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RESUMO

O objetivo deste estudo foi analisar o efeito do exercicio resistido e/ou alongamento
muscular, na morfologia do musculo s6leo de ratas osteopénicas. Para tal, 75 ratas
Wistar (218 + 22g) foram divididas em 8 grupos: Grupo Controle (CONT, n=5): ratas
intactas; Grupo Ovarietomia e Histerectomia (OH, n= 10): submetidas a ovarectomia
e histerectomia e aguardaram 60 dias para se instalar o quadro de osteopenia.
Grupo Alongamento (ALONG, n= 10)- muasculo séleo esquerdo foi submetido apenas
ao alongamento; Grupo Ovarietomia e Histerectomia e Alongamento (OH+ALONG,
n=10)- submetidas a ovarectomia e histerectomia, e o masculo séleo esquerdo foi
submetido ao alongamento, realizado manualmente, composto por 10 séries de 60
segundos, 2x/semana. Grupo Exercicio resistido (ER, n=10) foram submetidas
somente ao exercicio resistido, composto por 4 séries de 10 saltos, com carga
progressiva, iniciando com 50% do peso corporal, aumentando progressivamente
quinzenalmente até 70% do peso corporal, 3x/semana. Grupo ER+ALONG (n=10):
submetidas ao exercicio resistido e ao alongamento. Grupo Ovarietomia e
Histerectomia e Exercicio resistido (OH+ER, n=10) submetidas a ovarectomia e
histerectomia e ao exercicio resistido. Grupo Ovarietomia e Histerectomia, Exercicio
resistido e Alongamento (OH+ER+ALONG, n=10) submetidas & ovarectomia e
histerectomia, ao alongamento e ao exercicio resistido. Ao final de 6 semanas as
ratas de todos os grupos foram submetidas a ortotanasia para a retirada do musculo
sbleo. As seguintes variaveis foram analisadas: peso corporal; peso muscular;
comprimento do muasculo; ndmero de sarcémeros em seérie; comprimento dos
sarcbmeros e area de seccdo transversa das fibras musculares. A andlise dos
resultados foi realizada pela comparacdo entre o peso corporal inicial e final e entre
0 sOleo direito e esquerdo por meio do teste t pareado. Resultados paramétricos
foram analisados com ANOVA one way post hoc Tukey e os ndo paramétricos com
Kruskall-Walis (p<0,05). Foi observado aumento de peso corporal final em relagao
ao inicial em todos os grupos (p<0,05, teste t pareado). O peso corporal final dos
grupos que foram submetidos a ovariectomia e histerectomia foram maiores quando
comparado aos grupos que realizaram apenas os protocolos de exercicios. O peso
muscular dos grupos OH+ER+ALONG, OH+ER e OH+ALONG foi superior quando
comparado ao ER+ALONG (p<0,05) e ao ER (p<0,05). O OH+ER+ALONG
apresentram maior comprimento muscular comparado ao ER (p=0,02), C (p=0,003)



e ALONG (p=0,03). O OH+ER foi superior comparado aos grupos ER, C e ALONG
(p=0,03, p=0,04 e p=0,04 respectivamente). O namero de sarcOmeros em série do
OH+ER+ALONG foi superior aos grupos: C (p=0,001) e ALONG (p=0,02). O OH
apresentou maior numero de sarcomeros comparado ao ER (p= 0,007), ER+ALONG
(p=0,017), C (p= 0,0003) e ALONG (p=0,003). O OH apresentou area de seccao
transversa do muscuo s6leo menor comparada a todos os grupos. A ovarietomia e
histerectomia induziu sarcopenia, mas os protocolos de exercicios realizados foram
suficientes para prevenir a perda da é&rea de seccdo transversa das fibras
musculares. A sobrecarga do peso corporal associada ou ndo ao exercicio resistido
com o alongamento favoreceu a sarcomerogénese em ratas osteopénicas.

Palavras-chaves: exercicios de alongamento muscular, exercicio, sistema

musculoesquelético, sarcopenia, osteopenia, ratas.



ABSTRACT
The aim of this study was to analyze the effect of resistance exercise and/or
stretching, in the soleus muscle morphology of osteopenic female rats. For this
purpose, 75 Wistar female rats (218 + 22g) were divided into eight groups: control
group (CONT, n = 5): intact; Ovarietomy and hysterectomy group (OH, n = 10):
hysterectomy and ovarectomy and waited 60 days to install osteopenia. Stretching
Group (STRET, n = 10)- left soleus muscle was submitted only to stretching;
Ovarietomy, Hysterectomy and Stretching Group (OH+STRET, n = 10)- ovarectomy
and hysterectomy and left soleus muscle was subjected to stretching, performed
manually, composed by 10 sets of 60 seconds, twice a week; Resistance exercise
Group (PL, n = 10) the rats were submitted only to resistance exercise, consisting of
four sets of 10 jumps, with progressive loading, starting with 50% of body weight,
gradually increasing up fortnightly to 70% of body weight, 3 times per week;
PL+STRET group (n = 10): resistance exercise and stretching protocols; Ovarietomy
and Hysterectomyand Resistance exercise Group (OH+PL, n = 10) ovarectomy and
hysterectomy and resistance exercise; Ovarietomy and hysterectomy, Resistance
exercise and stretching Group (OH+PL+STRET, n = 10) ovarectomy and
hysterectomy, resistance exercise and stretching. After 6 weeks the rats of all groups
were submitted orthothanasia for soleus muscle excision. The following variables
were analyzed: body weight, muscle weight, muscle length, number of sarcomeres in
series, sarcomere length and cross-sectional area of muscle fibers. The data
analyses were performed by comparing the initial and final body weight and right and
left soleus through paired student t test. Parametric data were analyzed by one way
analysis of variance (ANOVA) post hoc Tukey and non-parametric with Kruskal-
Wallis test (p<0.05). Results: It was observed an increase in the final body weight
compared to all groups (p <0.05, paired t test). Thefinal body weight of
the ovariectomy and histerectomy groups was greater than the groups submitted only
to exercise protocols. The muscle weight of the OH+PLE+STRET, OH+PLE and
OH+STRET was higher when compared to PLE+STRET and to PLE (p<0.05).
Muscles of the OH+PLE+STRET showed higher length when compared to PLE
(p=0.02), C (p=0.003), OH+STRET (p=0.01) and STRET (p = 0.03). Hence, the
OH+PLE was higher compared to the PLE, C, OH+STRET and SRET (p=0.03,
p=0.04, p=0.02 and p=0.04 respectively). Serial sarcomere number of
OH+PLE+STRET was higher than C (p = 0.001), OH+STRET (p=0.001) and STRET



(p=0.02). The OH had a greater number of serial sarcomeres compared to PLE
(p=0.007), PLE+STRET (p= 0.017), C (p=0.0003), OH+STRET (p=0.0002) and
STRET (p=0.003). The rats subjected to hysterectomy and ovarectomia (OH) had
cross-sectional area of the soleus muscle fibers smaller compared to all groups. The
ovarietomy and hysterectomy induced sarcopenia, but the exercise protocols
performed were sufficient to prevent the loss of muscle fiber cross-sectional area.
The body weight overload associated or not to resistance exercise and stretching
contributed to sarcomerogenesis in osteopenic rats.

