilidade de
ser alongado (MILLER et al., 2001; KUROSE et al., 2006). O colageno 1 é o
principal colageno tolerante ao estresse no musculo. Possui alta resisténcia a
tragcao e elasticidade limitada e, portanto, € adequado para transmissao de forga.
O colageno 3 possui estrutura e disposicdo semelhante a do colageno 1, mas
apresenta fibras mais finas e elasticas (MILLER et al., 2001; GELSE; POSCHL;
AIGNER, 2003).

Quantidades iguais de ambos os tipos de colageno (1 e 3) sé&o
encontradas no perimisio. No endomisio, o colageno 3 é a forma predominante

e apenas pequenas quantidades de colageno 1 sdo encontradas (GELSE;
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POSCHL; AIGNER, 2003). Os musculos lentos contém mais conteido de
colageno 1 do que colageno 3, enquanto a proporgéo de colageno 3 € maior nos
musculos rapidos (MILLER et al., 2001).

A interacdo entre os mioblastos e consequentemente miotubos e células
musculares e os componentes da matriz extracelular € um fator chave no
desenvolvimento e crescimento do tecido muscular (PURSLOW, 2002;
TAKAHASHI et al., 2012). A homeostase da matriz extracelular requer a
regulagdo constante, isto €, sintese e degradagcdo dos componentes da MEC,
com o acumulo da MEC ocorrendo devido a desregulagdo entre processos
catabolicos e anabdlicos nas camadas extracelulares, levando ao aumento na
deposicdo de colageno tipico das condi¢des fibréticas (MARTINEZ-
HUENCHULLAN et al., 2017). Assim, a modulacdo da MEC pode levar a
adaptacdo muscular funcional que esta diretamente relacionada a sua propria
morfologia (TAKAHASHI et al., 2012).

A regulacdo da homeostase da MEC é realizada por fatores de
crescimento como o fator transformador de crescimento beta (TGF(3) e o fator de
crescimento do tecido conjuntivo (CTGF). As isoformas do TGF-B (TGF- 1-3)
sdo citocinas envolvidas em uma variedade de processos celulares, incluindo
reparo de miofibras e regulagcdo da formacéo de tecido conjuntivo. O TGF-f3
promove a preservacdo da MEC por meio do aumento da sintese de proteinas
da matriz, promovendo a expressao de genes pro-fibréticos, como o colageno 1
e CTGF, e suprimindo a atividade das proteinas de degradagcdo da MEC, como
as metaloproteases da matriz (MMPs) (MARTINEZ-HUENCHULLAN et al., 2017;
ISMAEEL et al., 2019).

E sugerido que o TGF-B1 também desempenhe um papel na fibrose que
acompanha o processo de envelhecimento. Durante o envelhecimento normal,
as células musculares aumentam os niveis de TGF-1 e assim promovem a
transicdo para um fendtipo mais fibrético. A expressao génica do TGF-1 no
musculo esquelético tem se mostrado mais elevada em idosos que em adultos
jovens, que pode ser resultado da inflamagéo crbnica associada a idade que
impulsiona a ativagao de fibroblastos e também pode ser reflexo da tentativa de
reparar o dano tecidual acumulado (MANN et al., 2011; ISMAEEL et al., 2019).
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O TGF-B atua na diferenciagcdo de células musculares e na fusao de
miofibras, e pode inibir a expressao de varias proteinas especificas do musculo
esquelético impedindo assim a ativagdo de reguladores positivos da
diferenciagdo de células musculares, tais como MyoD e miogenina (KIM; LEE,
2017).

O TGF-B reduz a miogénese induzida pela MyoD por meio da via de
transducao de sinal mediada por Smad3. A sinalizag&o inicia com a ligagao do
TGFB a um receptor de TGFp tipo | ou ll. Os receptores de TGF séo receptores
serina/treonina quinase, que recrutam um segundo receptor apds a ligagao inicial
de TGFf e catalisam a fosforilagdo do segundo receptor formando um complexo
homodimérico ou heterodimérico. O complexo receptor entéo fosforila o receptor
regulado pelas Smads, que se ligardo a uma Smad colaboradora, Smad4, para
formar o complexo Smad. O complexo Smad é translocado para o nucleo, onde
se liga a fatores de transcrigao e regula a transcrigdo de genes-alvo (VELLEMAN
et al., 2012).

Assim a via TGFB-1/miostatina tem um papel importante na mediacao da
regulagdo de massa muscular, bem como nas modificagbes da MEC. A
expressdo do gene miostatina (MSTN) restringe o crescimento muscular e a
hipertrofia, assim como estimula a rigidez dos colagenos 1 e 3 da MEC, gerando
fibrose (FATURI et al., 2016).

2.2.1.2 Musculo esquelético no envelhecimento

O processo de envelhecimento €& acompanhado por uma perda
progressiva de massa muscular esquelética e fungao, referida como sarcopenia.
A sarcopenia € um disturbio muscular esquelético progressivo e generalizado
que esta associado ao aumento da probabilidade de resultados adversos,
incluindo quedas, fraturas, incapacidade fisica e mortalidade. E definida por
baixos niveis de forgca muscular, quantidade/qualidade muscular e desempenho
fisico, o qual atua como um indicador de gravidade (CRUZ-JENTOFT et al.,
2019). Nos seres humanos, a sarcopenia afeta individuos a partir da quarta
década de vida, com uma diminui¢ao de 30 a 50% na massa e fungdo muscular
esquelética até o momento em que os individuos atingem aproximadamente 80
anos de idade (MCCORMICK; VASILAKI, 2018).
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Mas o envelhecimento fisiolégico € um processo altamente individual,
caracterizado por uma degeneragdo progressiva dos tecidos e sistemas
organicos. Por exemplo, as alteragdes relacionadas a idade no tecido conjuntivo
incluem densificacédo e fibrose, o que funcionalmente podem modificar as
propriedades mecanicas do tecido conjuntivo e do musculo esquelético,
contribuindo para reducéao relacionadas a idade na forga muscular e amplitude
de movimento, que ndo podem ser explicadas unicamente pela perda de massa
muscular (ZUGEL et al., 2018).

Um aumento no tecido adiposo e fibrético intermuscular € uma
manifestacdo tipica do envelhecimento (TROMBETTI et al., 2016), pois o
processo de envelhecimento esta associado a perda de forgca muscular,
alteragbes nas propriedades mecéanicas dos colagenos e alteragbes na
arquitetura muscular (KARAMANIDIS; ARAMPATZIS, 2005). O aumento do
tecido conjuntivo no endomisio e perimisio € responsavel pela fibrose do tecido
muscular no idoso e pode estar relacionada com o aumento das concentracdes
de colageno 1 na matriz extracelular da célula muscular esquelética (ARTHUR;
COOLEY, 2012; GILLIES et al., 2012).

A importédncia do colageno no envelhecimento é sustentada pela
descoberta de que uma reduzida sinalizacdo de IGF-1 aumenta a expressao de
colagenos e outros componentes da MEC (FREITAS-RODRIGUEZ;
FOLGUERAS; LOPEZ-OTIN, 2017). Com o aumento da idade, os feixes de
colageno ficam mais tensos, causando diminuicdo da complacéncia do tecido
conjuntivo (STEARNS-REIDER et al., 2017) e acarretando reducdo da
elasticidade de todo o musculo, bem como de apenas algumas fibras, induzindo
ao enrijecimento muscular progressivo (FRONTERA; OCHALA, 2015). Isso
pode ser devido a aumento no numero de pontes cruzadas, mas outros fatores,
tais como as mudancas na complacéncia cruzada e elementos sarcoméricos
como a titina, podem contribuir. No envelhecimento, o musculo esquelético
demonstra uma morfologia tipicamente fibrotica, em que a orientagcéo
bidirecional das fibras de colageno do perimisio € perdida e substituida por uma
rede irregular de fibras com diminuicdo da formacédo da crimpagem (KULAR;
BASU; SHARMA, 2014; WESSNER et al., 2019).
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Portanto, o envelhecimento aumenta o diametro das fibras de colageno,
reduzindo assim a extensibilidade (ZAKAS et al., 2005), e as fibras musculares
apresentam atrofia e podem ainda estar acompanhadas por inflamacéo,
infiltracdo por tecido adiposo, fibrose e decréscimo da vascularizagéo
(DEMONTIS et al., 2013; NILWIK et al., 2013).

Por meio de analise de tomografia computadorizada realizada com o
objetivo de comparar a area de secgéo transversa do musculo quadriceps de
idosos e jovens foi observado que idosos apresentam redugéo da area inclusive
quando expresso como porcentagem da massa corporal. No mesmo estudo,
analise imunohistoquimica mostrou reduc¢do da area de secgao transversa das
fibras musculares tipo Il em comparag&o aos jovens, sem diferenga visualizada
nas fibras tipo | (CALLAHAN et al., 2014).

As duas vias de sinalizacdo principais que controlam o tamanho do
musculo esquelético sdo o fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1-
fosfatidilinusitol 3-quinase-Akt /proteina quinase B - proteina alvo da rapamicina
em mamiferos (IGF1-PI3K—-Akt/PKB—mTOR) e a via miostatina-Smad3. A Akt
estimula a sintese de proteinas ativando mTOR e seus efetores, e a mTOR por
sua vez, responde aos multiplos sinais além do Akt, incluindo aminoacidos. Por
outro lado, a segunda principal via de sinalizagdo que controla o crescimento do
musculo esquelético envolve a miostatina, um membro da superfamilia TGFB. A
miostatina é produzida pelo proprio musculo esquelético e atua como regulador
negativo do crescimento muscular. Os efeitos da miostatina sdo mediados pelos
fatores de transcricdo Smad 2 e 3, que também interferem na sinalizac&o da via
IGF1-Akt (SCHIAFFINO et al., 2013; ZIAALDINI et al., 2017).

A reducdo da area de seccado transversa decorre de mudancas na
expressdo de genes relacionados a diferenciagdo e crescimento muscular
(MyoD), regulagdo de massa muscular (miostatina) e fatores pro-inflamatorios,
como proteina kinase ativada por mitégeno (p38MAPK), fator nuclear kappa B
(NF-kB) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (RAMIREZ et al., 2013). O TNF-
a € uma citocina pré-inflamatéria que esta associada a modulagao da perda do
tecido muscular, particularmente em condigbes patolégicas como a caquexia do
cancer e sarcopenia (MCMAHON et al., 2019).
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A concentragdo plasmatica de TNF-a é significativamente mais elevada
em idosos do que em individuos de meia-idade, sugerindo que os biomarcadores
inflamatorios aumentam gradualmente com a idade (WANG et al., 2017).
Acredita-se que a inflamagao sistémica crénica de baixo grau e as respostas
inflamatorias prolongadas tanto as infecgdes quanto as lesées musculares,
contribuam para a diminuigao da sintese de proteina muscular e capacidade de
regeneracdo muscular em idosos, tendo em vista que concentragdes
aumentadas de citocinas pré-inflamatérias circulantes, como IL-6 e TNF-a séo
associadas a perda de massa muscular (VAN DER POEL et al., 2011). TNF-a
estimula a ativacao e translocagédo nuclear de NF-kB nas células do musculo
esquelético, regulando a via da ubiquitina, no processo de atrofia muscular
(REID; LI, 2001; MOURKIOTI; ROSENTHAL, 2008).

Assim, o TNF-a tem sido considerado um fator crucial na perda de massa
muscular pois pode induzir a perda por meio da degradagao e diminuigdo da
sintese de proteinas. A expressdo aumentada de TNF-a pode levar a protedlise
muscular, que subsequentemente provoca diminuicdo na massa muscular e
eventualmente na sarcopenia. Uma das razdes pode ser que o TNF-a induza
tanto a apoptose de fibras musculares do tipo | quanto do tipo Il (MOURKIOTI;
ROSENTHAL, 2008; DALLE; ROSSMEISLOVA; KOPPO, 2017; WANG et al.,
2017).

2.2.2 Cartilagem articular

O complexo articular do tornozelo forma a ligagdo cinética que permite
que o membro inferior interaja com o solo, um requisito fundamental para a
marcha e outras atividades da vida diaria, e dessa forma, a mobilidade da
articulagao talocrural € vital para a marcha e equilibrio (LEE et al., 2012). Idade
e sexo sao fatores que podem alterar a ADM do tornozelo, tendo sido
demonstrado que mulheres jovens (20-39 anos) apresentam maior ADM do
tornozelo em comparagdo com os homens da mesma faixa etaria e que com o
aumento da idade, as mulheres idosas possuem menor ADM de dorsiflexao e

maior ADM de flex&o plantar em comparagao com homens idosos (70-79 anos).
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Ainda, independente do sexo, pessoas idosas apresentam menor ADM de
tornozelo em comparacéo aos jovens (BROCKETT; CHAPMAN, 2016).

A articulagédo € uma estrutura complexa com fungdes biomecanicas
associadas com o movimento. As articulagdes, especialmente as de suporte de
peso, sdo continuamente submetidas a cargas mecanicas, e para suportar essas
demandas cada uma das extremidades Osseas é coberta e protegida pela
cartilagem articular (CHEN et al., 2013).

A cartilagem articular € uma camada fina de tecido conjuntivo,
especializado, com propriedades viscoelasticas exclusivas (FOX; BEDI;
RODEO, 2009). O papel da cartilagem articular é fornecer uma interface entre
0s 0ss0s com uma superficie livre de friccdo para permitir movimentos articulares
suaves e para resistir e distribuir as forgas tais como forga de compressao, tracao
e cisalhamento de um osso para outro (FOX; BEDI; RODEO, 2009;
CAMARERO-ESPINOSA et al., 2016) Dessa forma, a principal fungdo da
cartilagem € a absorgao e dissipagdo da carga mecanica, que € permitida pela
organizacgéo espacial dos componentes da matriz na camada superficial e pelo
alto teor de proteoglicanos (HOUARD; GOLDRING; BERENBAUM, 2013)

A cartilagem articular é cartilagem do tipo hialina, e possui entre 2 a 4
mm de espessura. Diferente dos outros tecidos n&o possui vasos sanguineos,
nervos ou vasos linfaticos, mas € composta por uma matriz extracelular densa
com uma distribuicdo de células altamente especializadas denominadas de
condrocitos. A MEC da cartilagem articular é composta principalmente de agua,
colageno e proteoglicanos, com outras proteinas nao colagenas e glicoproteinas
em quantidades menores (FOX; BEDI; RODEO, 2009).

Os condrocitos sédo ceélulas metabolicamente ativas que sintetizam e
transformam um grande volume de componentes da MEC, como colageno,
glicoproteinas, proteoglicanos e hialuronano. Os condrécitos mecanossensiveis
sdo os principais contribuintes para a producdo da MEC e fornecem a
capacidade funcional e mecanica de resistir as forcas de compresséo, tragao e
cisalhamento nas articulagdes diartrodiais (AKKIRAJU; NOHE, 2015).

A cartilagem é dividida em camadas ou zonas distintas que tém sua

prépria fungao devido a orientagéo das fibras de colageno, distribuicdo e forma
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dos condrdcitos e hidratagdo da cartilagem, e que sdo importantes para a sua
fungéo biomecéanica (FOX; BEDI; RODEOQO, 2009).

A fina zona superficial ou tangencial protege as camadas mais
profundas das tensbes de cisalhamento e representa aproximadamente 10% a
20% da espessura da cartilagem articular. Consiste em pequenas células
alongadas dentro de uma matriz extracelular densa que s&o orientadas ao longo
do eixo principal de movimento e as fibras de colageno Il s&o orientadas
paralelamente a superficie articular (FOX; BEDI; RODEO, 2009; DECKER,;
KOYAMA; PACIFICI, 2015).

A zona média representa 40% a 60% do volume total da cartilagem e
contém proteoglicanos e fibras de colageno mais espessas. Nesta camada, o
colageno é organizado obliquamente, e os condrécitos sao esféricos e de baixa
densidade. Funcionalmente, a zona intermediaria € a primeira linha de
resisténcia as forcas compressivas, e os condrécitos dentro desta zona média
produzem, depositam e mantém todas as moléculas tipicas da matriz da
cartilagem, incluindo o proprio colageno Il e agrecan, e assim conferindo ao
tecido uma resiliéncia biomecéanica chave (FOX; BEDI; RODEO, 2009;
DECKER; KOYAMA; PACIFICI, 2015).

A zona profunda é responsavel por oferecer maior resisténcia as forcas
compressivas, uma vez que as fibras de colageno estdo dispostas
perpendicularmente a superficie articular. Os condrécitos nesta zona sao
menores em tamanho e numero. A zona profunda representa aproximadamente
30% do volume da cartilagem articular, resiste a forgas de cisalhamento e
fornece absorgdo de choques para o osso subcondral (FOX; BEDI; RODEO,
2009; DECKER; KOYAMA; PACIFICI, 2015).

A zona calcificada difere das trés outras zonas no que diz respeito a
mineralizagdo de sua matriz extracelular e pela presenga de vasos sanguineos
e fibras nervosas que se originam do osso subcondral. A zona calcificada faz
interface com a cartilagem n&o mineralizada, da qual é separada pela tidemark,
e 0 0sso subcondral (HOUARD; GOLDRING; BERENBAUM, 2013).

Os condrécitos podem responder a uma variedade de estimulos,
incluindo fatores de crescimento, cargas mecéanicas, forgas piezoelétricas e

pressdes hidrostaticas. Em situagdes de estresse, como o exercicio fisico, a
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regulagéo positiva de genes proé-inflamatérios pode levar a proliferagéo celular,
mas também comprometer a sintese da MEC o que leva a perda da integridade
da cartilagem e aos sinais precoces de lesdes (SZAFRANSKI et al., 2004).

A resposta a carga imposta sobre a cartilagem ocorre pelo processo de
mecanotransdu¢ado dos condrocitos, que € iniciada na interface entre a
membrana celular e a matriz extracelular, com os processamento desses sinais
mecanicos envolvendo mecanorreceptores, como canais idnicos e integrinas
(LEONG et al.,, 2011), com importante papel na manutengdo da saude da
articulacdo e homeostase da cartilagem (ZHAO et al., 2020).

Tanto o desuso quanto o exercicio promovem alteragdes na cartilagem
articular. Um estudo utilizando um modelo de imobilizagao articular do quadril de
ratos machos jovens, mostrou redugcédo da espessura da cartilagem articular, do
numero de condrocitos e da densidade de colageno 1 apds 8 semanas de
imobilizagdo, enquanto o grupo que fez exercicio em esteira apresentou
aumento da espessura da cartilagem, da densidade do colageno e no volume
dos nucleos dos condrocitos (MALDONADO et al., 2013).

Outro estudo também realizado com ratos analisou o efeito do
alongamento passivo na cartilagem articular do tornozelo imobilizado por 7
semanas. O alongamento passivo foi realizado manualmente, em 10 repeti¢cdes
de 60 segundos e intervalo de 30 segundos, 7 dias por semanas durante 4
semanas. Os resultados indicaram que a cartilagem articular da pata imobilizada
e posteriormente alongada mostrou celuridade aumentada sem mudanga na
espessura da cartilagem (RENNER et al., 2006).

Diante dos relatos acima, observa-se que os condrécitos sao
necessarios para a homeostase da cartilagem e a perda ou disfungao celular
pode ser um fator primario que leva a sua falha e assim as alteragdes na
cartilagem. Por exemplo, o nivel de celularidade da cartilagem determina o
volume do tecido que esta sendo mantido por um unico condrocito e parece ter
implicagdes para o reparo da cartilagem (LOTZ; LOESER,2012).

Durante o envelhecimento, a cartilagem articular também sofre
alteragdes em sua estrutura molecular com algumas alteragbes semelhantes as
observadas na degeneragdo associada a osteoartrite (OA) (ROBERTS et
al,2016). Em termos de morfologia, defeitos de cartilagem relacionados a idade
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ocorrem primeiro na zona superficial, em que a orientagdo e a organizagéo das
fibras de colageno mudam e a espessura da cartilagem articular diminui com a
idade (REN et al,2017). A densidade celular de condrécitos diminui com o
envelhecimento e as células remanescentes expressam certas caracteristicas
da senescéncia celular, produzem quantidades reduzidas de MEC e aumentam
os niveis de enzimas degradantes da matriz extracelular e mediadores
inflamatorios (CARAMES et al,2015; MORIYAMA et al,2012). Em relagc&o as
propriedades mecanicas, a elasticidade diminui com a idade, e sua resisténcia a
tracao diminui significativamente (ROBERTS, et al,2019).

2.2.3 Osso

O osso € um material composto, cuja matriz extracelular consiste em
matriz mineral (65%), agua (10%), lipidios (1%) e material organico (25%). A
matriz organica € composta predominantemente por colageno 1 (90%) e por
proteinas n&do colagenosas (10%). As células que produzem, nutrem e
remodelam a matriz extracelular mineralizada respondem aos sinais mecanicos
que determinam as propriedades morfologicas e funcionais dos 0ssos, assim, a
sua composicao relativa varia com a saude e a doenga, localizagao do tecido e
idade (BOSKEY; COLEMAN, 2010).

O osso é organizado em nivel macroscopio em estrutura cortical e
trabecular; em nivel microscépico € composto por células, matriz e minerais, e
em nivel nanométrico, é formado por cristais individuais e fibrilas de colageno
(BOSKEY; COLEMAN, 2010). Aproximadamente 80% da massa 0ssea esta no
compartimento cortical. No compartimento trabecular, 20% do volume é
composto de 0sso, e 0 espaco restante € preenchido com medula e gordura. O
osso trabecular transfere cargas mecanicas da superficie articular para o 0osso
cortical, e portanto, ambos os ossos cortical e trabecular sdo importantes para a
forga 6ssea (OTT, 2018).

As propriedades mecénicas do 0sso e, portanto, a capacidade dos 0ssos
em resistir as fraturas sao definidas pela quantidade, disposicdo adequada e
caracteristicas de cada um dos componentes 0sseos, ou seja, pela quantidade
e qualidade. O termo qualidade se refere aos fatores como a composicao
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(porcentagem de cada componente), mineralizagdo (organizagao e tamanho do
mineral), conteudo de colageno e suas ligagdes cruzadas de colageno,
morfologia, microarquitetura, e a presenca de microfissuras (SEEMAN, 2002;
OZCIVICI et al., 2010).