Keywords: muscle stretching exercises, exercise, musculoskeletal system,

sarcopenia, osteopenia, rats.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O declinio das taxas de crescimento da populacao, observado a partir do final
da década de 60, devido a reducdo da fecundidade, que se iniciou em grupos
populacionais mais privilegiados, determinou transicdo da estrutura etaria, com
aumento do numero de idosos no Brasil (CARVALHO & RODRIGUEZ-WONG,
2008). Os grupos mais velhos aumentaram sua participagcéo, sendo que a populagéo
de 65 anos ou mais, aumentou de 3,1%, em 1970, para 5,5%, em 2000 (CARVALHO
& RODRIGUEZ-WONG, 2008).

Segundo Instituto Brasileiro de Geografia Estatistica, a faixa etaria de 60 anos
OU mais € a que mais cresce em termos proporcionais, sendo que o Brasil apresenta
aproximadamente 14,4 milhdes de idosos, 0 que representa 8,6% da populagéo
(IBGE, 2008). Estima-se que no ano de 2040, o Brasil tenha 55 milhdes de idosos,
representando 27% da populacdo, deste total, 13 milhdes terdo mais de 80 anos
(IBGE, 2008).

As alteracdes dos sistemas organicos fisioldgicos do corpo humano,
relacionados a idade sao problemas importantes de saude publica (REBOUCAS &
PEREIRA, 2006; MURTON AND GREENHANFF, 2010). Com isso, o estudo do
processo do envelhecimento e dos seus efeitos, vem se tornando cada vez mais
importante nas ultimas décadas (DOHERTY, 2003; MURTON AND GREENHANFF,
2010).

No processo de envelhecimento, sdo observadas redugbes na massa
muscular, na area de secc¢do transversa das fibras musculares, no niamero de fibras
musculares, nos receptores dihidropiridinicos e rianodinicos, nas unidades motoras,
seguidos por substituicdo por tecido gorduroso e fibroso, efeito conhecido como
sarcopenia (DOHERTY, 2003; ZHONG et al., 2007; RYALL et al., 2008; FRONTERA
et a.l, 2008).

A mulher, especificamente, experimenta uma das mais inevitaveis
consequéncias do envelhecimento, ap6s a instalacdo da menopausa, que é 0O
declinio dos horménios ovarianos, principalmente o estrogeno (MALTAIS et al.,
2009). A idade para o inicio da menopausa é variavel entre as mulheres, sendo o
tempo médio de ocorréncia entre 40 e 60 anos (VELDE et al., 2002). Além disso, a
literatura cientifica fornece evidéncias de que a menopausa tem uma influéncia sobre
orgaos e sistemas (DUZENTI et al., 2007).
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O efeito da sarcopenia é mais acentuado nas mulheres na meia idade e mais
velhas, devido a menopausa, que esta associada a diminuicdo dos hormdnios
femininos que induzem altera¢cdes no musculo esquelético e 6ésseo (PHILLIPS et al.,
1993; DIONE et al., 2000; SIPILA et al., 2001; BOCALINI et al., 2009; COOPER et
al., 2008).

O tecido muscular estriado esquelético sofre processo de definhamento
(sarcopenia) que pode ocasionar alteracdes nas propriedades contrateis (KADI et al.,
2002). As mudancgas associadas mais comuns sdo o aumento do tecido conjuntivo e
de gordura intramuscular, diminuicdo do nimero de fibras musculares e da area de
seccao transversa das fibras preferncialmente do tipo Il, bem como diminuicdo de
receptores de estrogenos (MALTAIS et a.l, 2009). No entanto, alguns mecanismos
de adaptacdo muscular que ocorrem durante e apos o periodo da menopausa, ainda
ndo estdo totalmente esclarecidos, jA que a perda de massa muscular pode ser
influenciada por varios fatores como idade, baixos niveis de atividade fisica e
processos inflamatoérios (MALTAIS et al., 2009).

A atrofia das fibras observada no musculo envelhecido inicia-se por volta dos
25 anos com diminuicdo progressiva da area em cerca de 10% até perto dos 50
anos. ApoGs esta idade, ocorre atrofia mais pronunciada, de tal modo que aos 80
anos o idoso sofre perda de cerca de 50% na area de seccado transversal do
musculo, sendo que esta atrofia muscular é mais acentuada nas fibras do tipo |l
(LEXELL et al., 1988).

Muitas das alteracdes fisiolégicas atribuidas ao envelhecimento sado
semelhantes aquelas induzidas pela inatividade imposta e que provavelmente
podem ser atenuadas ou até mesmo revertidas pelo exercicio (LEITE et al., 2010).
Se as alteracoes relacionadas com o envelhecimento sao primariamente decorrentes
do estilo de vida, entdo a manutencao de atividade fisica, ao longo da adolescéncia
e idade avancada, pode prevenir ou retardar muitas das adversas consequéncias do
processo de envelhecimento (LEITE et al., 2010).

Em vez de atribuir grande parte do declinio funcional, ao processo de
envelhecimento, observa-se ciclo vicioso, pelo qual o envelhecimento esta
relacionado a reducao da atividade fisica (DOHERTY, 2003), como mostra o quadro
abaixo:
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Fatores:
Nutricional
Hormonal
Metabdlico
Imunolégico

| ativagdo das
unidades motoras
1 n°e AST fibras
musculares
Atrofia muscular

| Massa Muscular | For¢a Muscular

|

| Atividade
Fisica ﬁ Sarcopenia
v

v

Fraqueza Diminuicdo Mobilidade

Incapacidade e perda da independéncia

Fluxograma 1: Declinio funcional relacionado ao processo de envelhecimento, adaptado de Doherthy (2003). AST: Area de

secgdo transversa das fibras musculares.