Sao varios os componentes celulares no osso. Os condrécitos, sao
responsaveis pela deposicdo da placa de crescimento e sua posterior
remodelagdo enquanto os osteoblastos sintetizam a matriz 6ssea e facilitam o
processo de mineralizagdo e os ostedcitos respondem a carga mecanica e
regulam a reabsorgao e formagédo 6ssea (BOSKEY; COLEMAN, 2010; ZHANG
et al., 2019).

Portanto, o osso € um 6rgéao dindmico com capacidade de se adaptar ao
seu ambiente mecanico. O processo de adaptacdo éssea € controlado por
ostedcitos mecanossensiveis, que detectam sinais mecanicos impostos ao 0sso
e, orquestram a atividade e o recrutamento de osteoblastos e/ou osteoclastos
(HEMMATIAN et al., 2017).

A mecanotransducdo € o processo pelo qual as forgas fisicas séo
convertidas em sinais bioquimicos que promovem respostas celulares e
desempenha um papel crucial no reparo e regeneracao 0ssea. A natureza do
estimulo mecanico é importante na regulagdo da remodelagdo 6ssea, uma vez
que diferentes tipos de estimulos mecanicos resultam em respostas diferentes.
(SPYROPOULOU; BASDRA, 2013).

A remodelagcdo O&ssea inicia com os osteoclastos realizando a
reabsorcdo O0ssea e produzindo sinais para o inicio da sintese 0ssea, que €
realizada pelos osteoblastos. Na remodelagao 6ssea, a formacgao e reabsorcao
Ossea estdo intimamente relacionadas e interligadas (SPYROPOULOQOU;
BASDRA, 2013). Tendo em vista que o estimulo local primario para remodelagao
Ossea se origina da resposta dos osteoblastos e ostedcitos as cargas mecénicas,
essas respostas sao geradas dentro da matriz 6ssea. O estimulo mecénico
interage com influéncias sistémicas para orquestrar a atividade dos osteoblastos
e osteoclastos, a fim de manter localmente a integridade funcional do osso
(GALEA et al., 2017; HEMMATIAN et al., 2017).

A remodelagdo Ossea €& um processo estritamente regulado, e
amplamente modulado pela aplicagao de diferentes estimulos mecanicos ou por
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estresse metabdlico no 0sso. A sintese 6ssea € promovida por aplicacdo de
carga dinamica e nao estatica e aplicagbes de carga em curto prazo s&o
suficientes para o inicio da resposta adaptativa e levam ao aumento da formacéao
0ssea, enquanto redugédo de carga resulta em diminuigdo da sintese Ossea e
aumento da reabsorgdo. Além disso, a manutencdo do mesmo estimulo
mecanico resulta em diminuicdo da resposta (SPYROPOULOU; BASDRA,
2013).

Seja durante o desenvolvimento ou envelhecimento, a forma do osso se
modifica em resposta a carga, bem como sinais hormonais e de fatores de
crescimento. No individuo saudavel, a formagao e a reabsorgcédo dssea estdo em
um estado de equilibrio, com as variagdes na morfologia 6ssea ocorrendo como
consequéncia de mudancas no equilibrio entre a formacdo Ossea e a
remodelagdo 6ssea (BOSKEY; COLEMAN, 2010; HEMMATIAN et al., 2017).

Declinios relacionados a idade nas propriedades materiais do tecido
0sseo sao acompanhados por uma redistribuicdo do osso cortical e trabecular.
Especificamente no esqueleto apendicular, essas alteracbes envolvem
reabsor¢cdo endosteal dentro do osso combinada com aposigdo periosteal na
superficie externa. Isso leva a um aumento relacionado a idade no didmetro dos
0ssos longos, mas a uma diminuigdo na espessura cortical, no entanto, esse
aumento no didmetro externo ajuda a manter a resisténcia as cargas de
curvamento e torgdo (MARTIN; CORREA, 2010).

Um estudo verificou as diferengas relacionadas a idade nos parametros
estruturais corticais e trabeculares da tibia, por meio da tomografia
computadorizada quantitativa periférica de alta resolugao (HR-pQCT), tendo sido
observada a dependéncia da idade apenas nos parametros corticais em homens
e mulheres (MILOVANOVIC et al., 2014).

Outro estudo examinou a geometria da tibia e da fibula em diferentes
faixas etarias, comparando um grupo de homens jovens (23-31 anos) com dois
grupos de homens idosos (61-60 anos e 80-91 anos). Foram avaliadas por meio
de ressonancia magnética a area de secgao cortical, medular e total da tibia e
fibula em todos os cortes, com diferengas significativas na geometria 6ssea entre
as faixas etarias. Na secc¢ao proximal, a area cortical da tibia foi menor tanto nos

idosos quanto nos mais velhos em comparacéo aos jovens, mas foi semelhante
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entre idosos e muito idosos. Na fibula, a area de secgéao cortical foi semelhante
em todos os grupos. A area de secgao medular foi maior nos muito idosos do
que jovens na tibia, e maior nos muito idosos em comparagao aos jovens e
idosos na fibula. A area de seccéao total foi semelhante entre as faixas etarias
nos dois ossos (MCNEIL et al., 2009).

A morfologia 6éssea também foi verificada em ratos machos, com idade
entre 2 e 30 meses, tendo sido observado que a densidade mineral éssea da
metafise de fémur, tibia e umero decresce com a idade, com as mudangas
relacionadas a idade semelhante ao que ocorre com o 0sso humano. As faixas
etarias de 6-21 meses mostraram maior densidade mineral 6ssea da tibia e
fémur, decrescendo com o avangar da idade. Foi observado que apos 12 meses,
a densidade mineral 6ssea reduziu na tibia, mas nao foi alterada no fémur. As
mudangas relacionadas a idade na densidade mineral 6ssea de ossos longos
sdo devidas as mudancgas na regido sub-cortical e ndo sdo acompanhadas por
decréscimo na densidade cortical e trabecular (LIDA; FUKUDA, 2002).

Outro estudo do mesmo grupo analisou alteragdes relacionadas a idade
na densidade mineral 6ssea e na area de secgao transversal do osso trabecular
e cortical e indice de forca 6ssea do fémur, tibia, umero e primeira vértebra
lombar em ratos Wistar fémeas, com idade entre 2-33 meses, examinadas por
tomografia computadorizada (pQCT). Foi observado que a densidade mineral
O0ssea das metafises e diafises dos ossos longos aumentaram até os 12 meses
e diminuiram apos os 15 meses na tibia e fémur. No entanto, os valores da area
de sec¢ao transversal do osso trabecular e cortical e indice de forgca éssea do
fémur dos ossos longos aumentaram independentemente da diminuicdo da
densidade mineral 6ssea total com a idade, indicando que esse aumento pode
ter sido devido a uma caracteristica do padrdo de modelagem em ratos. Ainda,
os autores indicam que nesta linhagem, os ratos com mais de 12 meses s&o
uteis como modelo animal para experimentos de osteoporose e observagao de
alteracOes Osseas senis (FUKUDA; IIDA, 2004).

A atividade fisica também é um fator importante para a manutencgao da
massa 0ssea, pois idosos que sdo menos ativos fisicamente sdo mais propensos
a desenvolver sarcopenia, osteoporose e aumentar o risco de fraturas

(FERRUCCI et al., 2014). O exercicio fisico pode afetar o osso através de
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multiplos mecanismos, incluindo as forcas de contragdo muscular, carga
gravitacional e efeitos enddcrinos e paracrinos. Durante a atividade fisica, o 0sso
€ submetido a forgas mecanicas exercidas pela contracdo muscular e carga
gravitacional. No nivel celular, os ostedcitos reconhecem essas forgcas
mecanicas como deformacgao celular, alteragdes no fluido extracelular,
gradientes de pressao e campos elétricos e se comunicam com osteoblastos e
osteoclastos para modular a formacdo e reabsorcido éssea alterando assim
geometria 6ssea e propriedades materiais (CARTER; HINTON, 2014). Por isso,
o exercicio tem sido proposto como uma estratégia potencial para gerenciar
doengas 6sseas como a osteoporose , pois 0 0Sso responde a cargas mecanicas
preferencialmente de alta magnitude, frequéncia e com sustentagdo de peso
(WATSON et al., 2018).

Sabe-se que o exercicio aumenta a densidade mineral éssea, massa
0ssea, resisténcia 6ssea e propriedades mecanicas do 0sso, atuando direta ou
indiretamente sobre quase todos os tipos de células d6sseas, afetando muitos
aspectos da remodelagao 6ssea (ARAZI; EGHBALI, 2017). Para o treinamento
fisico desencadear um efeito osteogénico, a carga mecanica aplicada aos 0ssos
deve exceder a encontrada durante as atividades diarias. Exercicios de impacto
com peso, como saltos e saltos, e/ou exercicio resistido progressivo,
isoladamente ou em combinagdo, podem melhorar a saude 6ssea em adultos
(HONG; KIM, 2018).

Estudos envolvendo exercicios resistidos para gerenciar a massa 6ssea
sdo conhecidos e relatam ganhos na DMO (CHODZKO-ZAJKO et al., 2009;
WATSON et al.,, 2018; BASAT; ESMAEILZADEH; ESKIYURT, 2013). Um
programa de exercicio para prevenir a osteoporose e fraturas nao esta
claramente definido, mas ha um crescente corpo de evidéncias apoiando o papel
de programas multimodais que incorporam breves episddios ou diversas
atividades com impacto e sustentacdo de peso, exercicios de resisténcia
progressiva visando musculos biarticulares do quadril e coluna e exercicios
funcionais que desafiem o equilibrio e atividades de mobilidade (DALY et al.,
2018).

Os exercicios de alongamento s&o citados nos estudos realizados com
pacientes com osteoporose e integram o periodo de resfriamento (ANGIN;
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ERDEN, 2009; OTERO et al., 2017; WATSON et al., 2018), mas os efeitos
osteogénicos desse tipo de exercicio sdo pouco estudados.

O unico estudo conhecido sobre o efeito do alongamento no tecido 6sseo
€ um estudo de revisdo que se concentrou no uso do sistema de tensao
Flexercell como ferramenta para estudar as respostas celulares ao alongamento
mecanico em diferentes tipos de células. Os resultados reportados no estudo
indicaram que a sinalizagdo do alongamento tém um efeito positivo na
proliferagdo de osteoblastos e o fazem de uma forma dependente da magnitude
(YU et al., 2016).

Portanto, a carga mecanica imposta ao osso assim como a idade sao
determinantes da massa e da geometria 6ssea. Sendo o alongamento passivo
realizado com aplicagcédo de forga externa para alongar o musculo, investigar se
essa forga gera respostas osteogénicas € importante, ja que ndo sdo conhecidos
estudos que tenham avaliado o efeito do alongamento do musculo no osso.
Ainda, o estudo com modelo animal envelhecido também é necessario, pois o
alongamento muscular é rotineiramente prescrito para idosos incluindo idosos

com doencgas 0sseas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO E ASPECTOS ETICOS

Estudo experimental realizado com Rattus Norvegicus Wistar f€meas com
idade de 28 meses e 3 meses, conduzido para avaliar o efeito do alongamento
passivo na histomorfometria do musculo séleo, articulagdo talocrural e osso tibia.
O estudo seguiu as diretrizes do Animal Research reporting of in vivo
experiments (ARRIVE). As diretrizes ARRIVE foram desenvolvidas para
melhorar o desenho, a analise e o manuscrito de investigagdo com animais
maximizando a informagéo publicadas e minimizando estudos desnecessarios
(KILKENNY et al., 2010).

A escolha por animais do sexo feminino € imperativa para compreensao
dos mecanismos de declinio fisico relacionado a idade, porque a expectativa de
vida das mulheres € maior que dos homens, um fenbmeno mundial e
denominado feminizagdo do envelhecimento (OSTAN et al., 2016; HERNANDEZ
et al., 2020).

O experimento foi conduzido segundo as normas internacionais de ética na
experimentagcdo animal (National Research Council, 1996), estando de acordo
com os preceitos da Lei n° 11.794/2008 e decreto n° 6.899/2009 e com as
normas do CONCEA (Conselho Nacional de Controle e Experimentagao animal),
tendo sido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa no uso de Animais
(CEUA) da Pontificia Universidade Catolica do Parana (protocolo n°® 0992/2015)
(Anexo 1) e Comissao de ética no uso de animais da Universidade Federal do
Parana (protocolo n°1103/2017) (Anexo 2).

3.2 ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS
3.2.1 Grupo Experimental com Ratas Envelhecidas
Foram utilizadas 28 Rattus Norvegicus Wistar albino fémeas com 28 meses

de idade, com peso corporal de 316,5+43g, obtidos do Biotério Central da
Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUC-PR) e mantidos no biotério da
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Universidade Federal do Parana, Campus Politécnico, agrupados em 4 animais
por caixa e mantidos em gaiolas plasticas padrao forradas com serragem, sob
condigdes ambientais controladas (luminosidade: ciclo claro/escuro 12/12 horas,
temperatura 20+ 3°C), com livre acesso a ragao peletizada e agua.

Todos os animais foram submetidos ao protocolo de alongamento 3 vezes
por semana. Foi registrada a perda amostral de 9 animais até o 12° dia do
experimento (final da 22 semana de protocolo), restando assim 19 animais, que
randomicamente foram divididos em grupo ratas envelhecidas 2 semanas e
grupo ratas envelhecidas 4 semanas, que foram alongadas por 6 ou 12 sessdes,
respectivamente. Os animais que foram selecionados para o grupo 2 semanas
foram eutanasiados 24 horas apds a ultima sessao de alongamento, ou seja, no
13° dia do experimento. Os motivos das perdas amostrais foram depressao
respiratoria seguida de parada respiratoria e cardiaca.

Para a randomizagao, todos os animais foram numerados de 1 a 19 e
utilizando uma tabela de numeros aleatérios, sete animais foram selecionados
para o grupo 2 semanas e o restante foi alocado no grupo 4 semanas (THOMAS;
NELSON;SILVERMAN, 2005). Sendo assim, o estudo foi composto por grupo
ratas envelhecidas 2 semanas (GE2; n=7; 307,2+48,3g) e grupo ratas
envelhecidas 4 semanas (GE4; n=12; 309+28,29g). Ao final das 4 semanas, 26°
dia de experimento, o grupo 4 semanas teve perda amostral de 4 animais, por
depressao respiratoria seguida de parada respiratéria e cardiaca durante a
anestesia, totalizando 8 animais (GE4; n=8; 297,1+24,7g) (Figura 1). A eutanasia
do grupo 2 semanas ocorreu no 13° dia do experimento enquanto a eutanasia
do grupo 4 semanas foi realizada no 27° dia do experimento, também 24 horas

apos o ultimo alongamento.
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FIGURA 1- LINHA DO TEMPO DO EXPERIMENTO COM RATAS ENVELHECIDAS
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As ratas foram submetidas a um protocolo de exercicio de alongamento durante 2 (GE2) e
4semanas (GE4), realizado em 3 sessbGes semanais (segundas, quartas e sextas). Cabecga de
seta: momento da randomizagéo (12° dia do experimento).

3.2.2 Grupo Experimental com Ratas Adultas

No experimento realizado com ratas adultas, com duragdo de 27 dias, foram
utilizadas 25 Rattus Norvegicus Wistar albino fémeas com 3 meses de idade,
com peso corporal de 263,64+17,6g, obtidos do Biotério da Universidade Federal
do Parana (UFPR-PR) e mantidos no Biotério da mesma instituicdo, Campus
Politécnico. Os animais foram agrupados em 4 animais por caixa e mantidos em
gaiolas plasticas padrdo forradas com serragem, sob condicbes ambientais
controladas (luminosidade: ciclo claro/escuro 12/12 horas, temperatura 20+ 3°C),
com livre acesso a ragao peletizada e agua. O experimento foi conduzido
segundo as normas internacionais de ética na experimentagédo animal (National
Research Council, 1996), estando de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794/2008 e decreto n° 6.899/2009 e com as normas do CONCEA (Conselho
Nacional de Controle e Experimentagdo animal), tendo sido aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa no uso de Animais (CEUA) da Pontificia
Universidade Catolica do Parana (protocolo n® 0992/2015).

Os animais foram randomizados em dois grupos, grupo ratas adultas 2
semanas (GA2; n=13) e grupo ratas adultas 4 semanas (GA4, n=12). Para a
randomizagdo, os animais foram numerados de 1 a 25 e utilizando uma tabela
de numeros aleatorios, 12 animais foram selecionados para o grupo 4 semanas
e o restante foi alocado no grupo 2 semanas (THOMAS; NELSON;SILVERMAN,
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2005). Sendo assim, o estudo inicialmente foi composto por grupo 2 semanas
com 13 animais (265£20,8g) e grupo 4 semanas, com 12 animais (262,1+14,1g).

Os animais do grupo adultas 2 semanas foram submetidos a 6 sessdes de
exercicio de alongamento passivo mecanico estatico, com inicio no 8° dia do
experimento. Ao final das 6 sessdes, ou seja, 19° dia do experimento, foi
registrada perda amostral de 6 animais, por depressao respiratoria seguida de
parada respiratéria e cardiaca durante a anestesia, totalizando 7 animais (GAZ2;
n=7, 254,4+£18,59). A eutanasia do grupo 2 semanas ocorreu 24 horas a ultima
sessdo de alongamento, ou seja, no 20° dia do experimento.

Os animais do grupo jovem 4 semanas foram submetidos a 12 sessdes de
exercicio de alongamento passivo mecanico estatico, iniciando no 1° dia do
experimento. Ao final das 12 sessbes, ou seja, 26° dia do experimento, foi
registrada perda amostral de 5 animais, por parada respiratoria e cardiaca
durante a anestesia, totalizando 7 animais (GA4; n=7, 251,2+16,7g). A eutanasia
do grupo 4 semanas ocorreu 24 horas a ultima sessao de alongamento, ou seja,

no 27° dia do experimento (Figura 2).

FIGURA 2- LINHA DO TEMPO DO EXPERIMENTO COM RATAS ADULTAS
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As ratas foram submetidas a um protocolo de exercicio de alongamento durante 2
(GA2) e 4 semanas (GA4), realizado em 3 sessdes semanais (segundas, quartas e sextas).
Cabega de seta: Momento da randomizacgéo (1° dia do experimento).

Todos os grupos foram submetidos ao protocolo de alongamento no
membro pélvico esquerdo com o objetivo de promover o alongamento do
musculo soleo esquerdo, enquanto o membro pélvico contralateral ndo foi

submetido a nenhum tipo de procedimento e assim, o musculo soleo nao
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alongado (direito) foi avaliado para comparagéo, isto é, como controle n&o
alongado. Ainda, os membros pélvicos direito e esquerdo também foram

dissecados para analise histomorfométrica da articulagao talocrural e da tibia
(Figura 3).

FIGURA 3 - GRUPOS EXPERIMENTAIS
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GAZ2: Grupo adultas 2 semanas. GA4: Grupo adultas 4 semanas. GE2: grupo
envelhecidas 2 semanas. GE4: grupo envelhecidas 4 semanas.

3.3 PROTOCOLO DE ALONGAMENTO

A célula de carga usada para medir a for¢ca aplicada para alongar o
musculo foi calibrada previamente conforme (ZOTZ et al., 2019). A célula de
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carga faz a leitura em gramas, com valor maximo da leitura de 1.090 gramas e
para o procedimento da sua calibragédo foram utilizadas massas cuja grandeza
era conhecida. Inicialmente, as massas foram aferidas sete vezes em balanga
de precisdo (Denver Instrument XL410), e foi realizado calculo da média para
verificar a fidedignidade da leitura da célula de carga do aparato. Por a célula de
carga estar em péndulo, foi colocado um recipiente pendurado para que as
massas pudessem ser aferidas e o aparato foi fixado na bancada para garantir
sua estabilidade durante a afericdo. Uma massa por vez foi adicionada no
recipiente, e o valor de leitura da célula de carga foi registrado a cada insergéao
até que todas as massas fossem incluidas no recipiente, a partir disso, estas
foram retiradas, também uma por vez, da ultima para a primeira e, igualmente
foram anotados os valores de leitura da célula de carga. O procedimento foi
repetido cinco vezes e os equipamentos utilizados para tal estdo apresentados
na figura 4.

FIGURA 4 - CALIBRAGAO DA CELULA DE CARGA DO APARATO

A: Calibragdo das massas com balanga de precisdo. B: Calibragao da célula de carga
do aparato. Traduzido de ZOTZ et al (2019).

Para alongamento passivo mecanico do musculo soleo esquerdo, o
animal foi previamente pesado (utilizando balanga Mettler/Toledo, Curitiba,
Parana) e anestesiado por via inalatéria (Halotano para indugdo e para
manutencao (Figura 5-A). Apds o procedimento de alongamento, o animal foi
posicionado em bolsa de agua aquecida para restauragcdo e recuperagédo da
temperatura corporal. Todos os procedimentos experimentais foram realizados
em um laboratério com ar-condicionado, dentro da capela de exaustao, sempre

pela manha.
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O animal foi posicionado no aparato de alongamento (ZOTZ et al., 2019)
com a articulagdo do joelho a 90° de flexdo e articulagédo talocrural em flexdo
dorsal maxima para alongamento do musculo soleo esquerdo (Figura 5-B). A
forga aplicada durante o alongamento passivo mecanico estatico foi monitorada
por uma célula de carga, acoplada ao aparato de alongamento, e registrada em

newtons.

FIGURA 5 - PROTOCOLO DE ALONGAMENTO UTILIZANDO O APARATO

A: Procedimento anestésico inalatério. B: Posicionamento da rata no aparato para realizagao
do alongamento passivo estatico mecanico do musculo sdéleo. Fonte: Autores (2020)

O musculo soleo foi escolhido por ser um musculo postural e por cruzar
apenas a articulacdo talocrural de maneira a reduzir vieses em outras
articulagdes ndo investigadas no presente estudo. Além disso, os cortes
histologicos foram retirados do ventre médio do musculo, por conter todos os
tipos de fibras musculares (BROWN; FISHER; SALSICH, 1999; GOMES et al.,
2007).

O protocolo de alongamento consistiu em uma série de 4 repeticbes
(KERRIGAN et al., 2003; GALLON et al., 2011) de 60 segundos cada (FELAND
et al., 2001), com um intervalo de 30 segundos entre cada repeticao (STAUBER;
WILLEMS, 2002; KERRIGAN et al., 2003), controlado por um crondmetro
(Technos®), totalizando volume de 240 segundos de alongamento por sesséo.
O protocolo de alongamento foi realizado uma vez ao dia pela manha, trés vezes
por semana, com um dia de intervalo entre cada sessdo de alongamento, por

um periodo de duas ou quatro semanas.
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3.4 EUTANASIA DOS ANIMAIS E DISSECACAO MUSCULAR E OSSEA

Vinte e quatro horas apés a ultima sessao do alongamento, os animais foram
anestesiados com ketamina (95mg/kg) e xylazina (12mg/kg) para a retirada dos
musculos soleos de ambas as patas. Apds uma incisao longitudinal ampla da
pele do membro pélvico, a mesma foi rebatida a fim de expor o musculo
gastrocnémio. Em seguida, o tendao calcaneo foi seccionado e o musculo
gastrocnémio rebatido para acesso ao musculo séleo (Figura 6-A). Na
sequéncia, o musculo soleo foi coletado (Figura 6-B), pesado e mensurado
longitudinalmente, utilizando um paquimetro (Vonder®). Apds a dissecagao, os

animais foram submetidos a eutanasia por sobredosagem anestésica.

FIGURA 6 - DISSECACAO DO MUSCULO SOLEO

A: Acesso ao musculo séleo direito. B: Musculo soéleo esquerdo dissecado. Fonte: Autores
(2020)

Em seguida, o musculo séleo foi dividido longitudinalmente com lamina
(Feather) ao meio, sendo que a metade da sua por¢gao medial foi dividida em
duas porg¢des (proximal e distal) (Figura 7). A porcao proximal foi destinada para
analise da area de seccao transversa da fibra muscular e imunohistoquimica e a
porcao distal foi fixada em glutaraldeido (2,5%) e em seguida submetida aos

procedimentos de rotina para avaliagdo do numero de sarcémeros em série. A
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porcao lateral foi congelada em nitrogénio liquido e armazenada em freezer -80°

para posterior analise molecular.

FIGURA 7 - DESENHO ESQUEMATICO DAS SECCOES REALIZADAS NO MUSCULO
SOLEO
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Sarcomeros em série

Para cada porgao do musculo séleo esquerdo seccionado, esta descrito ao lado o tipo de
processamento realizado. Imunohistoquimica e area de seccgéo transversa das fibras
musculares: os mesmos cortes histoldgicos processados para imunohistoquimica foram
utilizados para a mensuracao da AST das fibras musculares; Sarcémeros em série: porgédo
destinada ao processamento para a contagem do numero de sarcomeros em série; Biologia
Molecular: porgao destinada a avaliagdo da expressao génica foi armazenada em freezer -
80°C). Fonte: Autores (2020)

Os membros pélvicos direito e esquerdo foram entdo dissecados e fixados
em formol 10% para analise da articulagdo talocrural e da tibia. Todos os

procedimentos realizados nesse estudo estdo descritos na sequéncia.

3.5 PROCEDIMENTOS PARA IDENTIFICACAO DO NUMERO DE
SARCOMEROS EM SERIE

Apos a dissecgao, o tecido muscular ficou submerso em glutaraldeido 2,5%
por 3 horas, removido e imerso em acido nitrico 30% por 2 dias e armazenado
em glicerol 50%. Os fragmentos musculares estocados em glicerol a 50% foram
colocados em placa de Petri e, com auxilio de lupa e utilizando fibras ultrafinas
(Roney), 10 fibras musculares foram individualizadas e fixadas em laminas

histolégicas e protegidas por uma laminula para posterior observagdo em



65

microscopio de luz (Scope A.1 Carl Zeiss), em objetiva de 100X com dleo de
imersao (Merck). Com o software AxionVision, Zeiss, sob a objetiva de imersao
100X e com a régua de calibragao de 100 um, foram realizadas 3 fotos de cada
fibora para totalizar 300 um, tendo sido utilizadas 5 fibras por animal,
considerando as fibras de melhor qualidade, isto €, com menor numero de
artefatos e que permitissem a visualizagdo para contagem dos sarcémeros em
série. Na sequéncia, foram contabilizados o nimero estriacdes presentes em
uma distancia de 100 um (Figura 8) nas mesmas 5 fibras musculares de cada
preparacgao, para obtencdo do numero de sarcbmeros em série no intervalo de
300 pm por animal. Portanto, 3 distancias de 100 ym foram contabilizadas, para
totalizar 300 um. Para estimativa do numero de sarcémeros em série em todo o
comprimento muscular foi realizado o calculo considerando o comprimento total
mensurado no momento da dissecagdo com o paquimetro digital (Vonder)
(WILLIAMS; GOLDSPINK, 1971).

FIGURA 8 - FOTOMICROGRAFIA (100X EM IMERSAO) DE FIBRA ISOLADA DE MUSCULO
SOLEO DE RATA, PREPARADA PARA CONTAGEM DO NUMERO DE SARCOMEROS EM
SERIE.
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Tragado preto representa 100 um, indicando a regido na qual foram contados os sarcomeros
em série. Seta indica a unidade que foi contada, considerada como sarcomero. Fonte: Autores
(2020)

3.6 PROCEDIMENTOS PARA ANALISE HISTOMORFOMETRICA

As laminas confeccionadas com corte histoldgico transversal do musculo
soleo e coradas com hematoxilina- eosina foram confeccionadas no Laboratoério

de Patologia da PUCPR e seguiram o protocolo do laboratério.
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A porgao medial do musculo soleo foi fixada em formalina 10% durante
72h. Posteriormente, os fragmentos musculares foram clivados
transversalmente, identificados e colocados em cassete histologico. Os
fragmentos foram desidratados e diafanizados, seguindo o protocolo: alcool
70%, 80%, 90%, 100%, 100% e 100% por 1h em cada concentragédo do alcool;
e xilol (I, Il e lll) por 1 hora cada. Na sequéncia, foram banhados em parafina
liquida I, Il e Ill por 1 hora cada. Todos os procedimentos foram realizados
automaticamente pelo aparelho Leica TP 1020. Apds esse processo, o material
foi emblocado em parafina utilizando o inclusor Leica EG 1160. Finalizada a
inclusdo de parafina, o material foi seccionado transversalmente em micrétomo
(Leica RM 2145), a 4 ym, e os cortes foram posteriormente transferidos para
ldminas histologicas (Starfrost®Sakura 76 X26 mm).

As lédminas, contendo os cortes transversais do musculo séleo, foram
desparafinizadas por 3 vezes, em solugéo de xilol 100 % durante o tempo de 5
minutos cada. Foram entdo mergulhadas em alcool absoluto, 3 vezes por 1
minuto cada. Apds foram mergulhadas em agua de torneira por 5 minutos. As
laminas foram deixadas por 8 minutos na Hematoxilina de Harris (Biotec) e em
seguida lavadas em agua de torneira. Na sequéncia, foram imersas em agua por
5 minutos e em seguida mantidas por 5 min na eosina (0,25 g de eosina amarela
em po diluida em 100 ml de agua destilada). Na sequéncia, as laminas foram
lavadas em agua de torneira e deixadas por 1 min em alcool 95%. Apds isso, as
laminas passaram por 3 ciclos de alcool absoluto com duragédo de 1 minuto cada
ciclo. Em seguida as laminas passaram por 3 ciclos de xilol com duragao de 1
min cada ciclo. Ao término das etapas descritas anteriormente, foram
adicionadas laminulas (Solidor, 24 X 6 mm) as laminas, fixadas com Entellan
(Merck).

As laminas histologicas com cortes transversais corados com HE foram
escaneadas pelo scanner automatizado de slides para microscopia de campo
claro (Axio Scan.Z1®, Carl Zeiss Microscopy, Oberkochen, Germany).
Posteriormente, por meio do software de edicdo Zen 2.3 Blue Edition (Carl Zeiss
Microscopy, Oberkochen, Germany), o corte selecionado foi focalizado em
objetiva de 10X e desmembrado em imagens. Posteriormente, as imagens foram
transferidas para um computador, onde 100 fibras foram selecionadas de modo
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aleatorio (Figura 9), na regido central da secc¢édo histoldgica e a area de secgao
transversa de cada fibra foi mensurada através do Software ImageJ (VERSAO
1.51, USA) (ZOTZ et al., 2016).

FIGURA 9 - CORTE HISTOLOGICO TRANSVERSAL DO MUSCULO SOLEO EM OBJETIVA
DE 10X CORADO COM HE PARA ANALISE DA AREA DE SECCAO TRANSVERSA DA
FIBRA MUSCULAR (ASTFM)
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Mensuragao da area de secgao transversa da fibra muscular utilizando o software ImageJ
(Versao 1.51, USA). A imagem apresenta a visdo do avaliador ao utilizar o Software ImageJ
para mensuragao da ASTFM. A janela aberta é referente a janela de ferramentas do Software.
Os numeros indicam as fibras musculares que manualmente foram selecionadas pelo recurso
freehand do software. RGB: Red, Green, Blue. MB: Megabyte. Fonte: Autores (2020)

3.7 PROCEDIMENTOS PARA ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

As laminas de imunohistoquimica confeccionadas com corte histolégico
transversal do musculo séleo foram confeccionadas no Laboratorio de Patologia
da PUCPR e seguiram o protocolo do laboratorio.

Os anticorpos primarios especificos para a reacdo imunohistoquimica
foram: Rabbit Polyclonal Anti-Human Transforming Growth Factor beta1 (1:100),
Spring Science, Pleasanton, California, EUA; Rabbit Polyclonal Collagen Type |,
AB34710 (1:200), Abcam, Cambridge, MA, USA; Rabbit Polyclonal Collagen
Type Ill, AB7778 (1:200), Abcam, Cambridge, MA, USA; e Mouse Monoclonal
Antibody TNFa, sc-52252 (1:100), Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg,
Germany. Os controles positivos e negativos foram realizados por omisséo de

anticorpo primario.
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A técnica imunohistoquimica empregada foi o sistema de detecgéao livre
de biotina (REVEAL). Os cortes de tecido com 4 py foram desparafinizados em
xilol em temperatura ambiente (2 x 10 min); alcool etilico absoluto (3 x 1 min);
alcool etilico 80% (1 x 1 min). Em seguida, foi realizado o bloqueio da peroxidase
endogena em solugéo de peréxido de hidrogénio 5% e lavado na sequéncia em
agua destilada. A recuperagao antigénica foi realizada com o recuperador Imuno
Retriver (Dako®) em cuba de banho-maria a 99° C por 25 min. Apos retiradas da
etapa de banho maria, as laminas foram resfriadas em temperatura ambiente,
lavadas com agua destilada e em seguida a area do corte foi delimitada com a
caneta hidrofobica Dako pen (Dako®).

As laminas permaneceram em tampao TBS (tampéao fosfato-salino) Tris
pH 7.3, até que as aliquotas de anticorpo fossem gotejadas, evitando a secagem
do corte. Os anticorpos primarios foram diluidos conforme a diluicdo 6tima,
gotejados sobre os cortes e incubados em camara umida entre 2 e 8° em
geladeira, overnight. Apds esse periodo os cortes foram novamente lavados em
TBS Tris pH 7,3, secas e entdo administrado o Kit de revelacdo Spring® Reveal
Polyvalent HRP, que consiste em aplicar o Spring Reveal Complement o qual é
incubado por 10 minutos. As laminas foram novamente lavadas em tampao e
apo6s isso, foi aplicado o Spring Reveal Conjugate, por 15 minutos em
temperatura ambiente. Na sequéncia, apos nova lavagem com tampao, o
substrato cromogénico diaminobenzidina (DAB liquido 1:1) foi adicionado as
laminas até a visualizagdo da cor castanha. A seguir, a reagao foi interrompida
com a lavagem em agua destilada, seguidas de contra-coloragdo com
Hematoxilina de Harris por 5 minutos. Os cortes passaram pela bateria crescente
de alcool e por xilol e foram montados em resina Histolan®.

Apoés a marcagao dos quatro anticorpos em cada grupo, as laminas foram
escaneadas pelo scanner automatizado de slides para microscopia de campo
claro (Axio Scan.Z1®, Carl Zeiss Microscopy, Oberkochen, Germany).
Posteriormente, por meio do software de edigdo Zen 2.3 blue edition (Carl Zeiss
Microscopy, Oberkochen, Germany), o corte selecionado foi focalizado em
objetiva de 40X e desmembrado em imagens. Cinco imagens que continham
menos artefatos e uma quantidade maior de fibras foram entédo selecionadas. As

imagens foram analisadas pelo método morfométrico quantitativo utilizando o
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software Image Pro Plus® (versao 4.5, Rockeville, EUA). O observador forneceu
uma amostra da coloragéo castanha considerada positiva para o programa, para
assim permitir a quantificagdo do colageno |, colageno lll, TGFB-1 e TNF-a. Esta
fotomicrografia passou a ser a “mascara”. A “mascara” foi sobreposta em cada
ldmina histoldgica fotografada, e o programa automaticamente quantificou a
totalidade da area imuno-positiva, identificando o grau de coloragao castanha
previamente padronizado. Ainda, com o programa Image Pro Plus®, foi
determinada a area da fibra muscular e assim, identificada a porcentagem de
imunomarcacgéao por area de fibra muscular total (ZOTZ et al., 2016).

Em uma planilha do programa Excel, a porcentagem de imunomarcagao
foi obtida por meio da férmula: % de imunomarcagdo = Area imuno-
positiva/tecido total (area imuno-positiva+area imuno-negativa) x 100 (ZOTZ et
al., 2016) (Figura 10).

Para excluir qualquer influéncia da area das fibras musculares, foi
calculada a area total de fibras musculares de cada campo para cada amostra
usando o programa Image Pro Plus, e assim, na analise foi considerada a
porcentagem de imunomarcacgao pelo colageno 1, colageno 3, TGFB-1 e TNFa
(ZOTZ et al., 2016).
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FIGURA 10 - AVALIACAO DA PORCENTAGEM DE IMUNOMARCAGAO POR AREA DE
FIBRA MUSCULAR

B S \ ‘!\\: ‘

Corte transversal do musculo séleo. Técnica de imunohistoquimica. A: Mascara para
analise da imunomarcagédo em que a cor vermelha demonstra a imunopositividade. B: Mascara
para mensuragao da area da fibra muscular em que a cor amarela demonstra a area total de
tecido muscular.

3.8 ANALISE DO TECIDO NAO CONTRATIL INTRAMUSCULAR

Para a mensuracao do tecido nao contratil intramuscular foi utilizada a
porcao proximal e medial do musculo séleo para avaliagcdo. O musculo foi fixado
em solugao de formalina a 10%, emblocado em parafina, e seccionado
transversalmente (4um) em micrétomo (Olympus) e corada com hematoxilina e
eosina (HE).

As laminas histologicas com cortes transversais corados com HE foram
escaneadas pelo scanner automatizado de slides para microscopia de campo
claro (Axio Scan.Z1®, Carl Zeiss Microscopy, Oberkochen, Germany).
Posteriormente, por meio do software de edigédo Zen 2.3 Blue Edition (Carl Zeiss
Microscopy, Oberkochen, Germany), o corte selecionado foi focalizado em
objetiva de 10X e desmembrado em imagens. Foram considerados os seguintes

critérios para escolha das imagens: aquelas que incluiram epimisio, perimisio e
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endomisio; campos livres de artefatos, dobras, fissuras, como descrito por
Kurose et al. (2006) e Massenz et al (2020).

A coloracao das estruturas de epimisio e perimisio foi realizada utilizando
o software Phothoshop CS6 Portable (verséo 13.0, BRA) (MASSENZ et al.,2020)
Figura 11-A. As estruturas do epimisio e perimisio foram coradas com diferentes
cores (pantones verde 354C e laranja 715C, respectivamente) Figura 11-B. O
endomisio, tecido conjuntivo que envolve cada unidade de fibra muscular como
descrito por Kurose et al. (2006) e Murphy & Ohlendieck (2016), ndo foi marcado
manualmente. A cor branca de fundo da fotomicrografia foi usada para criar a
mascara para mensuragao da area do endomisio (Figura 11B) (MASSENZ et
al.,2020). A mensuragéao da area delimitada por cada cor na imagem foi realizada

no Software Image Pro Plus 4.5.

FIGURA 11 - PORCENTAGEM DE TECIDO NAO CONTRATIL EM RELACAO A AREA DA
FIBRA MUSCULAR
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Fotomicrografia de corte transversal do musculo séleo, corado com hematoxilina e
eosina (HE), objetiva 10x. (A) Fotomicrografia antes da edig&o. (B) Fotomicrografia apds
marcagao do epimisio e perimisio (pantones verde 354C e laranja 715C, respectivamente) e
coloracao de fundo preto. Epimisio (estrela); perimisio (cabega de seta); endomisio (setas).

3.9 PROCEDIMENTOS PARA ANALISE HISTOMORFOMETRICA DA
CARTILAGEM DA ARTICULACAO DO TORNOZELO

Os procedimentos realizados para preparo do material e analise
histomorfométrica da cartilagem foram realizados conforme (KUNZ et al., 2015;
SIMAS et al., 2015)

As articulagdes talocrurais do membro pélvico alongado e ndo alongado,
foram lavadas em agua destilada e descalcificadas em acido tricloroacético
(TCA) a 5% por aproximadamente 5 dias. As amostras foram desidratadas por 1
hora e meia nos alcoois 70,80 e 90% e no 95%, overnight. No dia seguinte, as

amostras foram banhadas em alcool 100%.
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Na sequéncia, o material foi diafanizado e incluido em parafina para
posteriormente ser realizado a microtomia com cortes de 7 ym em micrétomo
Olympus CUT 4055, e a coloragéo das laminas em hematoxilina e eosina (H/E),
para analise morfologica geral do tecido e analise da cartilagem articular. O
protocolo de mensuragao da espessura da cartilagem articular e do numero de
condrdcitos foi baseado no estudo de Kunz et al (2015). Foram identificados trés
campos de interesse na cartilagem articular na extremidade da tibia e do talus:
P1 correspondente a extremidade articular anterior (proxima as falanges); P2,
correspondente a regido média da articulagdo e P3, correspondente a
extremidade articular posterior. Essas areas de interesse foram
fotomicrografadas em aumento de 200 vezes e com o programa Image Pro Plus
6.0, foi mensurada a espessura total da cartilagem nos trés pontos. Também, foi
mensurada a espessura da zona superficial e zona profunda da cartilagem
articular (Figura 12-A)

Para contagem do numero de condrécitos foi escolhida uma area de
interesse (retangulo de 100 ym de profundidade por 200 ym de comprimento),

que foi sobreposta aos 3 pontos de analise (Figura 12-B).

FIGURA 12 - FOTOMICROGRAFIA DA CARTILAGEM DA ARTICULAGAO TALOCRURAL

A: Imagem mostrando a mensuragao da espessura total (ET), zona profunda (ZP)
e zona superficial (ZS) da cartilagem articul z- da tibia e talus. B: Contagem manual
de condraocitos (CO). Corte sagital, coloragéo HE.
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3.10 PROCEDIMENTOS PARA ANALISE HISTOMORFOMETRICA DA TiBIA

Os procedimentos realizados para preparo do material e analise
histomorfométrica do osso foram realizados conforme Carvalho et al., (2010) e
Reis et al. (2016).

Apos a fixagao em formol 10%, os ossos passaram pela descalcificagao
em acido tricloroacético 5% (TCA) por sete dias. Na sequéncia, os ossos foram
submetidos ao processamento histolégico de rotina para a inclusdo em parafina,
seccionados transversalmente na espessura de 7 ym em micrétomo (Olympus
CUT 4055), sendo por fim corados com hematoxilina e eosina (HE).

As secgbes histologicas foram analisadas e fotomicrografadas em
microscopio (Olympus BX60), e as imagens digitalizadas avaliadas no programa
Image-Pro Plus 6.0 ®. Para analise da espessura do osso cortical e da area da
cavidade medular, foram utilizadas as fotomicrografias das tibias, com aumento
final de 40X.

A mensuracio da espessura do osso cortical foi realizada em 3 medigcdes
equidistantes em cada corte histologico, desde a superficie periosteal até a
superficie endosteal, priorizando as regides superior, inferior e lateral de cada
corte (CARVALHO et al., 2010) (Figura 13 A-B). A analise da area do canal
medular foi delineada automaticamente pelo sistema de analise de imagens,

contornando o perimetro da superficie endosteal (Figura 13-A).

FIGURA 13 - FOTOMICROGRAFIA DA TiBIA

l

A: Fotomicrografia da diafise da tibia em corte transversal, coloragao HE. B: Esquema da
diafise da tibia em corte transversal. As linhas pretas representam as regides P1, P2 e P3 para
as mensuracoes de espessura do 0sso cortical e o circulo preto margeando a cavidade
medular para mensurar a area do canal medular (CARVALHO et al., 2010; REIS et al., 2016).
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Para analisar o numero de ostedcitos, lacunas cheias e vazias utilizou-se
a fungao de linhas de grade (Grid Mask), do programa Image Pro Plus 6.0 ®, em
configuragao padrao de 300x300 pixels. A contagem foi realizada dentro de uma
area de 9 quadrantes padronizados, do campo visual, considerando como
bordas de exclusdo (margens superior e direita), e bordas de inclusdo (margens
inferior e esquerda) (Figura 14).