Ha preocupacdo crescente em compreender os mecanismos fisiol6gicos
subjacentes aos efeitos deletérios associados com a menopausa, para se
estabelecer estratégias para prevenir e reverter essas alteracées. Assim, a terapia
com reposi¢cdo hormonal, dieta e exercicios fisicos tém sido recomendados como
componentes de tratamento para menopausa (LEITE et al., 2010).

A inatividade fisica contribui para a sarcopenia. Alem disso, ja estd bem
estabelecido que homens e mulheres mais velhos, fisicamente inativos, ttm menos
massa muscular esquelética e maior incapacidade funcional (EVANS, 2002).
Estudos, como ACMS (Colegio Americano de Medicina Esportiva), 2002, propde que
o exercicio fisico € necessario para melhorar e manter a salde da populacdo mais
idosa, recomendando atividades que incluam exercicios aerébicos, treinamento de
forca e flexibilidade e atividades para o equilibrio. O ACMS tem recomendado para
sujeitos idosos treinamento de forca de baixa a elevada intensidade entre 20 e 80%
de 1RM, no minimo 2 vezes por semana e, alongamento entre 30-60 segundos, para
grandes grupos musculares, com 3-4 repeti¢cbes, 2 a 3 vezes por semana. Mas este
mesmo estudo nao esclarece os efeitos de programa de exercicio resistido
associado ao alongamento muscular, nem as adaptacdes histomorfolégicas no

musculo esquelético de idosos a estes exercicios.
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Exercicios de forca e alongamentos musculares sdo componentes comuns em
programas de treinamento, mas nao esta claro até o momento, quais sdo os efeitos
isolados e da associacdo destes exercicios, no musculo esquelético de sujeitos
idosos. Tem sido demonstrado que exercicios de alongamento e/ou exercicios
resistidos podem melhorar a perda de massa muscular, desempenho, flexibilidade,
bem-estar e independéncia, especialmente em idosas (RAAB et al., 1988; FELAND
et al., 2001; GAJDOSIK et al., 2005; CRISTOPOLISKI et al., 2008; BIRD et al., 2009;
BATISTA et al., 2009; GALLON et al., 2011).

Estudo de BIRD et al. (2009) descrevem melhora na mobilidade e em
parametros indiretos de equilibrio, apds a realizacdo de programa de exercicio
resistido ou alongamento, realizados isoladamente, 3 vezes por semana, durante 16
semanas, em idosos. BIRD et al. (2011) avaliaram idosos que participaram de
programa constituido por exercicios resistidos, por 16 semanas, com 4 semanas de
intervalo, seguido de treinamento de flexibilidade, também por 16 semanas, 3 vezes
por semana. Foram observadas melhoras pronunciadas na forgca muscular, no
equilibrio e mobilidade, dos idosos que continuaram os exercicios resistidos durante
0s 12 meses consecutivos.

No estudo de SWANK et al. (2003) se verificou melhora da amplitude de
movimento (ADM) em idosos que realizaram exercicio de alongamento com pesos
entre 0,45-1,35Kg, 3 vezes por semana, durante 10 semanas, quando comparado
com o0 grupo que realizou apenas exercicio de alongamento sem carga,
demonstrando que a associacdo do alongamento com a resisténcia favorece ao
ganho de ADM.

Quando se associou exercicio resistido e alongamento em mulheres adultas
sedentarias, 3 vezes por semana, durante 16 semanas, observou-se que apenas 0
treinamento de forgca foi suficiente para ganhos de forca e flexibilidade, sem a
associacdo com exercicios de alongamento (SIMAO, 2001).

Ja estudos em ratos, mostraram que a imobilizacdo dos musculos, em posicao
alongada, acarretava aumento no comprimento muscular pela adicdo no nimero de
sarcobmeros em série (GOLDSPINK, 1968). Estudo realizado com ratos, foi
encontrado aumento no numero de sarcOmeros em muasculos submetidos ao
alongamento e na area de seccdo transversa de fibras musculares do séleo, quando

realizou-se alongamento, duas vezes por semana, ou exercicio resistido, trés vezes
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por semana, sugerindo hipertrofia muscular (SECCHI et al., 2008). Outro estudo
relatou um aumento de 12% no numero de sarcémeros em série de animais
submetidos ao treinamento excéntrico em esteira quando comparado com o
treinamento concéntrico (MORGAN et al., 1994).

No estudo de Coutinho et al. (2004) foi encontrado aumento de 16% na area de
seccao transversa de fibras do séleo de ratos, apdés alongamento passivo do
musculo, durante 40 minutos, trés vezes por semana, durante trés semanas
consecutivas.

Estudo de Renno et al. (2007), que realizaram treinamento resistido em ratas
osteopénicas, composto por 4 séries de 10 saltos com carga progressiva, iniciando
com 50% do peso corporal e aumentando quinzenalmente até 80% do peso
corporal, 3x/semana durante 8 semanas consecutivas, nao foi encontrada diferenca
significativa na area de seccdo transversa do musculo soleo e tibial anterior, das
ratas submetidas somente ao treinamento resistido, apenas foi encontrado aumento
do peso muscular das ratas osteopénicas submetidas ao treinamento resistido. Os
resultados deste estudo sugerem que o exercicio resisitido tem efeito estimulante
sobre o tecido ésseo e muscular de ratas osteopénicas, sugerindo que o aumento do
peso muscular pode estimular a massa 0ssea.

No estudo de Abrahéo et al. (2006) que avaliaram as propriedades mecéanicas
em fémures e tibias de ratas osteopénicas, submetidas ao exercicio em gaiola
giratoria, realizada durante 30 minutos, 5 vezes por semana, por periodo de 9
semanas, a velocidade de 0,31m/s, foi encontrado que esta atividade nao foi
suficiente para corrigir as alteracbes biomecéanicas do tecido 6sseo, como
osteoporose, capacidade de limite maximo de carga sobre o osso, deformacgédo no
limite maximo e rigidez do osso, provocadas pela ovarectomia.

O treinamento resistido também pode ocasionar aumento de flexibilidade
(FATOUROS et al., 2006; ADAMS et al., 1999, 2001; STONE et al., 1991). Autores
como Fatouros et al. (2006), demonstraram que o treinamento resistido progressivo
(40%, 60% e 80% da repeticdo maxima-RM), em idosos, tem gerado ganhos de
forca e flexibilidade, e que este foi dependente da intensidade, isto €, 0o maior
incremento na flexibilidade foi encontrado quando treinou-se com 60% da RM e, na
forga muscular, com 80% da RM. No entanto, ainda n&o se sabe quais séo os
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mecanismos de adaptacdo do musculo esquelético tanto em série quanto em
paralelo responsaveis pelo aumento da forca e da flexibilidade.