FIGURA 14 - REPRESENTAGAO DA CONTAGEM DO NUMERO DE OSTEOCITOS

Procedimento de contagem manual de ostedcitos no programa image pro-plus 6.0®. Flecha:
Ostedcito e lacuna cheia.

3.11 PROCEDIMENTOS PARA ANALISE MORFOLOGICA DA CARTILAGEM
ARTICULAR DA ARTICULAGAO TALOCRURAL

Para as analises morfolégicas da articulagédo foi realizada uma
sondagem por varredura nas laminas, em diferentes aumentos, dos cortes
histologicos corados em HE utilizando microscépio de luz binocular Olympus BX
60® (Toéquio, Japao), sendo observado o aspecto tecidual da cartilagem articular
da tibia e do talus e suas caracteristicas morfologicas. O protocolo de analise
seguiu o descrito por Kunz et al. (2014), em que foram definidas as areas de

interessa da regiao articular anterior, média e posterior. Para tanto, foram
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investigados os seguintes parametros: na superficie articular se estava com
aspecto liso ou com floculagdes; na MEC a presenga de fissuras, distribuicdo
dos condrdcitos e presenga de clones celulares; disposicdo da tidemark;
degradacgéao da cartilagem articular e presencga de pannus. No osso subcondral
foi analisado sua distribuigédo, invaginacédo e exposi¢cdo. Na membrana sinovial,
foi analisado a constituicdo da intima e da subintima, distribuicdo dos
sinovioticos, presencga de angiogénese, tecido conjuntivo, congestao vascular e
infiltrado inflamatorio (VIEIRA et al., 2017). Ainda foi analisado a presenca de
células inflamatdrias na cavidade articular. Posteriormente, para a interpretacao
e visualizagcdo dos resultados obtidos, foram realizadas fotomicrografias em
aumentos distintos e os resultados apresentados em forma de pranchas
morfologicas.

3.12 PROCEDIMENTOS PARA ANALISE MORFOLOGICA DA TiBIA

Para analise morfologica do corte transversal da diafise tibial, foi realizada
uma sondagem microscoépica, em diferentes aumentos, dos cortes corados em
HE, utilizando microscoépio de luz binocular Olympus BX 60® (Toquio, Japéo).
Para tanto, foram investigados os seguintes parametros: formato geral e
configurac&o do osso cortical e do canal medular; constituigdo celular e formato
do ostedcito, da matriz cortical e da medula éssea; configuragdo das margens
cortical, endosteal e periosteal (regular ou irregular); constituigdo celular dos
envoltorios conjuntivos ao osso cortical (periésteo e enddsteo); morfologia e
distribuicdo das lacunas Osseas e se estavam ocupadas ou nao; presenga ou
nao de remodelacdo 6ssea em diferentes pontos, e irregularidades da matriz
mineralizada cortical. Ainda foi analisado a morfologia geral dos tecidos
adjacentes como o muscular e vasos sanguineos e investigado a presenga de
infiltrado infamatorios. Posteriormente, para a interpretacédo e visualizagcdo dos
resultados obtidos, foram realizadas fotomicrografias em aumentos distintos e os
resultados apresentados em forma de pranchas morfoldgicas.
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3.13 ANALISE ESTATISTICA

Para verificagdo da normalidade dos dados foi utilizado o teste Shapiro
Wilk. Para caracterizacdo da amostra e comparacéao da forca total aplicada para
promover o alongamento entre os grupos jovens e idosos foi utilizado o teste
Kruskall Wallis ou Analise de variancia de 1 via (ANOVA one way) com post hoc
Tukey, de acordo com a normalidade avaliada. Para dados paramétricos foi
utilizado a analise de variancia de 1 via e para dados nao paramétricos o Kruskall
Wallis. Para comparacao da forga aplicada para promover o alongamento, por
sessao, comparando ratas envelhecidas das ratas adultas, foi utilizado o Anova
de duas vias e para comparar a for¢a aplicada para alongar em cada sessao foi
utilizado o teste Anova de medidas repetidas.

Para as variaveis massa muscular, massa muscular relativa, comprimento
muscular, numero de sarcémeros em série, comprimento do sarcémero, area de
secc¢ao transversa da fibra muscular, area do osso tibia, area do canal medular
da tibia, a espessura da tibia, numero de ostedcitos, niumero de lacunas cheias
e lacunas vazias, espessura total da cartilagem da tibia, espessura da zona
superficial da tibia, espessura da zona profunda da tibia, niumero de condrdcitos
da tibia, espessura total da cartilagem do talus, espessura da zona superficial do
talus, espessura da zona profunda do talus, numero de condrdcitos do talus,
porcentagem de imunomarcagao por area da fibra muscular do colageno 1,
colageno 3, TGF-p3 e TNF-q, foi realizado o teste analise de variancia de 3 vias
(Anova three-way) com os fatores idade (adultas, envelhecidas), numero de
sessoes (6 sessdes e 12 sessdes) e condicdo experimental (membro alongado
e ndo alongado). Quando interagéo significativa foi observada para o ANOVA o
teste de Bonferroni para multiplas comparagdes foi realizado. Todas as analises
estatisticas realizadas foram conduzidas utilizando o Software SPSS Statistics
25; IBM, Tokyo, Japao).

A analise descritiva esta apresentada como média e desvio padréo. O nivel
de significancia adotado foi de @=0,05. O tamanho do efeito foi estimado usando
g de Hedges com ajuste para amostras pequenas. A classificagdo do tamanho
do efeito adotada foi: >0,2 efeito trivial; >0,5 efeito médio; >0,8 efeito grande;



77

>1,3 efeito muito grande (COHEN,1987; HEDGES, 1981). Essas analises foram
conduzidas utilizando o Software SPSS Statistics 25; IBM, Tokyo, Jap&o).
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4 RESULTADOS

Os resultados dos efeitos do alongamento para cada desfecho avaliado
estdo apresentados abaixo e ao final da sec¢éo resultados € apresentado um
resumo (figuras 39 a 44).

4.1 INTENSIDADE DO ALONGAMENTO

A forga aplicada para promover o alongamento do musculo soleo foi
avaliada por meio de um aparato contendo célula de carga e foi registrada em
Newton. Nao foi observada diferenga significativa entre os grupos na forga total
aplicada ao longo das 6 (Figura 15-A) ou 12 sessdes (Figura 15-B) (p=0,094;
Kruskall Wallis). A forca média aplicada para alongar o musculo soleo no GE2
foi de 1,031+0,33 N; no GE4 foi de 1,11£0,28 N; 0,89+0,04 N no GA2 e 0,9710,15
N no GA4.

FIGURA 15 - FORCA APLICADA PARA PROMOVER O ALONGAMENTO EM RATAS
ENVELHECIDAS E ADULTAS
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A anova de medidas repetidas mostrou que existe efeito do fator sessao
sobre a for¢a necessaria para aplicar o alongamento nas ratas envelhecidas no
experimento de 6 sessbes (F=11,13, p=0,000). O post-hoc de Bonferroni
mostrou que as sessdes 1, 3 e 4 diferem da sess&o 6 (p=0,043; p=0,009 e
p=0,008), representando que maior forga foi necessaria para alongar o musculo
na 12,3% e 42 sessdo, em comparacao a ultima. Por outro lado, ndo existe efeito
do fator sesséo sobre a forga necessaria para aplicar o alongamento nas ratas
adultas no experimento de 6 sessdes (F=1,40 p=0,251).
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A anova de duas vias mostrou interagao entre a idade do animal e a for¢a
necessaria para alongar o musculo com diferenga entre as ratas adultas e
envelhecidas nas sessbes 3 (p=0,006), 4 (p=0,000) e 6 (p=0,000,
respectivamente), representando que maior forga foi necessaria para alongar o
musculo das ratas envelhecidas na 3% e 4% sessdo e menor forca na 6% em
comparacgao a forga necessaria para alongar o musculo das ratas adultas.

A anova de medidas repetidas mostrou que existe efeito do fator sessao
sobre a for¢a necessaria para aplicar o alongamento nas ratas envelhecidas no
experimento de 12 sessbes (F=21,91, p=0,000). O post-hoc de Bonferroni
mostrou que as sessdes 6, 7, 8 e 11 diferem da sesséao 1 (p=0,073; p=0,018;
p=0,043 e p=0,007, respectivamente). Da mesma forma, a sessao 2 diferiu das
sessbes 6,7,9,11 e 12 (p=0,032; p=0,046; p=0,012; p=0,012 e p=0,010,
respectivamente). A sesséo 3 diferiu das sessdes 6,9,11 e 12 (p=0,036; p=0,013;
p=0,030 e p=0,015, respectivamente). A sessdo 4 foi diferente das sessdes
6,7,8,9,10,11 e 12 (p=0,032; p=0,040; p=0,005; p=0,018; p=0,011; p=0,020 e
p=0,003). Todos esses resultados indicam que maior forga foi necessaria para
alongar o musculo envelhecido nas primeiras 4 sess6es em comparagao as
6,7,8,9,10,11 e 12.

Nas ratas adultas, a anova de medidas repetidas mostrou que existe
efeito do fator sesséo sobre a forga necessaria para aplicar o alongamento no
experimento de 12 sessbes (F=7,59; p=0,000). O post-hoc de Bonferroni
mostrou que a sessédo 2 foi diferente da sesséo 5 (p=0,022) e 12 (p=0,022), a
sessdo 3 foi diferente da sessdo 11 (p=0,048), e a 10 foi diferente da 12
(p=0,036). Esses resultados demonstram que maior forga foi necessaria para
alongar o musculo nas sessdes iniciais em comparagao as finais.

A anova de duas vias mostrou interagdo entre a idade do animal e a for¢a
necessaria para alongar o musculo com diferenga observada entre as ratas
adultas e envelhecidas nas sessdes 1 (p=0,002), 2 (p=0,029), 6 (p=0,002), 7
(p=0,004), 8 (p=0,010), 9 (p=0,023), 10 (p=0,007), 11 (p=0,019) e 12 (p=0,006),
respectivamente, representando que maior forga foi necessaria para alongar o
musculo das ratas envelhecidas na 12 e 22 sessao e menor forga na 62,72, 82, 92,

102, 112 e 128 em comparagao a for¢ca necessaria para alongar o musculo das



80

ratas adultas. Os valores estdo expressos em média e desvio padrao na tabela

1.
TABELA 1- FORCA APLICADA PARA PROMOVER O ALONGAMENTO DO MUSCULO
SOLEO (N)
6 SESSOES 12 SESSOES
Sessio Ratas_ Ratas Sessio Ratas_ Ratas
Envelhecidas Adultas Envelhecidas Adultas
1 1,01£0,13 0,92 +0,16 1 1,14+0,2* 0,79 +0,12
2 1,03+0,10 0,88+0,08 2 1,3310,28* 1,0410,10
3 1,35+0,38* 0,86+0,09 3 1,45+0,31 1,17+0,15
4 1,45+0,33* 0,82 +0,09 4 1,20+0,13 1,11+0,29
5 0,75+0,21 0,92+0,12 5 0,88+0,17 0,81+0,10
6 0,58+0,13 0,96+0,13* 6 0,67+0,15 0,92+0,05*
7 0,67+0,14 0,89 +0,75"
8 0,67+0,17 0,88+0,08"
9 0,68+0,09 0,85+0,15"
10 0,80+0,06 0,88 +0,23"
11 0,70+0,11 0,82+0,03*
12 0,64+0,09 0,78+0,04*

Forga necessaria para alongar o musculo. *p<0,05 representando que a forga aplicada para
alongar o musculo soleo das ratas idosas foi maior que para as ratas jovens. #p<0,05
representando que a forga aplicada para alongar o musculo séleo das ratas jovens foi maior
que para as ratas idosas. Anova de duas vias.

4.2 MASSA CORPORAL E MASSA MUSCULAR

Os resultados da massa corporal inicial e final apresentaram distribuicao

nao paramétrica e dessa forma foram analisados pelo teste Kruskall Wallis

(p=0,009; p=0,005, Shapiro Wilk, respectivamente). Foi observada diferenca

estatisticamente significativa entre os 4 grupos tanto para massa corporal inicial
(p=0,000; Kruskal Wallis) quanto final (p=0,001; Kruskal-Wallis). Na massa
corporal inicial, a diferenga encontrada foi entre 0 GE2 e GA4 (p=0,016, Kruskal-
Wallis), GE4 e GA4 (p=0,005, Kruskal-Wallis), GE2 e GA2 (p=0,04, Kruskal-
Wallis) e GE4 e GA2 (p=0,015, Kruskal-Wallis). Na massa corporal final, a
diferenga foi encontrada entre GA4 e GE4 (p=0,017, Kruskal-Wallis), GE2 e GA4
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(p=0,019, Kruskal-Wallis), GE4 e GA2 (p=0,039, Kruskal-Wallis) e GE2 e GA2
(p=0,042, Kruskal-Wallis) (Tabela 2)

Quando comparadas a massa corporal inicial e final em cada grupo, foi
observada redugdo na massa corporal no GE2 (p=0,028; Wilcoxon) e GE4
(p=0,017, Wilcoxon) e ndo houve mudanga estatisticamente significativa nos
grupos GA2 (p=0,023, Wilcoxon) e GA4 (p=0,062, Wilcoxon). Na analise da
porcentagem de perda ou ganho de massa corporal, n&o foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p=0,182, ANOVA one way).

Diferenca estatisticamente significativa foi observada entre o GE4 e GA4
na massa muscular do soleo n&o alongado (p=0,018, ANOVA three way),
enquanto nao foi observada diferenga entre os grupos na massa muscular do
sbleo alongado. Na analise da massa muscular relativa a massa corporal, foi
observada diferenca estatisticamente significativa entre GE2 e GA2 apenas no
soleo ndo alongado (p=0,007, ANOVA three way).

TABELA 2- COMPARAGAO DA MASSA CORPORAL INICIAL E FINAL E MASSA MUSCULAR
ABSOLUTA E RELATIVA

Porcentag
em de
G Massa corporal Massa corporal reducao Massa muscular final Massa muscular relativa
rupo . .
inicial (g) final (g) da massa (9) a massa corporal
corporal
(%)
Alongad Nao Alongado Nao
o alongado alongado
324,14453,82¢ 307,28148,35 5,0£2,74* ¢
GE2 (274.37-373,91) (262,56-352,0) (2.49-7,57) 0.10+£0.02 0.11+0.01 0.035+0.00 0.036+0.00
261,42417,22° 254,42+18,52"9 2,54+6,19 ¢
GA2 (245,5-277.35) (237,29-27156)  (-3,18-8.27) 0.10+£0.13 0.11+0.02 0.039+0.0 0.04410.0
319,0+34,48"¢ 6,60+4,03"
GE4 ’ , 297,12424,709 . ’ 0.10£0.00 y 0.034+0.00 0.039+0.00
(290,17-347,82) (276.47-317.77) (3,23-9,98) 0.11+0.00
257,71+£15,013° 251,76+16,78°f 2,5043,08 y
GA4 (243,82-271,60) (235,76-266,80) (0,1-4,90) 0.09+0.01 0.09+0.00 0.038+0.00 0.03840.00

GE2: grupo envelhecidas 2 semanas. GA2: Grupo adultas 2 semanas GE4: Grupo
envelhecidas 4 semanas. GA4: Grupo adultas 4 semanas. Valores apresentados em média e
desvio padréo e intervalo de confianga de 95%. #P°def9Kruskal-Wallis; *,*Wilcoxon. *
Comparagao idade*protocolo*membro para massa muscular (ANOVA three-way). £
Comparagao idade*protocolo*membro para massa muscular (ANOVA three-way)
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4.3 HISTOMORFOMETRIA MUSCULAR

4.3.1 Comprimento muscular, numero de sarcbmeros em série e comprimento

dos sarcoméros

O efeito do exercicio de alongamento passivo no crescimento longitudinal
do musculo soleo foi investigado pela comparagao do numero de sarcomeros em
série no musculo soleo, alongado e ndo alongado, por 6 ou 12 sessdes. O
numero total de sarcbmeros e o comprimento dos sarcémeros em cada fibra
muscular isolada foram estimados pela correlacdo entre o numero de
sarcémeros identificados ao longo de 300um da fibra e o comprimento total do
musculo, e dessa forma, esses desfechos também foram investigados.

Foram observadas diferengas entre os grupos para o numero de
sarcOmeros em série, comprimento muscular e comprimento do sarcémero, mas
nao houve diferenga significativa entre o soleo alongado e ndo alongado em
nenhum dos grupos.

No s6leo ndo alongado, o numero de sarcémeros em série foi menor no
GA4 em comparagédo ao GA2 (p<0,001, ANOVA three way) (Figura 16-A), o
comprimento muscular foi menor no GA2 em comparagado ao GE2 (p=0,016,
ANOVA three way) (Figura 16-C) e o comprimento do sarcomero foi menor no
GA2 em comparagédo ao GE2 (p=0,009; ANOVA three way) e em comparagéo
ao GA4 (p<0,001, ANOVA three way). O comprimento do sarcomero também se
mostrou menor no GE4 em comparagdo ao GA4 (p=0,004, ANOVA three way)
(Figura 16-E).

No séleo alongado, o numero de sarcomeros em série foi menor no GA4
em comparagao ao GA2 (p<0,001, ANOVA three way) e menor no GE4 em
comparacgao ao GE2 (p=0,012, ANOVA three way) (Figura 16-B). O comprimento
muscular foi maior no GE2 em comparacédo ao GE4 (p= 0,027; ANOVA three
way) foi menor no GA2 em comparagao ao GE2 (p<0,001, ANOVA three way)
(Figura 16-D), da mesma forma que o comprimento do sarcOmero também se
mostrou menor no GA2 em comparagao ao GE2 (p=0,001, ANOVA three way) e
em comparagao ao GA4 (p<0,001, ANOVA three way) (Figura 16-F).
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FIGURA 16 - EFEITO DO ALONGAMENTO NO COMPRIMENTO MUSCULAR, NUMERO DE
SARCOMEROS EM SERIE E COMPRIMENTO DOS SARCOMEROS
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Comparacéo idade*protocolo*membro para nimero de sarcomeros em série, comprimento
muscular e comprimento do sarcomero; *P<0,05; comparagao grupos; a- Comparagéo do
numero de sarcOmeros em série no séleo ndo alongado. b- Comparagdo do numero de
sarcOmeros em série no soleo alongado. c- Comparagdo do comprimento muscular em
milimetros do séleo ndo alongado. d- Comparagao do comprimento muscular em milimetros do
s6leo alongado. e- Comparagao do comprimento do sarcomero em um do séleo ndo alongado.
f- Comparagéo do comprimento do sarcdmero em pm do séleo alongado.

4.3.2 Area de seccéo transversa da fibra muscular

Com o objetivo de verificar o efeito do exercicio de alongamento passivo

no crescimento radial do musculo sdleo, a area de secg¢ao transversa da fibra
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muscular (ASTFM) foi avaliada. Diferenga estatisticamente significativa foi
encontrada entre os grupos.

Quando comparados condi¢gao experimental (soleo alongado) e controle
(s6leo ndo alongado), foi observado menor ASTFM do soleo alongado no GE2
(p<0,001; ANOVA Three way; ES 0,66), no GA2 (p<0,001; ANOVA Three Way;
ES 0,24) e no GE4 (p=0,005, ANOVA three way; ES 0,42), o que indica redug¢ao
da ASTFM de 26,49% no GE2, de 8,02% no GA2 e de 16,88% no GE4. No GA4
houve aumento de 2,11% na ASTFM, mas nao foi significativa.

Foi observado menor ASTFM do soleo ndo alongado do GA2 em
comparagao ao GE2 (p<0,001; ANOVA three way) e GA4 (p<0,001; ANOVA
three way) do GE2 em comparagao ao Gl4 (p<0,001, ANOVA three way) e do
GA4 em comparagao ao GE4 (p<0,001, ANOVA three way).

No s6leo alongado, foi observado menor ASTFM no GA2 em comparagao
ao GE2 (p<0,001, ANOVA three way) e GA4 (p<0,001, ANOVA three way), e do
GE2 em comparagao ao GE4 (p<0,001, ANOVA three way). Esses resultados
estdo apresentados na tabela 3.

TABELA 3- AREA DE SECGCAO TRANSVERSA DA FIBRA MUSCULAR (ASTFM) DO

MUSCULO SOLEO
Grupo ASTFM (um?) ASTFM (um?) % de Mudancga
Alongado Néo alongado
GE2 5573,99+2445,152 7582,71+£3544,273.4f U26.49
GA2 4854,69+1780,05°"" 5278,30+1714,30°4* U8.02
GE4 7183,93+3105,95° 8643,52+3743,93%"9 U16.88
GA4 7453,74+2728,64 7295,8242474,75%9 N2.11

GE2: grupo envelhecidas 2 semanas. GA2: Grupo adultas 2 semanas GE4: Grupo
envelhecidas 4 semanas. GA4: Grupo adultas 4 semanas. 2 p<0,001; ANOVA Three way. °
p<0,001; ANOVA Three way. ¢ p<0,001; ANOVA three way; ¢ p<0,001; ANOVA three way; ©
p<0,001; ANOVA three way; fp<0,001; ANOVA three way; 9p<0,001; ANOVA three way. "

p<0,001; ANOVA three way. ' p<0,001; ANOVA three way.  p<0,001; ANOVA three way

4.3.3 Imunomarcagao da matriz extracelular do musculo séleo

Com o objetivo de verificar o efeito do exercicio de alongamento passivo

nos componentes da matriz extracelular do musculo soéleo, a presenca e
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localizagdo das proteinas Colageno 1 e colageno 3 no tecido conjuntivo
intramuscular, foi investigada por meio da técnica de imunohistoquimica.

Para o colageno 1, menor imunomarcagdo no soleo alongado foi
observado em comparagéo ao soleo nao alongado no GA4 (p=0,020, ANOVA
three way; ES 0,41).