Quando foi avaliado o efeito isolado do treinamento resistido, composto por 3
séries de 8 repeticbes, com carga inicial de 85% de 1RM, 3x/semana, ou associado
ao exercicio de alongamento, realizado 2x/semana, durante 30 minutos, por um
periodo de 8 semanas, em sujeitos jovens, foi encontrado incremento nos ganhos
de forca no grupo que associou 0 exercicio resistido com o alongamento
(KOKKONEN et al., 2010). J& Secchi et al. (2008), observaram em ratos jovens que
0 exercicio resistido associado ao alongamento causou diminuicdo no comprimento
muscular e no numero de sarcébmeros em série, ainda, a realizacao isolada do
alongamento, duas vezes por semana, ou do exercicio resistido, trés vezes por
semana, foi suficiente para induzir hipertrofia muscular. Neste estudo o treinamento
resistido do muasculo séleo foi realizado com contragdes concéntricas. Assim, pode-
se supor que a diminuicdo do comprimento muscular e do niumero de sarc6meros
em série, tenha sido decorrente do treinamento concéntrico, como relatada por
outros autores, que encontraram maior ganho com o treinamento excéntrico (LYNN
& MORGAN, 1994).

Tanto o alongamento como o treinamento resistido podem induzir adaptacdes
musculares como a hipertrofia muscular tanto em série (ganho longitudinal) quanto
em paralelo (ganho radial) (CAMPOS et al., 2002; COUTINHO et al., 2004;
FOLLAND et al., 2007; SECCHlI et al., 2008), pois ambos podem aumentar a sintese
protéica e a expressdo de fatores de crescimento miogénicos (GOLDSPINK et al.,
2003; GOMES et al., 2006; PEVIANE-MESSA et al., 2007; KOSTEK et al., 2007).

Desta forma, de acordo com a literatura apresentada, apesar de ser
frequentemente utilizado o exercicio resistido, o alongamento ou sua associagao,
ainda ndo se sabe os mecanismos celulares de adaptacdo do musculo esquelético
ao exercicio, especialmente na auséncia do horménio estrogénio.

Assim, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do treinamento
resistido e/ou alongamento muscular, na adaptacao morfologia do musculo séleo de

ratas pés menopausa.



20
OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
Analisar o efeito do exercicio resistido e/ou do alongamento muscular na

morfologia do musculo séleo de ratas p6s menopausa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar peso corporal e peso dos musculos;
- Medir o comprimento final dos musculos;
- Contar o nimero e estimar o comprimento dos sarcOmeros;

- Mensurar a area de seccao transversa das fibras musculares;

HIPOTESES A SEREM TESTADAS

HO) Os procedimentos de: ovariectomia e histerectomia, exercicio de alongamento e/
ou exercicio resistido ndo modificam a morfologia do musculo séleo de ratas.

H1) O procedimento de ovariectomia e histerectomia induz sarcopenia no masculo
soOleo de ratas.

H2) O exercicio resistido realizado isoladamente induz hipertrofia em musculos de
ratas intactas e previne a perda de massa muscular em ratas pdés menopausa.

H3) O exercicio de alongamento realizado isoladamente induz sarcomerogénese em
musculos de ratas intactas e previne a perda de sarcémeros em série em musculos
de ratas p6s menopausa.

H4) O exercicio resistido € mais eficaz que o alongamento tanto na adaptacéo
muscular em série (longitudinal) quanto em paralelo (radial) em muasculos de ratas
pds menopausa.

H5) A associacdo do exercicio resistido com o alongamento é mais eficaz para
induzir hipertrofia muscular (em série e/ou em paralelo), quando comparada a
realizacdo isolada de cada exercicio, tanto em musculos de ratas intactas como de

ratas pés menopausa.
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REVISAO DA LITERATURA

Efeitos do horm&6nio estrogénio no musculo esquelético

O hipoestrogenismo prolongado pode provocar processo de perda de
densidade no interior da fibora muscular, diminuindo seu sarcoplasma, o que seria
responsavel pela perda de espessura e da forca do musculo esquelético, quadro
conhecido como sarcopenia (TIIDUS et al., 2001).

O efeito da sarcopenia é mais acentuado nas mulheres na meia idade e mais
velhas, devido a pos-menopausa, que estd associada a diminuicdo dos hormonios
femininos que induzem alteracdes no musculo esquelético e 6sseo (PHILLIPS et al.,
1993; DIONNE et al., 2000; SIPILA et al., 2001; BOCALINI et al., 2009; COOPER et
al., 2008). Um aspecto importante na caracterizacao da pés-menopausa é o declinio
natural dos hormoénios ovarianos, principalmente estrogénio (MALTAIS et al., 2009).
Além disso, a literatura cientifica fornece evidéncia de que a menopausa tem
influéncia sobre 6rgéos e sistemas (DUZENLI et al., 2007).

Vérias alteracdes fisiologicas tém sido associadas apds a menopausa, tais
como um aumento do risco de doenca cardiaca coronaria (SCHILLACI et al., 1998),
diabetes mellitus (ZOIS et al.,, 2009), perda de massa muscular (sarcopenia)
(ELLIOTT et al., 2002), perda de massa 6ssea (osteopenia) (BOCALINI et al., 2009),
alteracbes da composicdo corporal, alteracdo do perfil lipidico e aumento de
marcadores inflamatdérios.

O impacto negativo da pés-menopausa pode também ser observado no tecido
musculoesquelético, havendo um processo de definhamento (sarcopenia), e
mudancas nas propriedades contrateis (LEITE et al., 2010), devido a capacidade
reduzida de sintetizar novas proteinas e o desequilibrio entre sintese e degradacao
das proteinas musculares (KADI et al., 2002; MALTAIS et al., 2009). As mudancas
mais comuns estdo associadas ao aumento do tecido conjuntivo e de gordura
intramuscular, diminuicdo da area de seccdo transversa das fibras musculares,
diminuigc&o principalmente de fibras do tipo Il, aumento das fibras musculares do tipo
| e diminuicdo de receptores de estrogeno no masculo (MALTAIS et al., 2009).