No so6leo ndo alongado (Figura 17 C,I), o GA2 mostrou menor
imunomarcagéo que os grupos GE2 (p=0,007, ANOVA three way) e GA4
(p=0,003, ANOVA three way). O GA4 mostrou menor imunomarcagao em
comparagao ao GE4 (p<0,001, ANOVA three way). O GE2 apresentou menor
porcentagem de imunomarcagao de colageno 1 que o GE4 (p=0,003, ANOVA
three way). No soleo alongado, o GA2 apresentou menor imunomarcagao que o
Gl2 (p=0,007, ANOVA three way) e o GA4 menor imunomarcagao que o GE4
(p<0,001, ANOVA three way).
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FIGURA 17 - IMUNOMARCAGCAO DO COLAGENO 1
2 SEMARAS
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A: Sdleo néo alongado do GE2. B: Séleo alongado do GE2. C: Séleo ndo alongado do GA2. D:
Soéleo alongado do GA2. E: Sdleo néo alongado do GE4. F: Séleo alongado do GE4. G: Séleo
nao alongado do GA4. H: Séleo alongado do GA4. Imunomarcagao detectada (seta).
Ampliagao original 20X. Scale bar: 50um. Comparagao da idade*protocolo*membro para
porcentagem de imunomarcagéo do colageno 1; *p<0,05; comparagao grupos; # p<0,05
comparacao entre membro alongado e ndo alongado. |: Porcentagem de imunomarcag¢ao no
s6leo ndo alongado. J: Porcentagem de imunomarcagao no séleo alongado.
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Para o colageno 3, houve diferenga estatisticamente significativa entre o
sb6leo alongado e nao alongado no GE4 (Figura 18), demonstrando maior
imunomarcagéao no soleo alongado (p=0,013; ANOVA Three way; ES 0,41).

No soleo ndo alongado (Figura 18-A), o GAZ2 mostrou menor
imunomarcacéo que os grupos GE2 (p=<0,001, ANOVA Three way) e GA4
(p=0,005, ANOVA Three way). O GA4 mostrou menor imunomarcagdo em
comparagao ao GE4 (p<0,001, ANOVA Three way). O GE2 apresentou maior
porcentagem de imunomarcagao que o GE4 (p<0,001, ANOVA Three way).

No soleo alongado, o GA2 apresentou menor imunomarcagao que o GE2
(p<0,001, ANOVA Three way) e o GA4 menor imunomarcagédo que o GE4
(p<0,001, ANOVA Three way). O GE2 demonstrou maior porcentagem de
imunomarcagéo em comparagao ao GE4 (p=0,002, ANOVA Three way) e o GE4
maior porcentagem em comparagao ao GA4 (p<0,001, ANOVA Three way).
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FIGURA 18 - IMUNOMARCAGCAO DO COLAGENO 3
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A: Sdéleo néo alongado do GE2. B: Séleo alongado do GE2. C: Séleo ndo alongado do GA2. D:
Soéleo alongado do GA2. E: Sdleo néo alongado do GE4. F: Séleo alongado do GE4. G: Séleo
nao alongado do GA4. H: Séleo alongado do GA4. Imunomarcagao detectada (seta).
Ampliagao original 20X. Scale bar: 50um. Comparagao da idade*protocolo*membro para
porcentagem de imunomarcagéo do colageno 3; *p<0,05; comparagao grupos; # p<0,05
comparacao entre membro alongado e ndo alongado. I: Porcentagem de imunomarcagao no
s6leo ndo alongado. J: Porcentagem de imunomarcagao no alongado.

Foi realizada a analise da relagdo Colageno 1/Colageno 3, e nao foi

encontrada diferenga significativa entre sdleo alongado e ndo alongado em



89

nenhum dos grupos, mas foi observada diferenga no séleo ndo alongado entre
o GE2 e GA2 (p=0,009; ANOVA three way).

TABELA 4- RELACAO COLAGENO1/COLAGENO 3

Porcentagem de Porcentagem de =
Grupo Colageno 1 colageno 3 Relacao
P 9 9 Col 1/Col3
%o %o

GE2 séleo alongado 1,89+1,98 5,27+3,69 0,95+1,21
GE2 néo alongado 1,27+1,08 4,7313,29 0,63+0,87*
GA2 soleo alongado 0,20+0,32 0,48+0,79 1,28+2,65
GA2 nao alongado 0,10+0,34 0,36+0,53 1,11£2,79
GE4 séleo alongado 1,73+1,88 3,95+2,12 1,06+3,05
GE4 nao alongado 1,88+2,39 2,97+2,68 1,66+3,24
GA4 soleo alongado 0,42+0,75 1,27+1,25 0,82+1,97
GA4 nao alongado 1,09+2,34 1,47+1,61 1,02+3,10

GE2: grupo envelhecidas 2 semanas. GA2: Grupo adultas 2 semanas GE4: Grupo
envelhecidas 4 semanas. GA4: Grupo adultas 4 semanas.Valores apresentados em média e
desvio padrao

Ainda com objetivo de avaliar a sintese de colageno, a porcentagem de
imunomarcacgéo, por meio da imunohistoquimica, do fator de crescimento TGF3-
1, um mediador essencial da sintese de colageno induzida mecanicamente, foi
analisada (Figura 19). Diferenga estatisticamente significativa entre o sdéleo
alongado e ndo alongado no GE4 (p<0,001; ANOVA three way ES 0,62) foi
encontrada, demonstrando menor imunomarcagao no soleo alongado.

No soleo ndo alongado (Figura 19-A), o GE2 mostrou menor
imunomarcacéo que o grupo GE4 (p<0,001, ANOVA three way), que por sua
vez, apresentou maior imunomarcgao que O GA4 (p<0,001, ANOVA three way).
No sdéleo alongado, o GE2 apresentou maior imunomarcagao que o GE4
(p=0,043, ANOVA three way).
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FIGURA 19 - IMUNOMARCACAO DO TGF-B1
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A: Sdleo néo alongado do GE2. B: Séleo alongado do GE2. C: Séleo nado alongado do GA2. D:
Soéleo alongado do GA2. E: Sdleo néo alongado do GE4. F: Séleo alongado do GE4. G: Séleo
nao alongado do GA4. H: Séleo alongado do GA4. Imunomarcagao detectada (seta).
Ampliacao original 20X. Scale bar: 50um. Comparagao da idade*protocolo*membro para
porcentagem de imunomarcagédo do TGFpB-1; *p<0,05; comparagao grupos; # p<0,05
comparacao entre membro alongado e ndo alongado. I: Porcentagem de imunomarcagao no
s6leo nado alongado. J: Porcentagem de imunomarcagao no alongado
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Com o objetivo de investigar a acdo mediadora do TNF-a apds estimulo
mecanico, também foi analisada a porcentagem de imunomarcagédo na fibra
muscular dessa citocina, por meio da imunohistoquimica (Figura 20).

Foi encontrada diferenga estatisticamente significativa entre o sdleo
alongado e n&o alongado no GA4 (p=0,003; ANOVA three way ES 0,70),
demonstrando menor imunomarcagdo no soéleo alongado, e diferenga
estatisticamente significativa entre o soleo alongado e ndo alongado no GE4
(p<0,001; ANOVA three way ES 0,49), demonstrando maior imunomarcagao no
soleo alongado.

No soOleo n&o alongado (Figura 20-A), o GI2 mostrou maior
imunomarcacgéo que o grupo GA2 (p=0,002, ANOVA three way), que por sua
vez, apresentou menor imunomargao que O GA4 (p=0,002, ANOVA three way).
No soleo alongado, o GE2 apresentou menor imunomarcagao que o GE4
(p<0,001, ANOVA three way), que por sua vez, apresentou maior imunomargao
que O GA4 (p<0,001, ANOVA three way).
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FIGURA 20 - IMUNOMARCAGAO DO TNF-a

A: Sdéleo néo alongado do GE2. B: Séleo alongado do GE2. C: Séleo ndo alongado do GA2. D:
Soéleo alongado do GA2. E: Sdleo néo alongado do GE4. F: Séleo alongado do GE4. G: Séleo
nao alongado do GA4. H: Séleo alongado do GA4. Imunomarcagao detectada (seta).
Ampliacao original 20X. Scale bar: 50um. Comparagao da idade*protocolo*membro para
porcentagem de imunomarcagédo do TNF-a; *p<0,05; comparagéo grupos; # p<0,05
comparacao entre membro alongado e ndo alongado. I: Porcentagem de imunomarcagao no
s6leo nao alongado. J: Porcentagem de imunomarcagao no alongado
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4 3.4 Tecido nao contratil intramuscular

A quantidade de perimisio e endomisio esta expressa em porcentagem
em relacdo a area da fibra muscular por corte. Como efeito do alongamento, foi
encontrada diferenga significativa apenas no GE2, com aumento da
porcentagem de perimisio (p=0,021, ANOVA three way; ES 0,53) (Figura 21-AB).
Como efeito da idade, foi observada diferenga significativa na porcentagem de
area do perimisio entre GE2 e GA2 (p<0,001, ANOVA three way) no soleo ndo
alongado e alongado. Em relagdo ao periodo do protocolo, a diferenga foi
encontrada entre as ratas adultas (GA2 vs GA4; p<0,001, ANOVA three way) no
sbleo nao alongado (Figura 21-A) e entre as ratas envelhecidas (GE2 vs GE4;
p=0,019, ANOVA three way) e ratas adultas (GA2 vs GA4, p<0,001, ANOVA
three way) no soleo alongado (Figura 21-B).

Na porcentagem de area do endomisio, a diferenga observada foi entre
GE2 e GA2 (p=0,002, ANOVA three way) e GE2 e GE4 (p=0,003, ANOVA three
way) no séleo ndo alongado (Figura 22 C) e entre GA2 e GA2 (p=0,010, ANOVA
three way) e GE2 e GE4 (p=0,043, ANOVA three way) no s6leo alongado (Figura
21 D).

FIGURA 21 - AREA DE TECIDO NAO CONTRATIL
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Comparagao idade*protocolo*membro para porcentagem de area de perimisio e endomisio;
*p<0,05; comparagao grupos; # p<0,05 comparagéo entre membro alongado e n&o alongado.
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4.4 HISTOMORFOMETRIA DA ARTICULACAO TALOCRURAL

Para investigar os efeitos do alongamento na articulagdo talocrural, a
cartilagem articular da tibia e do talus foram analisadas. Foram avaliadas a
espessura total (ET) e a espessura total na regido anterior (ET1), regi&do média
(ET2) e regiao posterior (ET3), a espessura total da zona profunda (ZP) nas
regides anterior (ZP1), média (ZP2) e posterior (ZP3), a espessura total da zona
superficial (ZS) nas regides anterior (ZS1), média (ZS2) e posterior (ZS3), e 0
numero de condrocitos (CO) nas regides anterior (COP1), média (COP2) e
posterior (COP3).

Foi observada diferenga significativa entre o GE4 e GA4 no numero de
condrocitos da regido média da cartilagem articular da tibia do membro
alongado, com as ratas adultas apresentando menor numero de condrocitos em

comparacgao as ratas envelhecidas (p=0,017, ANOVA three way) (Figura 22-D).

FIGURA 22 - NUMERO DE CONDROCITOS DA CARTILAGEM ARTICULAR DA TiBIA
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Comparagao idade*protocolo*membro para niumero de condrdcitos da regido anterior (P1),
média (P2) e posterior (P3) da cartilagem articular da tibia. Regido anterior (A-B), regido média
(C-D) e regido posterior (E-F); *p<0,05; comparagéo grupos.



95

Foi observada diferenga significativa no numero de condrécitos da regido
meédia da cartilagem articular do talus entre membro alongado e ndo alongado
no GE4, com maior numero de condrocitos no membro alongado em

comparagao ao ndo alongado (p=0,034, ANOVA three way) (Figura 23).

FIGURA 23 - NUMERO DE CONDROCITOS DA CARTILAGEM ARTICULAR DO TALUS
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Comparagao idade*protocolo*membro para nimero de condrdcitos da regido anterior (P1),
média (P2) e posterior (P3) da cartilagem articular do talus. Regi&o anterior (A-B), regido média
(C-D) e regido posterior (E-F); *p<0,05; comparagao grupos. # p<0,05 comparagao entre
membro alongado e n&o alongado.

Na espessura total da cartilagem articular da tibia do membro nao
alongado (Figura 24), foi encontrada diferenga na espessura da porg&o anterior
entre os grupos GE2 e GA2 (p=0,014, ANOVA three way) e GE2 e GA4 (p=0,034,
ANOVA three way). Na porcdo média, o GE2 apresentou maior espessura em
comparacgao ao GA2 (p=0,026; ANOVA three way) e na porgéo posterior, o GE2
mostrou menor espessura em comparacgao ao GA2 (p=0,042, ANOVA three way)
e menor que GE4 (p=0,031, ANOVA three way ES 0,98). No membro alongado



96

(Fig 24-D), o GE2 também mostrou menor espessura em comparagao ao GE4
(p=0,047, ANOVA three way).

FIGURA 24 - ESPESSURA TOTAL DA CARTILAGEM ARTICULAR DA TiBIA
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Comparagao idade*protocolo*membro para espessura total da cartilagem articular da tibia na

regido anterior (P1), média (P2) e posterior (P3). Regido anterior (A-B), regidao média (C-D) e
regido posterior (E-F); *p<0,05; comparagéo grupos.
Na espessura total da cartilagem articular do talus (Figura 25), foi
encontrada diferenga apenas na espessura da por¢ao anterior entre os grupos

GE4 e GA4 (p=0,047, ANOVA three way) no membro alongado.
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FIGURA 25 - ESPESSURA TOTAL DA CARTILAGEM ARTICULAR DO TALUS
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Comparagéo idade*protocolo*membro para espessura total da cartilagem articular do talus na
regido anterior (P1), média (P2) e posterior (P3). Regido anterior (A-B), regidao média (C-D) e
regido posterior (E-F); *p<0,05; comparagéo grupos.

Na analise da espessura da zona superficial da cartilagem articular da
tibia (Figura 26), foi encontrada diferenga entre o GA2 e GA4 (p= 0,042, ANOVA
three way) na por¢cdo média e entre GE2 e GE2 (p=0,013, ANOVA three way) e
entre GE2 e GE4 (p=0,038, ANOVA three way) no membro ndo alongado.
Quando comparado o membro alongado e nao alongado, o GA2 mostrou maior
espessura da regido média no membro alongado em comparagdo ao né&o

alongado (p=0,030, ANOVA three way; ES 1,37).
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FIGURA 26 - ESPESSURA DA ZONA SUPERFICIAL DA CARTILAGEM ARTICULAR DA

TiBIA
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Comparacgao idade*protocolo*membro para espessura da zona superficial da cartilagem
articular da tibia na regido anterior (P1), média (P2) e posterior (P3). Regido anterior (A-B),
regido média (C-D) e regido posterior (E-F); *p<0,05; comparagéo grupos.

Na analise da espessura da zona superficial da cartilagem articular do
talus (Figura 27), foi encontrada diferenga entre o GE4 e GA4 (p=0,049, ANOVA
three way) na porg¢ao anterior do membro alongado e entre GA2 e GA4 (p=0,044,
ANOVA three way) na por¢ao posterior no membro ndo alongado. Quando
comparado o membro alongado e ndo alongado, o GA4 mostrou menor
espessura da regido posterior no membro alongado em comparagéo ao néo
alongado (p=0,045, ANOVA three way; ES 1,05).
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FIGURA 27 - ESPESSURA DA ZONA SUPERFICIAL DA CARTILAGEM ARTICULAR DO

TALUS
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Comparagao idade*protocolo*membro para espessura da zona superficial da cartilagem
articular do talus na regiao anterior (P1), média (P2) e posterior (P3). Regi&o anterior (A-B),
regido média (C-D) e regido posterior (E-F); *p<0,05; comparagéo grupos. # p<0,05
comparacao entre membro alongado e n&o alongado.

Na zona profunda da cartilagem articular da tibia (Figura 28) foi observada
diferenga na regido anterior entre GE2 e GA2 (p=0,007, ANOVA three way) e
entre GE2 e GE4 (p=0,002, ANOVA three way) no membro ndo alongado e
diferenca entre GE4 e GA4 (p=0,018, ANOVA three way) no membro alongado.
Na regido posterior, a diferenga observada foi apenas entre GE2 e GE4
(p=0,048, ANOVA three way) também no membro ndo alongado. Comparando a
espessura da zona profunda do membro alongado e n&do alongado, a diferenga
foi observada no GE2, com menor espessura na regido anterior no membro
alongado em comparag¢ao ao néo alongado (p=0,009, ANOVA three way; ES
1,04).
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FIGURA 28 - ESPESSURA DA ZONA PROFUNDA DA CARTILAGEM ARTICULAR DA TiBIA
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Comparagao idade*protocolo*membro para espessura da zona profunda da cartilagem articular
da tibia na regiéo anterior (P1), média (P2) e posterior (P3). Regiao anterior (A-B), regido
média (C-D) e regido posterior (E-F); *p<0,05; comparagao grupos. # p<0,05 comparagéao entre
membro alongado e n&o alongado.

Na analise da zona profunda da cartilagem articular do talus (Figura 29) a
diferenga observada na espessura foi na regido meédia entre GE2 e GA2
(p=0,042, ANOVA three way) no membro nao alongado e entre GA2 e GA4 no
membro alongado (p=0,037, ANOVA three way).
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FIGURA 29 - ESPESSURA DA ZONA PROFUNDA DA CARTILAGEM ARTICULAR DO TALUS
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Comparagao idade*protocolo*membro para espessura da zona profunda da cartilagem articular
do talus na regiao anterior (P1), média (P2) e posterior (P3). Regi&o anterior (A-B), regido
média (C-D) e regido posterior (E-F); *p<0,05; comparagao grupos.

4.4.1 Analise morfolégica da cartilagem da articulagado talocrural

As articulagdes dos grupos de ratas adultas 2 e 4 semanas, alongados e
ndo alongadas, demonstraram morfologia normal na tibia e no talus, com a
cartilagem articular apresentando superficie lisa e os condrocitos organizados
nas quatro camadas celulares normais.

Na camada superficial foi observado densidade celular maior, com os
condrocitos dispostos em aglomerados horizontais, de formato achatado. Na
camada de transigao, assumiram formato arredondado e dispuseram-se isoladas
ou em grupos iségenos. Em seguida, estavam organizados em lacunas,

correspondendo a camada profunda, separada da zona calcificada pela
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tidemark. A matriz extracelular também se apresentava com aspecto normal,

sem a presencga de floculagdes ou fissuras (Fig. 30 A-D).

FIGURA 30 - FOTOMICROGRAFIAS DA CARTILAGEM DA ARTICULAGAO TALOCRURAL
DAS RATAS ADULTAS

Adultas
Membro nao alongado Membro alongado

Corte sagital e coloragdo hematoxilina e eosina. A, Grupo Adultas 2 semanas — membro ndo
alongado (GA2); B, Grupo Adultas 2 semanas — membro alongado (GA2); C, Grupo Adultas 4
semanas — membro nao alongado (GA4); D, Grupo Adultas 4 semanas- Membro
Alongado(GA4). Cartilagem articular (CA) da tibia (Ti) e do talus (Ta) com superficie lisa e
condrdcitos dispostos em camadas; tidemark (seta preta) e osso subcondral (Os) integros;
Ampliacéo original 10X. Scale bar: 100um.

Nos grupos de ratas envelhecidas de 2 e 4 semanas, nas articulagbes
que nao foram alongadas, a cartilagem articular se mostrou heterogénea quanto
a sua morfologia, com animais apresentando as cartilagens da tibia e do talus
com caracteristicas semelhantes as ratas adultas (Figura 31) mas alguns
animais mostraram alteragdes, pois 2 animais do GE2 e 2 do GA4 apresentaram
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degradacao da regido articular posterior (P3) da tibia e presenca de pannus
(Fig. 31A-B), floculagéo na superficie articular e invaginagéo do osso subcondral
(Fig. 31-C). No talus, principalmente na regiao articular média (P2), se verificou
a invaginagdo do osso sucondral, clones de condrécitos, descontinuidade da
tidemark, floculagéao da superficie articular e degradagao na zona superficial (Fig.
31-D).

FIGURA 31 - FOTOMICROGRAFIAS DA CARTILAGEM DA ARTICULAGAO TALOCRURAL
DAS RATAS ENVELHECIDAS- MEMBRO NAO ALONGADO

-

Corte sagital, coloragdo hematoxilina e eosina. A-B, Grupo envelhecido 2 semanas-membro
nao alongado (GE2). A: degradacao da cartilagem articular na regiéo articular posterior (P3)
(seta branca), recoberta por pannus (Pa), invaginagdo do osso subcondral (ponta de seta); B:
em detalhe o pannus, com intensa vascularizagédo (Vs); C-D, Grupo envelhecido 4 semanas-
membro ndo alongado (GE4), C: evidenciando invaginagéo do osso subcondral (ponta de
seta), floculagéo da superficie articular (seta preta) e D: descontinuidade da tidemark (seta fina)
e degradagéo da zona superficial da regido articular média (P2) do Talus. Ampliag&o original
10X. Scale bar: 100um

Nos grupos envelhecidos de 2 e 4 semanas alongados (GE2 E GE4), a

cartilagem também se mostrava com aspecto morfolégico heterogéneo e nao
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foram encontrados animais com degradacgao da cartilagem na regido P3 da tibia,
mas apresentavam desorganizagdo das camadas de condrocitos. No entanto,
01 animal do grupo GE4 apresentou degradacao da cartilagem na regiao
articular anterior (P1) da Tibia e do Talus, sendo o osso subcondral recoberto
pelo pannus (Fig. 32 A-C), e na regido articular P3 da Tibia e P2 do Talus,
hipercelularidade, = desorganizacdo das camadas de  condrocitos,
descontinuidade da tidemark, invaginagao do osso subcondral e floculagao da
superficie articular (Fig. 32 D-F). Na cavidade articular foi visualizado células
inflamatdrias (Fig. 32 B-C).

FIGURA 32 - FOTOMICROGRAFIAS DA CARTILAGEM DA ARTICULAGAO TALOCRURAL
DAS RATAS ENVELHECIDAS - MEMBRO ALONGADO

Corte sagital, coloragao hematoxilina e eosina. A, B e C, Grupo envelhecidas 4 semanas —
membro alongado (GE4) mostrando degradagéo da cartilagem articular na regido articular
posterior (P1) da Tibia (Ti) e do Talus (Ta) (circulo preto e seta branca), recoberta por pannus
(Pa). D, E e F, Grupo envelhecidas 2 semanas (GE2) hipercelularidade de condréciotos (Hc),
invaginagao do osso subcondral (ponta de seta), floculagao da superficie articular (seta preta),
descontinuidade da tidemark (seta branca) e cavidade articular (estrela), com células
inflamatdrias (circulo azul). Ampliagéo original 10X. Scale bar: 100um.

4.4.2 Analise morfoloégica da membrana sinovial

A membrana sinovial do membro n&o alongados dos grupos adultos 2 e 4
semanas (GA2 e GA4) se apresentou com caracteristicas normais, com duas ou
trés camadas de sinoviocitos do tipo A e B na intima e subintima, com
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predominéncia de células adiposas e vasos sanguineos dentro da normalidade
(Fig.33 A-B). Nas ratas adultas que foram alongadas (GA2 e GA4), a intima e
subintima sinovial estavam semelhantes ao grupo ndo alongado, mas com

intensa angiogénese e congestao vascular (Fig.33 C-D).

FIGURA 33 - FOTOMICROGRAFIAS DA MEMBRANA SINOVIAL DA ARTICULACAO
TALOCRURAL DAS RATAS ADULTAS

Corte sagital, coloragdo em hematoxilina e eosina. A, Grupo adulto 2 semanas GA2 (membro
nao alongado); B, Grupo adulto 4 semanas GA4 (membro ndo alongado); C, Grupo adulto 2
semanas GA2 (membro alongado); D, Grupo adulto 4 semanas GA4 (membro alongado. Em A
e B, membrana com os sinovidcitos na intima sinovial (In) e a subintima (Si) com
predominancia de células adiposas (Ad) e capilares dentro da normalidade (seta preta). EmC e
D, notar a intensa angiogénese com congestéo vascular (seta vazada). Cavidade articular
(estrela). Ampliagao original 10X. Scale bar: 100um.

Ja no grupo das ratas envelhecidas, tanto as alongadas por 2 e 4 semanas
(GE2 e GE4), quanto as ndo alongadas, verificou-se espessamento e aumento
do numero de sinovidcitos na intima, diminuicdo do numero de células adiposas
e aumento de tecido conjuntivo na subintima (Fig. 34 A-B). Ainda, o grupo

alongado, apresentou angiogénese com congestao vascular e intenso processo
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inflamatério nas camadas celulares e na cavidade articular caracterizando
sinovite (Fig. 34 C-D).

FIGURA 34 - FOTOMICROGRAFIAS DA MEMBRANA SINOVIAL DA ARTICULACAO
TALOCRURAL DAS RATAS ENVELHECIDAS

Corte sagital, coloragdo em hematoxilina e eosina. A, Grupo ratas envelhecidas 2 semanas-
membro ndo alongado (GE2); B, Grupo ratas envelhecidas 4 semanas — membro nao
alongado (GE4); C, Grupo ratas envelhecidas 2 semanas — membro alongado (GE2); D,
Grupo ratas envelhecidas 4 semanas- membro alongado (GE4). Em A e B, membrana com
aumento do numero de sinovidcitos e espessamento da intima sinovial (In) e a subintima
(Si) com diminuigdo de células adiposas (Ad)e aumento de tecido conjuntivo (asteristico),
capilares dentro da normalidade (seta preta). Em C e D, notar a intensa angiogénese com
congestao vascular (seta vazada) e infiltrado inflamatério (seta branca).

4.5 TIBIA

Para analisar os efeitos do alongamento no tecido 6sseo, a area do 0sso,
a area do canal medular, a espessura, o numero de ostedcitos e o numero de
lacunas cheias e lacunas vazias foram avaliadas.

Nao foi observada diferenga significativa na area do osso, area do canal
medular e espessura da tibia do membro alongado em comparagdo ao membro

nao alongado em nenhum dos grupos (Figura 35)



107

A area do osso tibia do membro n&o alongado foi menor no GE4 em
comparagao ao GA4 (p=0,021, ANOVA three way) (Figura 43-A), e no membro
alongado, a area se mostrou menor em comparagdo aos grupos adultos nos
grupos 2 semanas (p=0,042, ANOVA three way) e 4 semanas (p= 0,007, ANOVA
three way) (Figura 35-B).

Foi observada maior area do canal medular nos grupos envelhecidos em
comparagao aos grupos adultos nos grupos 2 semanas (p=0,030, ANOVA three
way) e 4 semanas (p=0,001, ANOVA three way) no membro ndo alongado
(Figura 35-C) e maior area do canal medular no Gl4 em comparagéo ao GA4 na
tibia do membro alongado (p= 0,009, ANOVA three way) (Figura 35-D).

Na espessura do osso, foi observada diferenga significativa entre os
grupos apenas na tibia do membro alongado, entre os grupos GE4 e GA4
(p=0,004, ANOVA three way) (Figura 35-F).

FIGURA 35 - AREA DO OSSO E CANAL MEDULAR E ESPESSURA DA TIBIA
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Comparagao idade*protocolo*membro para area do osso(A-B), area do canal medular (C-D) e
espessura (E-F); *p<0,05; comparagao grupos; # p<0,05 comparagao entre membro alongado
e ndo alongado.
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Na tibia do membro ndo alongado foi observado maior numero de lacunas
vazias nos animais envelhecidos em comparagdo aos animais adultos, nos
grupos 2 semanas (p= 0,034, ANOVA three way) e 4 semanas (p=0,002, ANOVA
three way). No membro alongado, foi observado maior numero de lacunas vazias
no GE4 em comparagao ao GE2 (p= 0,004, ANOVA three way) e GA4 (p= 0,001,
ANOVA three way).

Na tibia do membro alongado foi observado maior numero de lacunas
cheias no GA4 em comparagao ao GE4 (p=0,003, ANOVA three way). E como
efeito do alongamento houve redug&o no numero de lacunas cheias no GA4
(p=0,020; ANOVA three way; ES 0,95). Para o numero de osteocitos, os mesmos
resultados foram encontrados, com maior numero de osteodcitos no GA4 em
comparacgao ao Gl4 (p=0,014, ANOVA three way) e menor numero de ostedcitos
na tibia do membro alongado em comparagdo ao ndo alongado no GA4
(p=0,015, ANOVA three way; ES 0,99) (Figura 36).

FIGURA 36 - LACUNAS VAZIAS, LACUNAS CHEIAS E OSTEOCITOS
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Comparacgao idade*protocolo*membro para numero de lacunas vazias (A-B), nimero de
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4.5.1 Analise morfologica da tibia

As analises dos cortes transversais das diafises das tibias das ratas
envelhecidas, de ambos os grupos (GE2 e GE4) e de ambos os membros
(alongado e membro n&o alongado), apresentaram morfologia tecidual alterada,
o que diferiu muito da configuragdo padrao observada nas ratas adultas, o que
evidencia os efeitos do envelhecimento no tecido 6sseo.

O canal medular apresentou -se com formato alterado em que a medula
Ossea exibia predominancia de tecido adiposo unilocular e presenca reduzida de
tecido conjuntivo reticular mieloide e de megacariocitos (Fig. 37 A1,B1, E1 e F1).
A margem endosteal apresentava visiveis irregularidades, com presenga de
reentrancias reabsortivas perfurantes na zona cortical interna (Cl), que estava
com espessura reduzida, onde foram encontrados osteoclastos denotando
reabsorgéo 6ssea (Fig 37 A2, B2, E2 e F2).

Na matriz extracelular (MEC), nas zonas cortical externa (CE) adjacente a
superficie periosteal e cortical média (CM), foram observadas alteragdes na
organizacdo das camadas lamelares, pois apresentavam-se distribuidas de
forma irregular. Foram observadas diferengas morfolégicas nas lacunas osseas,
destacando-se o aumento de lacunas vazias e hipertrofiadas, distribuidas
aleatoriamente dentre as regides corticais. Ainda, o sistema harvesiano
mostrou-se com area aumentada e congestdo sanguinea no seu interior (Figura.
39 A3, B3, E3 e F3). Na margem periosteal visualizou-se linhas basofilicas
marcantes e o periosteo com notaveis alteragdes, onde a camada osteogénica
se mostrava pouco delimitada e desorganizada e a camada fibrilar eosinofilica
espessa, rica em fibras colagenas (Figura.38 A4, B4, E4 e F4).

Por outro lado, os cortes transversais das tibias de todos os animais
adultos (GA2 e GA4), alongados e nao alongados, apresentaram morfologia
dentro da normalidade de configuragéo tecidual. A diafise em corte transversal
apresentou-se com delimitagao precisa, diametro e formato do canal medular
integro (Figura. 37 C1, D1, G1 e H1). A margem endosteal mostrou-se de
aspecto liso, contendo a medula éssea com predominancia de tecido conjuntivo
reticular hematopoiético (Fig. 37 C2, D2, G2 e H2). O osso cortical compacto
preservado, com espessura e distribuicdo da (MEC) com aspecto regular e as
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zonas em organizagdo padrdo, visivelmente com maior espessura que 0s
animais dos grupos idosos. As lacunas mostraram estar dispostas em padréo
definido e a maioria, com ostedcitos no seu interior (Fig. 38 C3, D3, G3 e H3). A
margem periosteal e as camadas multicelulares que revestem externamente o
osso cortical estavam com a camada osteogénica e de tecido conjuntivo denso

modelado inalteradas e hegemonicamente delimitados (Fig. 38 C4, D4, G4 e H4).

FIGURA 37 - FOTOMICROGRAFIA DA SECGCAO TRANSVERSAL DA DIAFISE DA TiBIA

2 semanas 4 semanas
Membro alongado Membro ndo Membro alongado

Coloragao em hematoxilina e eosina. GE2 membro alongado (A1-A2); GE2 membro néo
alongado (B1-B2); GA2 membro alongado(C1-C2); GA2 membro nado alongado (D1-D2); Gl4;
membro alongado (E1-E2); GE4 membro ndo alongado (F1-F2); GA4 membro alongado (G1-

G2); GA4 membro ndo alongado (H1-H2). Canal medular (CM), medula éssea com
predominancia de tecido adiposo (Ad) e conjuntivo reticular hematopoiético (RH), margem e
camada endosteal (seta preta). No detalhe da E2, osteoclasto realizando a reabsorgéo 6ssea
na margem endosteal (circulo azul).



111

FIGURA 38 - FOTOMICROGRAFIA DA SECCAO TRANSVERSA DA DIAFISE DA TiBIA

Coloragao em hematoxilina e eosina. GE2 membro alongado (A3-A4); GE2 membro nao
alongado (B3-B4); GA2 membro alongado(C3-C4); GA2 membro ndo alongado (D3-D4); GE4;
membro alongado (E13E4); GE4 membro nao alongado (F3-F4); GA4 membro alongado (G3-
G4); GA4 membro ndo alongado (H3-H4). Margem e camada endosteal (seta preta), margem

periosteal e periosteo (setas brancas), com suas camadas osteogénica (interna) e de tecido
conjuntivo denso modelado (externa) lacunas ésseas vazias (ponta de seta branca), lacunas
osseas com ostedcito (ponta de seta preta), canais harvesiano (circulo tracejado), linhas
basofilicas (seta fina).
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FIGURA 39 - EFEITOS DO ALONGAMENTO PASSIVO NO MUSCULO SOLEO DE RATAS
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Flecha roxa: Menor em comparacao ao soleo contralateral. Flecha verde: Maior em
comparagao ao soleo contralateral. Flecha bidirecional preta: Sem diferenga. ES: Effect size.

FIGURA 40 - EFEITOS DO ALONGAMENTO PASSIVO NO NUMERO DE CONDROCITOS DA
CARTILAGEM ARTICULAR DA ARTICULACAO TALOCRURAL DE RATAS ADULTAS E

Hesumo dos efestos co
alongaments passivo sobre 3
histomorfometris da cartitagem
articalar

\-L\\\\

ENVELHECIDAS

GL2 membro GA2 membeo Gta membro GAS membro
Desfachos slongado alongado alongado alongado
% v s vs
T n3o alongado nSo aloegado n3o alongado ndo alengado
Cordrdonos da regiso
anteriar |P1) cartibagem | “ “ “ R d
da sbia
Corgrocnos da reghio
méda {P2) et Qurp - ey
___cartiogem da tibla_
Cordrbcngs da regido
pasterior (P3] “ “ “ “
cartilagemn da tibia )
Cordrocitos da regiio | “
antertor [P cartibagem | Rd R d e’
ok thin |
Cordrocaos da regilo L 184 4
mada (72) ey G aooad | s
cartilagen do tdus
Cordrocnos da regiio “
pasterior P3| Rl g Rad
cortilegem do télus

Flecha verde: Maior em comparagao ao musculo contralateral. Flecha bidirecional

preta: Sem diferenca. ES: Effect size.




113

FIGURA 41 - EFEITOS DO ALONGAMENTO PASSIVO NA ESPESSURA DA CARTILAGEM
ARTICULAR DA ARTICULACAO TALOCRURAL DE RATAS ADULTAS E ENVELHECIDAS
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FIGURA 42 - EFEITOS DO ALONGAMENTO PASSIVO NA ESPESSURA DA ZONA
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PROFUNDA DA CARTILAGEM ARTICULAR DA ARTICULACAO TALOCRURAL DE RATAS
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Flecha roxa: Menor em comparagé&o ao membro contralateral. Flecha bidirecional preta:
Sem diferencga. ES: Effect size.

FIGURA 44 - EFEITOS DO ALONGAMENTO PASSIVO NA HISTOMORFOMETRIA DA TiBIA
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5. DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos de 6 e 12 sessbes de
alongamento passivo estatico na histomorfometria do musculo soleo, articulagao
talocrural e tibia de ratas fémeas adultas e envelhecidas. Para isso, as ratas
foram submetidas a 3 sessdes semanais de alongamento passivo, durante 2 e 4
semanas.

As ratas envelhecidas (GE2 e GE4) apresentaram maior massa corporal
inicial e final em comparacdo as adultas (GA2 e GA4) e reducdo da massa
corporal foi observada apenas nas ratas envelhecidas (GE2 e GE4) ao final do
experimento. E relatado que tanto roedores quanto humanos exibem aumento
linear da massa corporal com a idade. No ambiente de laboratério, camundongos
alimentados ad libitum normalmente experimentam pico na massa corporal por
volta dos 20 a 24 meses de idade, enquanto os ratos, como resultado de uma
vida util mais longa experimentam esse pico mais tarde, por volta dos 24 a 32
meses de idade (PAPPAS; NAGY, 2019). Dessa forma, a diferenga observada
na massa corporal inicial pode ser justificada pela idade do animal pois as ratas
envelhecidas possuiam 28 meses de idade, enquanto as ratas adultas tinham 3
meses.

Sobre a reducdo da massa corporal apdés o experimento, resultados
semelhantes também foram observados em outros estudos com ratos
envelhecidos (RADER et al., 2016; MASSENZ et al., 2020). Nossos resultados
mostraram que a reducdo da massa corporal ocorreu apenas nas envelhecidas,
mesmo tendo sido mantida a continuidade das atividades regulares na gaiola
durante todo o periodo do experimento, indicando que a perda de peso
observada € um marcador da senescéncia.

Animais envelhecidos sdo considerados modelos experimentais da
sarcopenia. Modelos de roedores envelhecidos sdo os mais naturais e tém varias
vantagens em comparagdo com outros modelos de sarcopenia, como 0s
modelos que fazem suspensdo dos membros posteriores e modelos de atrofia
por desuso (BAEK et al., 2020). Roedores envelhecidos tém morbidades e

mecanismos bastante semelhantes aos encontrados em humanos com
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sarcopenia, mas o custo elevado e a limitada disponibilidade de roedores
envelhecidos tornam o uso deste modelo dificil (BAEK et al., 2020).

ApoOs a analise da caracterizagdo da amostra do presente estudo, a
discussao dos resultados desse trabalho sera realizada em tépicos especificos
para cada componente do sistema osteomioarticular. O protocolo de
alongamento utilizado nesse estudo simula parametros de prescricdo
frequentemente utilizados na pratica de fisioterapeutas e profissionais de
educacgao fisica, mas inclui a avaliagdo da forca aplicada para realizar o
alongamento por meio de uma célula de carga que permitiu estimar a intensidade
do alongamento.

Nao foi observada diferenca entre os grupos na forga total aplicada para
alongar o musculo séleo entre ratas envelhecidas e ratas adultas, o que indica
que a intensidade utilizada nos dois protocolos para ratas de diferentes idades
foi a mesma. No entanto, quando analisada individualmente cada sesséao, foi
observado que maior forca foi aplicada para alongar o musculo soéleo
envelhecido nas primeiras sessdes em ambos os protocolos enquanto nas
ultimas sessdes, foi aplicada maior for¢ca nas ratas adultas. Tal achado pode ser
atribuido a menor amplitude de movimento da articulagao talocrural das ratas
envelhecidas o que exigiu que maior forga fosse aplicada para posicionar a
articulagdo em posigéo de dorsiflexdo maxima (MARCUCCI; REGGIANI, 2020).

Outro motivo que pode justificar maior forga necessaria para alongar o
musculo envelhecido é a rigidez muscular aumentada como consequéncia as
alteracOes relacionadas a idade na MEC do musculo esquelético (STEARNS-
REIDER et al., 2017). O musculo envelhecido apresenta maior resisténcia ao
alongamento devido a maior quantidade de colageno e consequente
espessamento da MEC em comparac¢ao ao musculo jovem (PAVAN et al., 2020).

Os efeitos ao mesmo estimulo do alongamento na adaptagdo do musculo,
cartilagem e osso serao discutidos nos topicos abaixo.

5.1 MUSCULO:

E sugerido que o alongamento fornece estimulos mecanicos e respostas

metabdlicas ao musculo, importantes para o crescimento muscular (NUNES et
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al., 2020). Nesse sentido, esse estudo verificou as respostas a carga imposta
pelo alongamento passivo, durante 6 e 12 sessdes na massa muscular, area de
secgdo transversa da fibra muscular, comprimento muscular, numero de
sarcOmeros em série e comprimento do sarcomero.

Nao foi observada diferenca significativa entre o soleo alongado e nao
alongado em nenhum dos grupos analisados para os desfechos massa muscular
absoluta e massa muscular relativa. A diferenca observada para esses
desfechos foi encontrada apenas entre o GE4 e GA4 na massa muscular
absoluta, onde o GE4 apresentou maior massa muscular que o GA4 no soéleo
contralateral ndo alongado. Da mesma forma que a massa corporal de ratos
atinge o pico por volta dos 24-32 meses, a massa livre de gordura também atinge
o pico durante a velhice (PAPPAS; NAGY, 2019), o que esta de acordo com os
resultados do presente estudo, pois as ratas envelhecidas apresentaram maior
massa muscular absoluta que as ratas adultas, embora a significancia estatistica
tenha sido observada apenas nos grupos 4 semanas.

Também foi observada diferenga significativa na massa muscular relativa
a massa corporal do séleo contralateral ndo alongado, entre GA2 e GE2,
indicando maior massa no grupo adulto em comparagao ao grupo envelhecido.
A massa muscular relativa é um indicador do trofismo muscular e nesse caso,
observou-se maior trofismo no soleo das ratas jovens.

Os resultados também mostraram que nao houve diferenca entre o séleo
alongado e n&o alongado em nenhum dos grupos para o comprimento muscular,
o que indica que 6 ou 12 sessdes de alongamento passivo prescritos ndo foram
suficientes para promover a alteragcdo do comprimento muscular.

Dessa forma, 6 e 12 sessbes de alongamento passivo ndo promoveram
resposta na massa muscular e comprimento muscular do soéleo de ratas jovens
e idosas. No entanto, a medida da area de seccio transversa das fibras
musculares e o numero de sarcémeros em seérie sdo os métodos mais precisos
para avaliar o trofismo muscular em paralelo e em série (GOMES et al., 2004),
portanto, esses desfechos também foram investigados.

Foi observado menor ASTFM do so6leo alongado em comparagao ao soleo
ndo alongado nos grupos GE2, GA2, GE4. A diferengca na ASTFM observada
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entre soleo alongado e o contralateral foi de 26,49% no GE2, de 16,88% no Ge4
e de 8,02% no GA2.

Menor ASTFM do sdéleo apds exercicio de alongamento também foi
observada em estudos prévios realizados com animais envelhecidos. Com 3
sessdes de exercicio e forga aplicada de 0,48N+0,04 a diferenca foi de 17% entre
grupo alongamento e grupo controle (ZOTZ et al., 2016), e com 9 sessdes e forga
aplicada de 0,91+0,10 a diferenca foi de 6% (MASSENZ et al., 2020). No
presente estudo, em 6 sessdes e for¢a aplicada de 1,03N+0,33, a diferenca foi
de 26,49% e em 12 sessdes e forca aplicada de 1,11+0,28, a diferenca foi de
16,88%. E importante frisar que nos estudos citados, a comparagdo da ASTFM
do sdleo foi realizada com grupo controle, enquanto no presente estudo a
comparagao foi com o soleo contralateral.

A reducdo da ASTFM do soleo alongado em comparagdo ao soleo
contralateral também foi relatada por Gomes et al (2004) em ratos submetidos a
uma unica sessao semanal de alongamento, o que corrobora com os achados
do presente estudo. Importante analisar o fato que o modelo experimental
utilizado por Gomes et al (2004) foi ratos machos jovens, e o protocolo de
alongamento consistiu em uma sess&o semanal, com duragédo de 40 minutos,
realizadas durante 3 semanas utilizando uma fita adesiva para manter o
alongamento. De forma semelhante aos nossos achados, os referidos autores
também n&o observaram diferenga na massa muscular absoluta o que poderia
ser consequéncia ao pequeno numero de fibras musculares em estado de
atrofia, e que provavelmente ndo foi suficiente para produzir mudancgas
significativas no peso muscular absoluto.