No entanto, os mecanismos musculares relacionados as perdas apos a
menopausa, permanecem incertos, ja que a perda muscular é influénciada por varios

fatores como idade, baixos niveis de atividade fisica e processos inflamatorios
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(MALTAIS et al.,, 2009). O desuso da musculatura esquelética por causa da
diminuicdo da sobrecarga imposta pode levar a decréscimo na taxa de sintese
proteica e aumento na taxa de degradacédo proteica, 0os quais estdo envolvidos nas
vias da atrofia muscular (JACKMAN et al.,, 2004). Entre as vias da atrofia ja
descritas, pode-se destacar:

Via proteolitica dependente das catepsinas: nesta via ha envolvimento dos
lisossomos, que sdo organelas que contém proteases conhecidas como catepsinas
B, D, H e L, assim como outras hidrolases acidas. As catepsinas degradam
proteinas de membrana, como receptores e canais de ions transportadores
(JACKMAN et al., 2004).

Outra via proteolitica é a dependente das Caspases, as quais estdo
envolvidas na apoptose ou morte celular programada (LEEUWENBURGH, et al.,
2005).

As caspases sinalizam para a apoptose e clivam esses substratos levando a
condensacao e fragmentacao nuclear, externalizacdo de fosfolipidios de membrana
que irdo sinalizar para estas células serem fagocitadas por macréfagos (Nicholson,
1997).

Sao conhecidas 14 caspases humanas, sendo que seis (caspases -3, -6, -7, -
8, -9, -10) participam da apoptose (Boatright, 2003) . As caspases -1, -4, -5, -11, -12,
-13, -14 estdo envolvidas na maturacdo de citoquinas, e sua contribuicdo na
apoptose permanece nao esclarecida (Denault, 2002).

A ativacdo da caspase-3 por meio da via de sinalizacdo da PI3K/Akt e
ativacao das vias proteoliticas tém importante papel na atrofia muscular induzida por
doencas como o cancer e o diabetes (BELIZARIO, et al., 2001).

Outro sistema proteolitico relacionado com sarcopenia considerado um dos
mais importantes é o sistema ubiquitina-proteossomo.

Proteinas celulares destinadas a degradacdo pelo proteossomo sao
marcadas com uma ligacdo de ubiquitina. A degradacao da maioria das proteinas
miofibrilares decorrente da atrofia ocorre no proteassoma, e 0 processo de
ubiquitinagdo envolve a cooperativa interagdo das trés enzimas da via conhecidas
como E1, uma enzima ativadora de ubiquitina, a qual é primeiramente ativada por
meio da acdo da E1 num processo dependente de ATP; E2, uma enzima
conjugadora de ubiquitina; e E3, uma enzima ligante de ubiquitina. Inicialmente, a E1
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€ ativada e, em uma reacdo dependente de energia, a ubiquitina ativada transfere,
através da E2, e em seguida a enzima E3, a qual se encontra ligada a proteina
substrato a ser marcada, catalisa a ligacdo da ubiquitina a proteina, marcando-a
para ser degradada no proteassoma (LI et al., 2003).

No musculo esquelético foram identificadas duas E3 especificas que estdo
relacionadas ao processo de atrofia e comumente utilizadas como marcadores de
protedlise da via ubiquitina proteossoma sé@o a atrogina-1 (Muscle Atrophy F-box)
também conhecida como MAF-bx (muscle atrophy F-box), e a MuRF-1 (Muscle Ring
Finger-1). Foi descrita uma terceira ubiquitina ligase E3, a NEDD-4, que parece
facilitar a atrofia muscular em modelos de denervacdo e de suspensdo da pata
traseira (Koncarevic et al., 2007; KANDARIAN et al., 2002; 2006; JACKMAN et al.,
2004).

Esse processo de degradacdo de proteinas poliubiquitinadas ocorre no
proteossomo (20S ou 26S), que é um complexo composto de uma ou trés grandes
enzimas com a funcdo de degradar proteinas desnecesséarias ou danificadas da
célula. (Hasselgren et al., 2002)

O sistema proteolitico ubiquitina proteassoma ¢é capaz de degradar
monbémeros de actina ou miosina, no entanto, este sistema nao é capaz de quebrar
os complexos actomiosina intactos (KANDARIAN et al., 2006). Neste sentido, as
caspases podem ter acdes similares as calpainas em tornar as proteinas
miofibrilares disponiveis para a ubiquitinacao (JACKMAN et al., 2004).

O proteassoma ndo é capaz de degradar proteinas intactas, e acredita-se que
e a quebra de proteinas miofibrilares tanto pelas calpainas (GOLL, et al., 2003)
como pela caspase-3 (DU, et al., 2004) seja um pré-requisito para a ubiquitinacéo e
posterior degradacao destas no proteassoma. Assim, no desuso, as caspases e as
calpainas atuam liberando as miofibrilas do sarcbmero, e estas entrem no processo
de ubiquitinacdo por meio da acdo das enzimas E1, E2 e E3, para a posterior
degradacdo no proteassoma (KANDARIAN et al., 2002; 2006; JACKMAN et al.,
2004).

A atrofia muscular que ocorre pela expressdao do sistema ubiquitina-
proteossomo parece envolver vias distintas. Estudos tém demonstrado que a
sinalizacdo via NF-kB, que induz a expressdo de genes relacionados com o

processo de sarcopenia, tais como MuRF-1 e MAF-bx, e de citocinas pro-
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inflamatdrias. (JACKMAN et al., 2004) Além da via do NF-kB, o aumento da
expressdo de MuRF-1 e MAF-bx (LI et al., 2008) também pode ocorrer via FOXO3
(MAMMUCARI et al., 2007) e miogenina (MORESI et al., 2010).

Ainda, o envelhecimento esta associado com o aumento da concentracdo de
componentes inflamatérios no sangue, incluindo citocinas proé-inflamatérias e
citocinas anti-inflamatérias (LEITE et al., 2010). Estes achados sdo geralmente
relacionados a imunossenescéncia que se refere as disfuncdes do sistema
imunologico relacionadas com a idade. Aumento das concentragdes circulantes de
citocinas inflamatorias tem sido associado com morbidade, sarcopenia, incapacidade
funcional e mortalidade em idosos (LEITE et al., 2010).

A reducéo de estrogénio pode contribuir para a sarcopenia devido ao aumento de
citocinas proé-inflamatorias como IL-6 e TNF-alfa (PALMER, 1990; PEARLSTONE et al.,
1994). IL-6 diminui concentracdo de IGF-1 tanto in vitro e in vivo (POZEFSKY et al.,
1969; PREEDY E GARLICK, 1985). Baixa concentracdo de IGF-1 pode estimular a IL-6,
sugerindo um elo entre IGF-1 e IL-6 (PREEDY AND GARLICK, 1988).

Cappola e colaboradores examinaram os efeitos da baixa concentracdo de IGF-1
e alta concentragdo de IL-6 (individualmente e combinados) sobre a mobilidade,
habilidade das fun¢Bes celulares e morte celular (CAPPOLA et al., 2001). Estes autores
concluiram que a combinagéo de baixa concentracdo de IGF-1 e alta de IL-6 confere um
risco progressivo, sugerindo efeito na falta de regulacdo dos sistemas imune e
endocrino (RAMSAY, 1966). Deficiéncia de estrogénio aumenta vias pro-inflamatorias,
uma vez que o estrogénio aumenta a expressado de IL-6 e apresenta efeitos inibitorios
sobre as vias do NF-kB (fator nuclear kappa B) e AP-1(proteina ativadora 1) para a
transcricdo do gene do TNF-alfa (RENNIE, 1985). Além disto, foi mostrado que o
estrogénio afeta a expressdo de HSP70, a qual atua como protetor contra a perda da
fiora muscular (Rennie et al.,, 1984). O NF-kB € um complexo proteico que
desempenha fun¢des como factor de transcricdo, esta envolvida na resposta celular
a estimulos como o estresse, citocinas, radicais livres, radiacdo ultravioleta,
oxidacao de LDL e antigénios virais e bacterianos. NF-kB desempenha um papel
fundamental na regulacdo da resposta imunitaria a infeccdo que apdés ativado,
estimula a producéo de citocinas pré-inflamatérias (REEDS E PALMER, 1983).

Foi demonstrado em estudos experimentais com ratas anestras, que apés a

ovarectomia, a histomorfometria do muisculo esquelético revelou mudanca no padréao
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transversal das miofibrilas, que se dispuseram arredondadas, ovaladas e atipicas. A
contagem do numero de miofibrilas por mm?2, apds a castracdo, revelou menor
namero de miofibrilas, bem como aumento dos espacos interfibrilares, alteracdo da
disposicao estrutural das miofibrilas, interferindo no perimisio, fazendo com que as
células mudassem de forma, deixando de ser poligonais para tornarem-se
arredondadas e maiores, caracterizando a sarcopenia (MOREIRA et al., 2005).

McClung et al. (2006) mostraram que ratas submetidas a ovariectomia e a
atrofia muscular por desuso, apresentaram comprometimento da recuperacao da
area de seccdo transversa das fibras musculares do séleo, apés 2 semanas de
deambulacdo normal em gaiola, quando comparadas as ratas submetidas a
reposicdo com estrogeno, a qual permitiu a restauracdo do tamanho das fibras
musculares.

A remocgao de hormdnio ovariano de camundongos fémeas, via ovariectomia,
foi prejudicial para a funcdo contrati do muasculo s6leo (MORAN, WARREN E
LOWE, 2006). Neste mesmo estudo os autores observaram que a ovariectomia
induz disfuncdo muscular contratil e que as concentracdes circulantes de estradiol
estdo relacionadas com a geracdao de forca muscular e funcdo da miosina,
demonstrando que o estradiol afeta o misculo esquelético.

Prestes et al. (2008), observaram a diminuicdo da atividade das MMP-2
(metaloprotease 2) no musculo de ratas ovariectomizadas. As MMPs sdo essenciais
para a manutencédo do tecido saudavel, sendo que a subclasse das MMP-2 exerce
um papel na proliferacdo e diferenciagdo miofibrilar, recuperacdo pés dano e
homeostasia do tecido conjuntivo local. Assim, estes autores sugerem que a
fraqueza e disfungdo muscular induzida pela ovariectomia estdo relacionadas a
diminuicé@o da atividade das MMP-2, afetando a remodelagéo do musculo.

Portanto, a auséncia da acdo do horménio estrogénio no musculo esquelético
pode modificar a sua morfologia e funcdo. No entanto, ainda né&o se sabe qual o
efeito do exercicio de alongamento nem do exercicio resistido na sarcomerogénese

e na area de seccdo transversa das fibras musculares no hipoestrogenismo.

Aspectos funcionais e morfolégicos do alongamento no musculo esquelético
Os efeitos do alongamento dividem-se em agudos e cronicos. Os efeitos

agudos (segundos, minutos, horas, apés a intervencado) representam resultados
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imediatos e a curto prazo, resultando no alongamento do componente viscoelastico
da unidade musculotendinosa, consequentemente aumentando a amplitude de
movimento (ADM) e a tolerancia ao alongamento (TAYLOR et al., 1990; SHIER,
2004; ROBBINS et al., 2008; SIATRAS et al., 2008; RYAN et al., 2008; WEPPLER &
MAGNUSSON, 2010). Os efeitos cronicos (dias, semanas e meses de treinamento
de flexibilidade) representam os resultados tardios do alongamento e podem resultar
em aumento do comprimento muscular por adaptacdo mecanica, a qual pode incluir:
deformacéo viscolastica; aumento de sarcdmeros em seérie, de area de seccdo
transversa das fibras musculares e alteracdo da relagdo comprimento/tenséo
(COUTINHO et al., 2004; GAJDOSIK et al., 2005; SECCHI et al., 2008; WEPPLER &
MAGNUSSON, 2010).

A duracdo na posicdo alongada, nimero de repeticdes e a frequéncia diaria e
semanal, tém importante influéncia para o efeito do programa de alongamento no
musculo esquelético. Alguns estudos tém avaliado o efeito na amplitude de
movimentacdo articular, com diferentes tempos de execucdo de exercicios de
alongamento, na populacéo idosa (ZAKAS et al., 2005; FELAND et al., 2001b).
Quando testaram o efeito agudo do alongamento na populacdo idosa, ndo foram
encontradas diferencas entre os seguintes protocolos: 4 x 15s,2x30sou 1l x 60 s,
nos ganhos de ADM (ZAKAS et al., 2005). No entanto, quando foi investigado o
efeito crénico do alongamento, em idosos institucionalizados (75-95 anos), periodos
de 60 s mostraram maior efetividade para o ganho de amplitude de movimento
articular e para a manutencdo desse ganho, quando comparados a programas que
utilizaram 15 s e 30 s de duracdo (FELAND et al., 2001b). Estes achados
demonstram qua a adaptacdo muscular ao alongamento difere entre os efeitos
agudos e cronicos.

Tem sido reportado que a idade é um fator determinante na capacidade
viscoelastica da unidade musculo tendinea e que contribui para o declinio da ADM
(JAMES AND PARKER, 1989; GAJDOSIK et al., 1999; HOLLAND et al., 2002).
Dessa forma, parece ser necessédria uma maior duracdo do estimulo de
alongamento para provocar aumento significativo na ADM em individuos idosos.