Portanto, redugdo da ASTFM com o exercicio de alongamento passivo é
um achado intrigante, especialmente no musculo envelhecido, uma vez que esse
tipo de exercicio € rotineiramente prescrito e praticado por essa populagao.
Estudos realizados com ratas ovariectomizadas e histerectomizadas, que sao
modelos experimentais de envelhecimento, mostraram aumento da ASTFM apos
exercicio de alongamento passivo realizado manualmente. Em um destes
estudos, as ratas foram submetidas a 10 minutos de alongamento, duas vezes
por semana durante 6 semanas, totalizando 12 sessdes (YWAZAKI et al., 2016)

e no outro estudo, ratas ovariectomizadas foram submetidas a 9 sessodes
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realizadas 3 vezes por semana, durante 3 semanas, com cada sessao
consistindo em 1 série de 10 repetigcbes e cada repeticdo durando 45 segundos
(VIDAL et al., 2020). Analisando esses estudos observa-se que a prescricéo
utilizada é bastante variada, com estudos apresentando a atrofia muscular como
efeito do alongamento passivo enquanto outros apresentam hipertrofia.

Os efeitos do alongamento passivo no trofismo muscular foram
investigados, com relato de aumento da expressdo da myo-D, miostatina e
atrogina no s6leo de ratos submetidos a uma unica sess&o de alongamento e
aumento da expressao de miostatina apos 7 sessdes e da atrogina apés 2, 3 e
7 sessodes. Dessa forma, o alongamento passivo mostrou aumentar a expresséo
de genes associados com crescimento muscular, reguladores negativos da
massa muscular e atrofia, o que indica que o alongamento causa a remodelagéo
das fibras musculares e interfere nas vias de hipertrofia e atrofia (PEVIANI et al.,
2007).

No presente estudo, redugdo da ASTFM induzida pelo alongamento foi
maior nas ratas envelhecidas, mas foi amenizada no grupo que foi submetido a
12 sessbes. Por outro lado, nas ratas adultas a reducao foi observada apenas
no grupo submetido a 6 sessdes, enquanto no grupo exposto a 12 sessdes de
alongamento passivo, n&o houve efeito na ASTFM. Diante desses resultados,
pode-se propor que o alongamento passivo regula a ASTFM de maneira
diferente em musculos normais envelhecidos e adultos.

Na comparagéo entre os grupos, o musculo séleo das ratas adultas e
envelhecidas que foi alongado por 12 (GE4 e GA4) sessbes apresentou maior
ASTFM em comparagéo ao soleo das ratas que foram alongados por 6 sessdes
(GE2 e GA2). No protocolo de 12 sessdes, nao houve diferenga entre as ratas
adultas e envelhecidas, mas nos animais que foram alongados por 6 sessdes, 0
GA2 apresentou menor ASTFM. Esses achados indicam que embora tenha sido
observada menor ASTFM com o exercicio de alongamento, no protocolo de 12
sessOes esse efeito foi amenizado nas ratas adultas e envelhecidas, mas no
GAZ2 a diferenga foi pequena quando comparada com a diferenga observada nos
grupos envelhecidos. Esses resultados mostraram que o efeito do alongamento

na area da fibra muscular foi dependente do numero de sessbes e da idade, ou
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seja, a porcentagem de reducdo da ASTFM foi menor nas ratas adultas
alongadas por 6 sessdes e ratas envelhecidas alongadas por 12 sessoes.

Analisando individualmente o GA2, que foi o que apresentou menor
ASTFM, foi observado que esses animais apresentaram além de menor ASTFM
em comparagdo aos outros grupos, menor comprimento muscular em
comparagao ao GE2, no sbleo alongado e n&do alongado. No entanto, quando
analisada a massa muscular relativa a massa corporal, o GA2 apresentava maior
massa relativa no soleo n&do alongado em comparagdo ao GE2. Ainda,
analisando a diferengca na ASTFM do s6leo alongado e ndo alongado, o GA2
mostrou diferencga de 8,02%, porcentagem substancialmente menor a observada
nos grupos envelhecidos.

A avaliagdo da ASTFM fornece uma medida mais sensivel das alteragdes
no tamanho do musculo esquelético quando comparada a analise da massa
muscular absoluta ou relativa. Assim, os valores mais altos da ASTFM
observadas nas ratas envelhecidas provavelmente indicam um valor que reflete
0 pico de massa muscular que ocorre nesta faixa etaria (MOBLEY et al., 2017;
PAPPAS; NAGY, 2019).

Dessa forma, a resposta hipotrofica do musculo adulto ao alongamento
nas primeiras 2 semanas foi transitoria, ja que com 4 semanas observou-se
hipertrofia enquanto o musculo envelhecido alongado por 2 semanas apresentou
300% mais hipotrofia do que o musculo adulto. Para confirmar que o efeito
hipotrofico do alongamento é tempo-dependente, percebe-se que a hipotrofia do
musculo envelhecido em resposta ao alongamento, apds 4 semanas, foi 35%
menor. Além do musculo adulto ser menos sensivel ao efeito hipotréfico do
alongamento, apos 4 semanas de alongamento o soleo adulto ja apresentou
aumento de massa, demonstrando novamente que o efeito hipotréfico do
alongamento é tempo-dependente, sendo revertido para o adulto provavelmente
em 3 semanas, pois com 4 semanas observamos efeito hipertréfico. Com as
devidas ressalvas e limitagcdes de extrapolagcdo para humanos e para a pratica
clinica, podemos sugerir que o alongamento, seja em adultos ou idosos, seja
realizado por pelo menos 4 semanas, para que os efeitos do alongamento no

musculo esquelético possam contribuir com o ganho de amplitude de
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movimento, ja que normalmente é assim g mensuramos os efeitos do
alongamento.

Ainda, ndo foi encontrada diferenga entre o séleo alongado e néao
alongado em nenhum dos grupos no numero de sarcOmeros em seérie e
comprimento do sarcbmero, ou seja, o alongamento realizado por 2 ou 4
semanas, nao estimulou o crescimento longitudinal. Dessa forma, a forga
aplicada para alongar o musculo envelhecido 3 vezes por semana durante 2 ou
4 semanas e a forga aplicada para alongar o musculo adulto 3 vezes por
semanas durante 2 semanas, promoveu diminuicdo na area da secgao
transversa sem modificagdo nos sarcOmeros em série. Esses resultados
apontam que o protocolo de alongamento investigado no presente estudo n&o
estimulou o crescimento muscular nas ratas adultas ou nas ratas idosas.

Sarcomerogénese € a adigao de sarcomeros em série na miofibrila, e é
um desfecho bastante investigado em estudos sobre alongamento. A
sarcomerogénese foi observada apds 15 dias de alongamento passivo, que
consistiu em 10 repeticdes de 1 minuto de duragao, uma vez ao dia, durante 15
dias em ratos jovens (PEVIANI et al.,, 2018), ao passo que uma sessao de
alongamento por semana, com 40 minutos de durag&o, ndo alterou o numero de
sarcomeros em série no séleo de ratos jovens (GOMES et al., 2004), mas o
alongamento realizado a cada 3 dias por 40 minutos aumentou o numero de
sarcOmeros em série em comparagao com o musculo contralateral (COUTINHO
et al., 2004). Dessa forma, estudos que mostraram sarcomerogénese foram
aqueles com maior tempo de duracido da sessédo e maior numero de sessoes, 0
qgue pode indicar que o tempo de 4 minutos de duracado de cada sessao utilizado
no presente estudo n&o foi suficiente para promover crescimento longitudinal.

No entanto, diferenca significativa no numero de sarcémeros em série foi
observada entre as ratas adultas do experimento de 2 semanas e 4 semanas,
no soleo alongado e sdéleo ndo alongado. As ratas do grupo 4 semanas
apresentaram menor numero de sarcOmeros no soleo de ambas as patas
demonstrando se tratar de uma caracteristica dos animais, ja que mesmo com a
exposi¢cao ao alongamento ndo houve mudancga, ou seja a diferenga observada

no soleo controle foi a mesma observada no so6leo alongado.



122

A metodologia do presente estudo ainda permitiu a investigagdo das
mudancas relacionadas a idade e dos efeitos do exercicio de alongamento
passivo no tecido conjuntivo do musculo séleo, com investigagdo da area de
tecido ndo contratil intramuscular e da expressdo dos principais tipos de
colagenos intersticiais do musculo esquelético, o colageno 1 e 3, analisados por
meio da técnica de imunohistoquimica. Os exercicios de alongamento tém sido
tradicionalmente usados no tratamento da hipomobilidade, com base no principio
bioldgico de que o tecido conjuntivo se remodelara com o tempo em resposta ao
estresse fisico (JACOBS; SCIASCIA, 2011).

Foi verificado como efeito do alongamento, menor porcentagem de
imunomarcagéo do colageno 1 no séleo alongado do GA4 em comparagéo ao
so6leo contralateral, e maior imunomarcagéo de colageno 3 no séleo alongado do
GE4 também em comparacdo ao séleo contralateral. E relatado que parte da
adaptagdo do musculo ao exercicio, desuso e lesdo por sobrecarga envolve
mudangas no tecido conjuntivo intramuscular (PURSLOW, 2020), e a forma e
magnitude de estresse mecanico atuando nas células sintetizadoras da MEC
afeta a qualidade e quantidade da MEC. A matriz extracelular do musculo é de
natureza dinamica e acredita-se que responda ao estresse mecanico
(KOVANEN, 2002), o que foi observado no grupo de ratas que foram submetidas
a 12 sessdes de alongamento passivo.

O envelhecimento e o treinamento fisico sdo conhecidos por afetar as
propriedades fisicas e bioquimicas de diferentes tecidos conjuntivos, incluindo o
tecido conjuntivo muscular (TAMAKI; HIRATA; UCHIYAMA, 2014), o que esta de
acordo com os achados do presente estudo, pois o protocolo com maior numero
de sessdes e a idade mostraram causar adaptacdes na MEC, com alteragdes na
porcentagem de imunomarcagao do colageno 1 e 3.

As respostas ao exercicio mostraram menor imunomarcagao de colageno
1 no so6leo de ratas adultas e maior imunomarcagao de colageno 3 no soleo de
ratas envelhecidas, enquanto as adaptagdes relacionadas a idade foram maior
imunomarcacéo de colageno 1 e 3 no séleo alongado e n&o alongado das ratas
envelhecidas em comparagao as adultas (ambos os grupos).

Os colagenos tipo 1 e 3 sédo os tipos de colagenos fibrilares mais
abundantes no musculo esquelético, tendo sido sugerido que juntos representam
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aproximadamente 75% do total do colageno muscular (CSAPO;
GUMPENBERGER; WESSNER, 2020). As fortes fibras paralelas de colageno
tipo 1, que estdo presentes no endomisio, perimisio e epimisio, impdem
resisténcia a tragao e rigidez ao musculo, enquanto o colageno tipo 3 forma uma
malha frouxa de fibras que confere elasticidade ao endomisio e perimisio
(KOVANEN, 2002).

O efeito observado de menor imunomarcacédo de colageno 1 no soleo
alongado das ratas adultas com 12 sessbes de alongamento pode indicar
reducado da resisténcia a tragéo e rigidez do tecido, propriedades conferidas pelo
colageno 1, o que resulta em aumento da extensibilidade do tecido. O aumento
da extensibilidade do tecido repercute em aumento da amplitude de movimento,
efeito clinico do alongamento amplamente observado e relatado (HARVEY;
HERBERT; CROSBIE, 2002; MEDEIROS; MARTINI, 2018). Ainda, é sugerido
que o exame clinico da amplitude de movimento do paciente reflita
principalmente as propriedades da MEC (GILLIES et al., 2012).

Embora o tipo de colageno responsivo ao alongamento nas ratas idosas
tenha sido o colageno 3, e de acordo com suas propriedades de conferir
elasticidade ao endomisio e perimisio, o efeito do alongamento no musculo
envelhecido também pode indicar aumento da extensibilidade como efeito do
alongamento passivo. Uma caracteristica do colageno tipo 3 € que ele esta
correlacionado a extensibilidade dos tecidos e pode contribuir para a
elasticidade, uma propriedade que esta unicamente ligada a este tipo de
colageno (KARSDAL et al., 2013). Estudo anterior também relatou melhora da
extensibilidade em resposta ao alongamento passivo, decorrente do aumento da
concentragdo de colageno 3 (CACAO-BENEDINI et al., 2013).

Quando aumento na extensibilidade muscular é observado, & possivel
que seja devido a uma simples diminui¢gdo na rigidez muscular ou aumento no
comprimento muscular (WEPPLER; MAGNUSSON, 2010). O alongamento
passivo suaviza a rigidez do tecido muscular, pois a resisténcia passiva é
influenciada pela deformagdo (alongamento) do tecido conjuntivo do ventre
muscular em resposta ao alongamento (PEVIANI et al., 2018).

Dessa forma, o alongamento passivo realizado em 12 sessdes promoveu

alteragdo na composic¢ao do tecido conjuntivo, e essa alteracéo foi dependente
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da idade. E interessante retornar aos resultados da analise do comprimento
muscular, comprimento do sarcbmero e numero de sarcémeros em série e
verificar que n&o houve alteracdo desses desfechos com o alongamento. Assim,
o alongamento passivo ndo promoveu o crescimento longitudinal da fibra
muscular, mas promoveu adaptag¢ao do tecido conjuntivo muscular.

Os achados desse estudo mostraram que maior porcentagem de
perimisio e endomisio foi observada no séleo alongado e ndo alongado das ratas
envelhecidas do protocolo 2 semanas em comparagao as ratas adultas, o que
concorda com os resultados da imunohistoquimica, em que foi observado maior
porcentagem de imunomarcagéo do colageno 1 e 3 no GE2 em comparagao ao
GA2 no sdéleo alongado e n&o alongado. Da mesma forma, maior area de
perimisio foi observada no GA4 em comparacao ao GA2, o que concorda com a
maior imunomarcagao do colageno 1 e 3 no GA4 em comparagédo ao GA2 no
soleo ndo alongado.

Por outro lado, as ratas envelhecidas e alongadas por 4 semanas
mostraram menor area de perimisio no soleo alongado em comparagao ao GE2,
0 que concorda com a imunomarcagao do colageno 3, com maior porcentagem
de imunomarcacdo no GE2. Ainda, os resultados da area de endomisio
concordam com a maior imunomarcagao de colageno 3 no soleo alongado do
GE2 em comparacio ao GE4.

Como efeito do alongamento houve aumento da area de perimisio no
GE2. No entanto, esse aumento ndo concordou com os achados da
imunohistoquimica, embora tenha sido observado aumento nao estatisticamente
significativo da imunomarcagao de colageno 1 e 3 em resposta ao alongamento.
Ao analisar outros desfechos investigados nesse estudo, o efeito do
alongamento no GE2 observado como redugdo de 26,49% da ASTFM pode
sugerir o envolvimento do perimisio, que teve sua area aumentada. Essa relagéo
fibora muscular-tecido conjuntivo intramuscular também foi observada
previamente, sendo relatado que aumento do conteudo de colageno no musculo
sbleo, gastrocnémio e tibial anterior de ratos imobilizados resultou da reducéo
do volume muscular e do aumento da espessura do endomisio e perimisio
(PURSLOW, 2020).
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A regulacdo do numero de sarcOmeros em série € realizada pela fibra
muscular, e o numero e a composi¢ao do sarcémero influenciam na rigidez, mas
o principal elemento passivo € o tecido conjuntivo. As redugdes a curto e longo
prazo na rigidez do tecido muscular sdo expectativas razoaveis das alteragdes
do tecido conjuntivo, pois o fibroblasto pode responder a tens&o e remodelar
proteoliticamente o tecido conjuntivo e assim diminuir a rigidez. O alongamento
do tecido muscular atinge todos os elementos do tecido conjuntivo, com o
fibroblasto sendo a célula mecanicamente responsiva (RILEY; VAN DYKE,
2012). Em um artigo de revisdo sobre os efeitos do alongamento passivo e ativo
no comprimento muscular, Riley e Van Dyke (2012) sugerem com base em
estudos clinicos e com animais, que o alongamento ativo € necessario para
aumentar o comprimento da fibra muscular e que o alongamento passivo reduz
a rigidez.

Além disso, a maior imunomarcagéao do colageno 3 observada no GE4
como efeito do alongamento pode sugerir que a adaptagdo ao alongamento no
musculo envelhecido envolve o remodelamento da MEC. A carga mecanica pode
desencadear a sintese de colageno nos musculos esqueléticos (KJAER, 2004)
e portanto, observa-se que o alongamento passivo desempenha papel
substancial no estimulo a sintese de colageno 3 no musculo envelhecido.

Os processos de remodelagao podem atuar para reparar danos diretos ao
endomisio resultantes de altas forgcas de cisalhamento durante as contragdes
excéntricas, ou a remodelagao pode ser secundaria ao processo de inflamacéao
que ocorre em fibras musculares danificadas (KOVANEN, 2002; MACKEY et al.,
2004). Ao analisarmos os resultados da imunomarcagao do TNFa, é observada
maior imunomarcagao no soleo alongado concomitante @ maior imunomarcagéo
do colageno 3, indicando que em resposta a forga aplicada, resposta inflamatéria
ocorreu e pode ter gerado o estimulo a remodelagdo da matriz extracelular com
aumento da sintese de colageno 3. Esse resultado € bastante interessante,
tendo em vista que foi relatado que a proporcao relativa de colageno tipo 1
aumenta e a de colageno tipo 3 diminui com o envelhecimento (KRAGSTRUP;
KJAER; MACKEY, 2011).

Ainda, a intensidade do exercicio de alongamento pode desempenhar

importante papel na determinagdo dos resultados do exercicio, pois se for baixa
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pode induzir apenas resposta elastica com pouco ou nenhum ganho na
amplitude de movimento, enquanto se a forgca aplicada for muito alta pode
desencadear resposta inflamatoria (APOSTOLOPOULOS et al., 2015)

Analisando os resultados verificou-se que diante da mesma forga aplicada
para promover o alongamento, tendo em vista que n&o houve diferenca
significativa entre os grupos, houve diferengca nos desfechos. As ratas
envelhecidas que receberam 12 sessdes de alongamento mostraram resposta
inflamatoria (maior imunomarcagcdo de TNFa) com remodelagdo do tecido
conjuntivo (maior imunomarcacédo de colageno 3) e menor area de secgao
transversa da fibra muscular ao passo que o grupo de ratas adultas
apresentaram reducdo da resposta inflamatéria (menor imunomarcagao de
TNFa) e remodelacéo do tecido conjuntivo (maior imunomarcagéo de colageno
1) sem alteragéo da area de seccéo transversa da fibra muscular.

A forga aplicada ao musculo durante o alongamento passivo pode
contribuir potencialmente para inflamagéo do tecido, conforme demonstrado por
estudo com modelo animal (PIZZA; BAYLIES; MITCHELL, 2001). O principal
achado dos autores foi que alongamento passivo assim como contragdes
isométricas aumentaram o numero de neutréfilos sem causar sinais evidentes
histolégicos ou funcionais de lesdo, embora os autores indiquem que pequena
lesdo (sem sinal histolégico ou funcional) pode ter ocorrido apds alongamentos
passivos e contracdes isométricas e, portanto, um ou mais quimioatraentes para
neutréfilos podem ter sido produzidos e/ou liberados e que a carga mecéanica
imposta sobre o musculo esquelético pode causar a liberacdo de
quimioatraentes para neutréfilos (PIZZA; BAYLIES; MITCHELL, 2001). Outro
estudo também relata que o aumento no numero de neutréfilos como resposta
imediata também foi observada apds alongamento passivo nao prejudicial e
exercicio isométrico, ilustrando que a presenca de neutréfilos nem sempre indica
lesdo (BUTTERFIELD; BEST; MERRICK, 2006).

A migragdo de neutrofilos apos exercicio excéntrico dos musculos da
panturrilha foi relatada, com respostas dos neutréfilos circulantes ao exercicio
aumentando 4 horas apdés o exercicio, o que sugere que os neutrofilos
mobilizados para a circulagdo podem migrar para o tecido muscular afetado pelo
exercicio excéntrico e resultar em inflamacao (KANDA et al., 2013).
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A comunicagao intercelular € realizada, em parte, por uma série de
moléculas de sinalizagdo celular, ou citocinas (BUTTERFIELD; BEST;
MERRICK, 2006). A resposta das citocinas ao exercicio € complexa e esta
relacionada a intensidade do exercicio, condigcdes de treinamento, localizagao
da medicédo de citocinas (por exemplo, tecido, plasma ou urina) e especificidade
e sensibilidade dos métodos de medi¢ao. Além disso, a duragao do tempo entre
0 exercicio e a resposta das citocinas pode diferir dependendo do tipo de
citocinas (SUZUKI, 2018).

O estudo de citocinas apos exercicio de alongamento pode contribuir para
o entendimento dos mecanismos envolvidos na adaptacdo histomorfométrica
muscular. Foi relatado que os midcitos submetidos ao estresse ou lesao
sintetizam o fator alfa de necrose tumoral (TNF-a),e, que essa citocina opera
como mediador enddégeno da adaptagdo muscular através de efeitos autocrinos
e paracrinos (ROHER et al., 2008), demonstrando ter um papel regulador chave
na miogénese e regeneragdo muscular (CHEN; JIN; LI, 2007). Estudo anterior
relatou aumento da imunomarcacgé&o de TNF-a como resposta ao alongamento
realizado no musculo séleo de ratas envelhecidas, 3 vezes por semana durante
uma unica semana (MARTINS et al., 2020). Dessa forma, sugere-se que o efeito
observado de maior imunomarcagao de colageno 3 foi mediado pelo TNF- a. A
maior concentragcéo de colageno tipo 3 também é consistente com os resultados
obtidos por outros autores, em que concentracdes elevadas foram associadas
com sinais histologicos de microlesbes observada nas fibras musculares de ratos
submetidos ao alongamento apdés um periodo de imobilizagdo (CACAO-
BENEDINI et al., 2013).