Ainda, deformacfes plasticas e elasticas podem ocorrer no tecido conjuntivo
muscular (TC), quando submetido ao programa de alongamento (GAJDOSIK, 2001;
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COUTINHO et al., 2006) e nas fibras musculares (COUTINHO et al., 2004; GOMES
et al., 2004; PEVIANI et al., 2007).

O aumento da extensibilidade muscular observada imediatamente apés o
alongamento séo decorrentes de propriedades viscoelasticas do tecido muscular. Os
musculos esqueléticos apresentam elasticidade reatando ao seu comprimento
original uma vez que a tracdo de forca é removida. O tecido muscular se comporta
viscosamente porque sua resposta a forca de tracdo € tempo dependente. Um
aumento imediato no comprimento do muasculo pode ocorrer devido ao
comportamento viscoelastico do masculo. Quando um alongamento é aplicado no
musculo a resisténcia muscular declina gradualmente, este declinio da resisténcia ao
estiramento é chamado de relaxamento do estresse viscoelastico (WEPPLER &
MAGNUSSON, 2010).

Quando um alongamento muscular € mantido em uma intensidade e tempo
suficientes para mobilizar o tecido conjuntivo, acima de seu limite eléstico, o
comprimento muscular ndo retornara ao original e permanecera em um estado
permanentemente alongado, denominando-se deformacédo plastica (WEPPLER &
MAGNUSSON, 2010).

Tem sido mostrado que a mobilizacdo € importante para reorganizacao do
TC, por promover alinhamento mais funcional das fibras coldgenas, minimizando o
surgimento de aderéncias no tecido cicatricial apés lesdo muscular ou periodo de
imobilizacdo (JOZSA et al., 1988; VENOJARVI et al., 2004). Além disso, Stone
(1988) sugere que o exercicio fisico pode aumentar a tensdo do tecido conjuntivo,
bem como a massa muscular, tornando o misculo mais resistente.

O musculo esquelético é formado por fibras musculares envoltas por uma
membrana de TC, denominada endomisio. Envolvendo cada feixe de fibras tem-se o
perimisio, € o musculo sendo envolvido pelo epimisio (BORG et al.,, 1980;
PURSLOW, 2002). O perimisio, devido a sua organizacdo com fibras em diferentes
direcdes: longitudinal, perpendicular, além de fibras que se ligam a vasos e nervos, €
considerada a camada que mais contribui para a resisténcia passiva extracelular
(PURSLOW, 2002). A quantidade de endomisio aumenta com a idade, mas o
perimisio, e provavelmente o epimisio, permanecem constantes ao longo da vida
(JOZSA et al., 1990).
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Os fibroblastos sdo os elementos mais comuns do TC, responsaveis pela
formacdo das fibras colagenas e outros elementos da matriz extracelular (HINZ et
al., 2003). O colageno é a proteina mais abundante, constituindo 20-25% de todas
as proteinas do corpo (TAKALA et al., 2000). Atualmente sdo conhecidos 19 tipos,
predominando nos musculos os dos tipos I, I, IV e V (TAKALA et al., 2000). O tipo |
€ encontrado principalmente no epimisio e em menor quantidade no perimisio,
sendo também localizado na pele, ossos, ligamentos e tendBes (TAKALA et al.,
2000). Suas fibras séo as mais tolerantes ao estresse e apresentam alta forca ténsil
e limitada elasticidade, sendo, portanto, as mais adaptadas para a transmissao de
forca (HAN et al., 1999). O tipo Il predomina no perimisio e endomisio (SALONEN et
al., 1985), e apresenta estrutura e organizacao semelhante ao do tipo I, porém suas
fibras sdo mais elasticas e de menor espessura (HAN et al., 1999). O tipo IV localiza-
se na membrana basal, formando um suporte para ela (HAN et al.,, 1999). No
endomisio, encontram-se os dos tipos |, lll e V (KOVANEN, 2002), sendo este Ultimo
encontrado em menor quantidade, representando 5% do colageno total (JOZSA et
al., 1990).

Williams (1988) avaliou os efeitos do alongamento no muasculo soleo de ratos,
imobilizado na posicdo de encurtamento, por um periodo de 10 dias, sendo que, a
cada dois dias, a imobilizacdo era removida e o musculo era alongado por um
periodo de 15 minutos. Neste estudo foi encontrado que o alongamento passivo
mantido, foi suficiente para manter a amplitude de movimento da articulacdo e para
prevenir a proliferagdo de tecido conjuntivo. Da mesma maneira, Coutinho et al.
(2006) compararam 2 protocolos de alongamento, isto €, um realizado diariamente
(10 repeticbes de 60s), e outro com alongamentos realizados trés vezes por
semana, no musculo soleo, apés imobilizacdo na posicdo de encurtamento. Estes
autores verificaram que a melhor reorganizacdo do tecido conjuntivo foi encontrada
nos musculos submetidos ao alongamento diario, demonstrando que a frequéncia do
alongamento interfere na adaptacéo do tecido conjuntivo muscular.

Além das alteracdes no tecido conjuntivo, a massa muscular também pode
ser alterada quando o musculo esquelético € submetido a estimulos como o
alongamento (GOLDSPINK et al., 1992; YANG et al., 1997) e o exercicio resistido
(para revisao KRAEMER et al., 2002; SECCHI et al., 2008; LEITE et al., 2010). As

alteracfes na massa muscular podem ser atribuidas as mudancas longitudinais, que
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ocorrem no numero de sarcomeros em série, e/ou radiais, que acontecem na area
de seccdao transversa das fibras musculares, as quais podem estar relacionadas com
a relacao sintese e degradacdo de proteinas (COUTINHO et al., 2004; GOMES et
al., 2004; GOMES et al., 2006; RENNO et al., 2007; GOMES et al., 2007; PEVIANE-
MESSA et al., 2007).

Assim, 0 aumento na massa muscular pode ser decorrente de aumento nas
concentracbes de RNA total (4cido ribonucléico) e na sintese de proteinas,
especialmente do Fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I) bem como de
outros fatores regulatérios miogenicos (YANG et al., 1997, GOLDSPINK, 1999;
PEVIANI et al., 2007; GOMES et al., 2006).