Mediante os achados que mostraram regulagdo do tecido conjuntivo
muscular com o exercicio de alongamento, esse estudo buscou compreender o
envolvimento do TGF-B, citocina envolvida em uma variedade de processos
celulares, incluindo o reparo da miofibra e a regulagcdo da formagao do tecido
conjuntivo (ISMAEEL et al., 2019). Foi apontado em estudo anterior que 3
sessdes de alongamento passivo em ratas envelhecidas reduziu a
imunomarcagéo do colageno 1 e aumentou a imunomarcagéo de colageno 3 do
sbleo, o que foi mediado pelo TGF-B1, que também mostrou reducdo da
imunomarcagéo (ZOTZ et al., 2016).
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No presente estudo, apenas o grupo de ratas envelhecidas que recebeu
12 sessbes de alongamento passivo mostrou envolvimento do TGF-B1 na
resposta ao estimulo mecénico do alongamento, pois foi encontrada redugéo da
imunomarcacéao, indicando efeito anti-fibrético. A redugao do TGF-31 repercute
em melhora da complacéncia do tecido muscular pois durante o envelhecimento
normal as células musculares aumentam os niveis de TGF-f1 e fazem a
transicdo para um fenétipo mais fibrético (ISMAEEL et al., 2019).

Reducao do TGF-1 soluvel foi observado em estudo com modelo animal
submetido a les&do do tecido subcutédneao e alongamento por 10 minutos, duas
vezes ao dia ao longo de 7 dias, com tensao de 20-30% do comprimento do
tecido. Os resultados mostraram que o alongamento pode atenuar o aumento do
TGF-B1 soluvel e do procolageno tipo 1 apds a lesdo do tecido, o que caracteriza
uma resposta fibrogénica diminuida (BOUFFARD et al., 2008).

No musculo adulto, os resultados da analise imunohistoquimica
mostraram menor imonumarcagao de colageno 1 e de TNF-a. O impacto
mecéanico do alongamento nos mecanismos de regulagcdo da inflamagao no
tecido conjuntivo foi demonstrado em estudo com modelo de inflamagao aguda
do tecido subcutaneo. O alongamento realizado por 10 minutos, duas vezes ao
dia reduziu a inflamacéo, indicando efeito anti-inflamatério (BERRUETA et al.,
2016).

Assim, esse estudo mostrou que as vias relacionadas a inflamagao e
fibrose podem estar envolvidas de forma diferente em musculos adultos e
envelhecidos em resposta ao alongamento passivo. Ainda, os resultados
destacam a importancia da prescrigao (duracdo, frequéncia e intensidade) na
remodelagao do tecido conjuntivo muscular dependente da idade induzida pelo
alongamento. Com base nos resultados analisados da histomorfometria
muscular e componentes do tecido conjuntivo muscular, as 12 sessdes
promoveram regulagdo do musculo e tecido conjuntivo muscular nas ratas
envelhecidas e apenas do tecido conjuntivo muscular nas ratas adultas,
enquanto as 6 sessdes promovem adaptacdo apenas na fibra muscular, sem

envolvimento da MEC.
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5.2 CARTILAGEM

Efeitos do alongamento passivo estatico do musculo sdéleo foram
encontrados na cartilagem da articulagdo do tornozelo nos grupos de ratas
envelhecidas e adultas submetidas a 12 e 6 sessdes.

Entre os sinais histologicos observados na articulagdo das ratas
envelhecidas que ndo foram alongadas, a cartilagem articular se mostrou
heterogénea quanto a sua morfologia, com animais apresentando as cartilagens
da tibia e do talus com caracteristicas semelhantes a dos animais adultos. No
entanto, alteragbes importantes foram observadas tais como degradacdo da
regido articular posterior e presenga de pannus, floculagéo na superficie articular
e invaginac¢ao do osso subcondral na cartilagem da tibia, e, na regido articular
média da cartilagem do talus, verificou-se a invaginacédo do osso subcondral,
clones de condrdcitos, descontinuidade da tidemark, floculagdo da superficie
articular e degradagao na zona superficial. Essas alteragées morfolégicas podem
justificar possivel redugdo da mobilidade da articulagao talocrural, embora n&o
tenhamos investigado nesse estudo, o que apontamos como uma limitagéo.

As ratas envelhecidas alongadas durante 4 semanas mostraram aumento
do numero de condrocitos na regido média da cartilagem articular do talus e
sinais de degradacé&o da cartilagem na regiao articular anterior da tibia e do talus,
com o 0sso subcondral recoberto pelo pannus e na regiéo articular posterior da
tibia e média do talus, hipercelularidade, desorganizagdo das camadas de
condrocitos, descontinuidade da tidemark, invaginagdo do osso subcondral e
floculagdo da superficie articular. Assim, verificou-se que a diferenga na
morfologia da cartilagem encontrada apds o alongamento foi a hiperceluridade e
desorganizagao das camadas de condrdcitos, o que sugere que a cartilagem
articular respondeu a forga aplicada para alongar o musculo séleo (RENNER et
al., 2006).

Ainda, é importante mencionar que celularidade, clonagem de condrocitos
e perda de conteudo de proteoglicanas estdo relacionadas a degeneracéo
(RENNER et al., 2006), e nesse sentido, o aumento do numero de condrdécitos
como efeito do alongamento deve ser considerado na cartilagem envelhecida,
embora nao tenha sido observado alteracdo na espessura. O aumento
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observado indica que os condrécitos, células mecanossensiveis, responderam
ao estimulo oferecido pelo alongamento do musculo soleo nas ratas que
receberam maior numero de sessdes.

Durante o alongamento, forgas compressivas sao impostas a cartilagem
articular, e sdo percebidas pelos condrdocitos que detectam a compressao. Os
condrécitos mantém a homeostase do tecido, reagem a lesdes e realizam a
remodelagdo da cartilagem e o aumento do numero de células pode estar
relacionado ao reparo tecidual em resposta ao estresse, uma vez que o0s
condrocitos podem reagir a forgas mecanicas e mudangas estruturais na matriz
extracelular (FRANCIOZI et al., 2013).

O aumento do numero de condrécitos pode ser considerado uma resposta
positiva, mas também pode indicar uma reagcdo a sobrecarga. Um estudo
considerou resposta positiva ao exercicio quando os estimulos compressivos
induziram o aumento da atividade condrocitica, que foi identificada pelo aumento
do volume nuclear e da espessura da cartilagem, o que significou maior
resisténcia a compressao (MALDONADO et al., 2013). Outro estudo por sua vez
considerou o aumento da celularidade e auséncia de alteragdo da espessura da
cartilagem articular como resposta prejudicial e irreversivel ao alongamento da
articulagdo do tornozelo previamente imobilizada (RENNER et al., 2006). No
presente estudo, as ratas envelhecidas alongadas durante 2 semanas
mostraram redugdo da espessura da regido anterior da zona profunda da
cartilagem da tibia, indicando uma resposta prejudicial a cartilagem articular.
Retornando aos achados da variavel forca aplicada para promover o
alongamento, maior forga foi aplicada nas primeiras sessdes no experimento de
6 semanas nas ratas envelhecidas, o que pode explicar a redug¢ao da espessura
observada na zona profunda da cartilagem articular.

Dessa forma, os resultados do presente estudo mostraram que a
cartilagem articular € submetida @ compressao durante o alongamento muscular
passivo 0 que desencadeia resposta, demonstrando interacdo musculo-
cartilagem. Com 6 sessdes a resposta foi da zona profunda da cartilagem e com
12 sessdes, a resposta foi da zona superficial.

Portanto, os condrocitos também s&o sensiveis ao estimulo de

alongamento, e o efeito do alongamento foi tempo dependente, mesmo sem
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aumentar a espessura da cartilagem, ja que com 2 semanas este achado néo foi
detectado. Assim, €& importante controlar os parametros de prescricdo do
alongamento em idosos pois ndo € apenas 0 musculo esquelético que responde
ao estimulo.

As ratas adultas por sua vez, mostraram alteracdo na espessura da
cartilagem articular como resposta ao alongamento. Aquelas que foram
alongadas por 6 sessdes mostraram aumento da espessura na regido média da
zona superficial da tibia, enquanto as submetidas a 12 sessbes mostraram
reducdo da espessura da regido posterior da zona superficial do talus.

Embora tenha sido observada reducé&o da espessura, isso néo significa
que houve degeneracgao ou lesdo na cartilagem, pois na analise histologica a
cartilagem articular apresentava superficie lisa com condrdcitos organizados nas
quatro camadas celulares normais. Na camada superficial, que foi a unica que
mostrou resposta ao estimulo do alongamento, foi observado densidade celular
maior, com os condroécitos dispostos em aglomerados horizontais e de formato
achatado. E importante relatar que a matriz extracelular também se apresentava
com aspecto normal, sem a presenca de floculagbes ou fissuras. Assim, os
resultados indicam que a zona superficial € a primeira zona a responder ao
estimulo do alongamento muscular nas ratas jovens. Da mesma forma que nas
ratas envelhecidas, analisando os achados da variavel forga aplicada para
promover o alongamento, maior forga foi aplicada nas ultimas sessdes no
experimento de 12 semanas nas ratas adultas, o que pode explicar a reducéo da
espessura observada na zona superficial da cartilagem articular, enquanto no
experimento de 6 sessdes nao houve diferenca entre as sessdes na forca
aplicada para alongar o musculo, o que pode explicar o aumento da espessura
da cartilagem da tibia.

As propriedades mecénicas da zona superficial da cartilagem articular
demonstram que ela possui um mddulo de compressao mais baixo que o tecido
mais profundo, resultando em mais deformacédo da matriz e maiores alteracdes
sob carga compressiva (MANSFIELD; BELL; WINLOVE, 2015). Dessa forma, a
forga aplicada para alongar o musculo séleo imp6s compresséo principalmente

sobre a zona superficial da cartilagem articular e esse resultado é relevante para
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a area da fisioterapia, pois 0 alongamento passivo € frequentemente prescrito no
tratamento de lesdes articulares, pds operatérios e reabilitacdo pds imobilizagao.
Durante o movimento de dorsiflexdo do tornozelo, ocorre o deslizamento
posterior do talus em relagdo a tibia (RESENDE et al., 2006)..No presente
estudo, a posicdo utilizada para alongar o musculo soleo foi de dorsiflexdo
maxima, o que pode sugerir que os resultados encontrados sejam decorrentes
desse posicionamento, ja que maior contato é gerado entre talus e tibia na regido
anterior, enquanto na regido posterior o talus fica livre de compressao. Foi
relatado que maior area de contato entre talus e tibia e maior deformacgao da
cartilagem ocorreu no movimento de dorsiflexdo, com maior espessura da
cartilagem observada sobre os “ombros” do talus (MILLINGTON et al., 2007).

Assim, a cartilagem articular é responsiva a sobrecarga, assim como a
reducdo da descarga de peso que induz o afinamento da cartilagem articular por
meio da acelerag&o do catabolismo de agrecan, modulagdo da mineralizag&o da
matriz da cartilagem e ativacdo de osteoclastos subcondrais (NOMURA et al.,
2017)

Portanto, os achados do presente estudo séo relevantes para a prescrigao
do alongamento passivo no contexto de reabilitagdo, levando em consideragéo
situagdes como imobilizag&o e pos operatorios ou lesdes da cartilagem articular,
e o fator idade deve ser considerado durante a prescricdo do alongamento

passivo.

5.3 OSSO:

Na analise do efeito do alongamento na tibia apenas o grupo adulto
alongado por 12 sessdGes mostrou diferenga significativa no numero de
ostedcitos e lacunas cheias. O efeito do alongamento do musculo s6leo no osso
foi reducdo do numero de ostedcitos e de lacunas cheias na tibia de ratas
adultas.

Um estudo realizado com ratos machos adultos e utilizando o modelo de
imobilizagdo mostrou que duas semanas de imobilizagdo seguida por
remobilizagdo com alongamento passivo consistindo de 3 repeticoes de 30
segundos de duracgdo cada, durante 15 dias, também nao provocaram alteragdes
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significativas no didmetro do canal medular e na espessura 6ssea mas 0 numero
de ostedcitos diminuiu significativamente nos ratos imobilizados e continuou a
decrescer mesmo com a remobilizagdo. De acordo com os autores, os resultados
encontrados por eles podem estar relacionados com a queda no metabolismo
0sseo decorrente da imobilizac&do, o que provocou diminuicdo na quantidade de
células para a manutengao desse tecido (PORTINHO; BOIN; BERTOLINI, 2008).
Curiosamente, em ratas adultas alongadas, nossos achados mostraram redugéo
do numero de ostedcitos semelhante a condigdo de imobilizagao.

Os ostedcitos s&o as células mais abundantes do osso e s&o
mecanosensiveis, com capacidade de detectar inclusive a tensdo mecanica no
tecido 6sseo induzida por forgas musculares. A configuragdo experimental do
presente estudo permitiu a investigacdo dessa resposta, expondo os animais a
exercicio de alongamento que desencadeou resposta apenas no grupo adulto
alongado por 12 sessdes. Assim, as respostas mecanoadaptativas ao exercicio
de alongamento coordenadas pelos ostedcitos foi dependente da frequéncia e
volume total, além da idade. Estudo com camundongos mostrou que animais
idosos necessitam de cargas mais altas para provocar resposta anabdlica o que
sugere mudanga no comportamento celular com a idade (GARDINIER et al.,
2018).

Os outros grupos n&o apresentaram resposta dos ostedcitos ao estimulo
mecanico fornecido pelo alongamento passivo do musculo soleo, o que pode
indicar que o estimulo ndo foi suficiente para gerar resposta das células 6sseas.
E relatada que a deformagdo necessaria para causar resposta nos osteécitos é
maior do que a necessaria para causar resposta no tecido 6sseo como um todo
(YOU et al., 2001). Ainda, o osso analisado nesse estudo foi o cortical, o que
pode explicar a n&do observagdo da resposta do osso ao alongamento do
musculo. O osso trabecular transfere cargas mecéanicas da superficie articular
para o osso cortical e o turnover é maior do que no osso cortical (OTT, 2018).
Portanto, uma limitagdo desse estudo foi ter investigado apenas o osso cortical
e nao ter sido avaliado o osso trabecular.

O menor numero de ostedcitos e de lacunas cheias na tibia do membro
alongado no GA4 pode indicar a apoptose dessas células, e a apoptose indica
remodelagao 6ssea (ARIAS et al., 2018) sendo a remodelagéo 6ssea a primeira



134

resposta fisioldgica adaptativa ao exercicio e desuso (HUGHES et al., 2020). Os
ostedcitos atuando como mecanossensores iniciam a remodelagcdo 6ssea em
resposta a aplicagéo de forgas (BOZAL et al., 2013). Das fung¢des dos ostedcitos,
o controle da remodelagdo Ossea parece ser uma das principais fungdes
alteradas com a idade (JILKA; O'BRIEN, 2016), o que foi visto nesse estudo,
pois os ostedcitos dos animais envelhecidos n&o apresentaram resposta a forca
aplicada pelo alongamento do musculo séleo na tibia.

A apoptose tem muitas fungdes, incluindo a remocéo de células que nao
estdo mais funcionando adequadamente, a remocgao de células supérfluas
durante o desenvolvimento, a eliminagao de células potencialmente cancerosas
e aregulagcédo do tamanho do tecido, o que inclui 0 osso. A regulagao da apoptose
de ostedcitos por forgas mecanicas € um componente integrante da resposta
adaptativa do osso a mudangas na carga (JILKA; NOBLE; WEINSTEIN, 2013).
Estudo realizado com aplicagao de forcas compressivas e for¢cas de tracéo por
meio de aparelho ortodéntico em molares de ratos machos mostrou que, ao
contrario da forgca compressiva, a forgca de tracdo induziu uma diminuicdo no
volume de ostedcitos (BOZAL et al., 2013).

Dessa forma, considerando que o alongamento do musculo so6leo pode
ter gerado forga de tragao sobre a tibia, os resultados desse estudo demonstram
que o alongamento muscular ocasionou resposta das células mecanossensiveis
do osso adulto e que dependeu do numero de sessdes. No entanto, alteragdes
morfolégicas ndo foram observadas pois na analise histologica dos cortes
transversais das tibias do membro alongado e ndo alongado do GA4, ambos
apresentaram morfologia dentro da normalidade de configuragao tecidual.

No que diz respeito aos efeitos da idade, as ratas envelhecidas
apresentaram morfologia tecidual alterada, diferindo da configuragcdo padréo
observada nas ratas adultas. As alteragdes observadas foram canal medular
com formato alterado em que a medula 6ssea apresentava predominancia de
tecido adiposo unilocular e presenca reduzida de tecido conjuntivo reticular
mieléide e de megacariocitos. Na analise histomorfomatrica as ratas
envelhecidas mostraram maior area do canal medular, concordando com os
achados morfolégicos. Ainda foram observadas irregularidades na margem

endosteal com presenga de reentrancias reabsortivas perfurantes na zona



135

cortical interna, espessura reduzida e presenca de osteoclastos denotando
reabsorcdo d6ssea. Novamente esses achados concordam com os achados
histomorfométricos de menor espessura do 0sso nas ratas envelhecidas. Foi
relatado que amplo espago medular, muitas vezes ocupado por células de
gordura e adipdcitos € sinal morfologico da degeneragédo do tecido 6sseo que
ocorre com a idade (GIORDANO et al., 2016) e como a perda 6ssea ocorre
principalmente na superficie endosteal, maior expansao medular € observada
nos 0ssos com uma grande perda de densidade mineral 6ssea (AHLBORG;
JOHNELL; KARLSSON, 2004).

Na analise da MEC, nas zonas cortical externa adjacente a superficie
periosteal e cortical média foram observadas diferengas morfolégicas nas
lacunas Osseas, destacando-se o0 aumento de lacunas vazias e hipertrofiadas,
distribuidas aleatoriamente dentre as regides corticais. Também foi observada
maior numero de lacunas vazias nas ratas envelhecidas. Estudo da
histomorfometria 6ssea em humanos mostrou que a densidade lacunar diminui
de maneira linear com a idade (BUSSE et al., 2010), e a redugao das lacunas de
ostedcitos também foi confirmada em estudo com animais (PIEMONTESE et al.,
2017).

Os cortes transversais das tibias de todos os animais dos grupos adultos
2 e 4 semanas, alongados e n&o alongados, apresentaram morfologia dentro da
normalidade de configuracdo tecidual. Portanto, o alongamento do musculo
s6leo ndo causou efeitos na histomorfometria do osso envelhecido, o que sugere
que os parametros de prescri¢ao utilizados nesse estudo ndo causaram dano e
nem beneficio, enquanto 12 sessdes de alongamento passivo, realizado 3 vezes
por semana, causaram remodelagao da tibia adulta, ou seja, a carga imposta foi
suficiente para promover resposta do osso adulto ao estimulo do alongamento.

Embora integre rotinas de exercicio para idosos, o alongamento muscular
nao promoveu respostas no osso envelhecido e assim outros tipos de exercicios
com propriedades osteogénicas devem ser inseridos na rotina de exercicio
dessa populagéo. Por outro lado, no osso adulto, o alongamento muscular foi
percebido pelas células 6sseas e assim no contexto de reabilitacéo, a prescricao
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desse tipo de exercicio deve levar em consideragcdo situacbes como pos
operatérios, fraturas e doencgas osseas.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Os efeitos histomorfométricos de seis sessdes de alongamento passivo
do musculo séleo foram reduc¢ao da area de secgao transversa da fibra muscular
em ratas envelhecidas e adultas, aumento da espessura da zona superficial e
reducdo da espessura da zona profunda da cartilagem da tibia de ratas adultas.
Doze sessbes causaram reducao da area de seccao transversa da fibra
muscular, aumento do colageno 3 intramuscular e aumento de condrocitos em
ratas envelhecidas; reducéo do colageno 1 intramuscular, redugéo da espessura
da zona superficial da cartilagem do talus e redugdo do numero de ostedcitos e
de lacunas cheias na tibia de ratas adultas. Portanto, cartilagem e osso também
responderam a forga aplicada para alongar o musculo e os efeitos foram
dependentes da idade.

Doze sessdes de alongamento passivo ndo promoveram crescimento
longitudinal do musculo séleo, mas promoveram aumento da extensibilidade por
meio da reorganizacgéo do tecido conjuntivo, por mecanismos diferenciados. As
vias relacionadas a inflamacédo e fibrose podem estar envolvidas de forma
diferente nessa reorganizagdo do tecido conjuntivo do musculo adulto e
envelhecido em resposta ao alongamento. Os resultados indicam que os efeitos
do alongamento passivo sao dependentes da idade.

Portanto, a resposta hipotréfica ao alongamento é transitoria, sendo
tempo e idade-dependentes, pois foi mais reativa apdés 2 semanas de
alongamento. Com 4 semanas, o musculo envelhecido, apesar de menor
magnitude, ainda se apresentava hipotrofiado, provavelmente devido a acgéo
inibidora do colageno 3 e TNF-a, mas a reducao de TGF-B1, indica efeito anti-
fibrético. Por outro lado, a mecano-sensibilidade da matriz extracelular, apés 4
semanas de alongamento, foi menos reativa no musculo jovem, com redugéo de
TNF-a e Colageno 1, sem alteracdo de ASTFM, sugerindo aumento de
extensibilidade muscular. A cartilagem também foi responsiva ao alongamento,
aumentando numero de condrocitos, porém, sem aumentar a espessura da
cartilagem, apds 4 semanas de alongamento no musculo envelhecido. Os
achados reforcam o efeito tempo dependente também da cartilagem
envelhecida, ja que com 2 semanas esta ndo foi modificada. Portanto, como
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indicacao clinica, respeitando as devidas limitagdes e extrapola¢des, podemos
sugerir que tanto o musculo, quanto a cartilagem e o osso envelhecidos, s&o
menos mecano-sensiveis ao alongamento e/ou levam mais tempo para
responder ao alongamento com o incremento de trofismo, em comparagao ao

sistema musculoesquelético adulto.
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