Trabalhos experimentais realizados nas décadas de 60-70 identificaram que o
musculo aumentava seu comprimento através da adicdo de sarcémeros ao longo
das fibras musculares (GUNST et al., 2001; GAJDOSIK, 2001, GOLDSPINK, 1968;
WILLIAMS & GOLDSPINK, 1973). Nesse periodo ja era considerada a hipétese da
adaptacédo das fibras musculares esqueléticas a diferentes graus de extensdo, com
provavel remocado ou adicdo do numero de sarcoOmeros em série, conforme a
demanda funcional e o grau de extensdo a que o musculo era submetido. Tabary et
al. (1972) observaram aumento de 20% no nuamero de sarcémeros em série do
musculo sb6leo do gato, ap6s 4 semanas de imobilizacdo em posicdo de
alongamento.

Estudos posteriores mostraram que a imobilizacdo dos musculos em posicao
alongada, acarretava em aumento no comprimento muscular pela adicdo no nimero
de sarcbmeros em série, particularmente nas duas regides terminais das fibras
musculares e prevenia a proliferacdo do tecido conjuntivo (WILLIAMS, 1988;
WILLIAMS, 1990).

Estudos mais recentes mostraram que 40 min de alongamento
passivo, realizado 3 ou 2 vezes por semana, foram suficientes para aumentar
0 numero de sarcOmeros em série e a area de seccao transversa de fibras do
musculo s6leo de ratos (COUTINHO et al.,, 2004; SECCHI et al., 2008). No
entanto, em musculos encurtados por imobilizacdo, o alongamento apenas
preveniu a atrofia muscular (COUTINHO et al., 2004). Ja no estudo de Secchi

et al., (2008), com ratos jovens, o grupo que realizou apenas exercicio resistido, 3
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vezes por semana, também apresentou aumento da area de seccao transversa das
fiboras do soleo, sugerindo hipertrofia muscular. No entanto, o grupo que realizou
ambos os treinamentos (alongamento 2x/semana e exercicio resistido 3x/semana)
apresentou diminuicdo no comprimento muscular e no nimero de sarcémeros em
série, provavelmente devido a freqiéncia diaria de treinamento, impossibilitando a
recuperacdo muscular ideal entre os estimulos, a qual ocorre entre 36 a 48 horas,
periodo de pico de sintese protéica apos o exercicio (KRAEMER et al., 2002; HASS
et al., 2001).

Em outro estudo, quando se diminuiu 0 tempo de alongamento para apenas
10min, realizado de forma intermitente (10x/1min), diariamente, foi observada
reorganizacao do coldgeno e hipertrofia muscular (COUTINHO et al., 2006).

Além da adaptacdo do numero de sarcémeros em série, para que o musculo
desenvolva a maxima tensdo, também ocorre adaptacdo no comprimento do
sarcomero. Desta forma, na década de 60 foram identificadas as bases morfo-
funcionais da relacdo comprimento-tensdo da fibra muscular, através de um
experimento realizado por Gordon et al. (1966). Eles identificaram, em sarcomeros
isolados, que a forca isométrica maxima é produzida quando o sarcomero atinge um
comprimento préximo ao comprimento da sua posicdo em repouso, isto €, entre 2-
2.25um. Essa forga diminui quando os sarcomeros séo alongados ou encurtados.

Nesse estudo foi demonstrado que a forca isométrica dos sarcdémeros atinge
sua concentracado maxima quando ha sobreposicdo 6tima entre os filamentos de
actina e miosina, o que ocorre quando o comprimento do sarcomero esta entre 2.0-
2.25 um. Este estudo permitiu identificar que a forca gerada pela contragdo muscular
depende da quantidade de pontes cruzadas (“ligacdes”) entre os filamentos de
actina e miosina no interior dos sarcomeros (GORDON et al., 1966).

Considerando que os filamentos de actina e miosina tém comprimento
constante, a adaptacdo dos musculos adultos a diferentes comprimentos funcionais
se da removendo ou adicionando sarcomeros em série, com 0 objetivo de manter o
comprimento fisioldgico e funcional dos sarcémeros na fibra muscular (WILLIAMS,
1988).

No estudo de Coutinho et al. (2004) mostraram que sessdes de alongamento
passivo aplicado trés vezes por semana, durante 40 min, por 3 semanas, no

musculo soleo de ratos, imobilizado em posi¢édo de encurtamento, ndo foram
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suficientes para evitar a perda de série sarcémeros, mas preveniram a atrofia das
fiboras musculares. Além disso, os musculos ndo imobilizados, que receberam
apenas 3 sessdes de alongamento por semana, mostraram aumento tanto no
namero de sarcOmeros em série como na area de seccdo transversa das fibras
musculares. Estes resultados indicam que o musculo encurtado por imobilizacdo
responde diferente ao exercicio de alongamento quando comparado ao musculo
com comprimento normal. Além disso, a plasticidade muscular em série (sarcémeros
em série) e em paralelo (area de seccao transversa das fibras musculares) também
responde diferentemente, de acordo com o comprimento e trofismo musculares.
Estes achados sugerem que a prescricdo do alongamento para musculos com
comprimento e trofismo reduzidos deve ser diferente do masculo com comprimento
musculo-tendineo e trofismo normal.

Até o presente momento, ainda ndo se sabe como ocorre a adaptacdo
morfolégica do muasculo esqueletico, na auséncia do horménio estrogénio, quando

submetido ao treinamento com exercicio resistido e/ou de alongamento.

Efeitos do exercicio resistido no musculo esquelético

A hipertrofia muscular pode ser caracterizada pelo aumento do volume das
miofibrilas e adicdo de sarcébmeros a fibra muscular, que ocorre em resposta
adaptativa aos exercicios com sobrecargas e alongamento crénico (SALVINI, 2000;
COUTINHO et al.,, 2004; MELONI, 2005; FOLLAND et al., 2007). Embora os
mecanismos celulares responsaveis pela hipertrofia muscular ndo estejam
totalmente esclarecidos, o treinamento de forca eleva a taxa de sintese de proteinas,
adicionando novos filamentos contrateis a fibra muscular preexistente, podendo
causar aumento na forca muscular (GLASS, 2003). A hipertrofia ocorre
preferencialmente nas fibras tipo Il e a sintese protéica tem inicio evidente apos
apenas 4 horas da sessao de treinamento com sobrecarga (FRY, 2004).

O processo de sintese protéica envolve a ativacdo dos genes especificos,
sua transcricao e traducdo. A maioria dos genes presentes nas células, normalmente
esta suprimida, apenas pequena fragcdo em cada célula esta ativada, e esta ativacédo
depende de uma série de fatores tanto endégenos como exdgenos (ZOPPI, 2005).

Um dos principais estimulos exdgenos para que ocorra a hipertrofia e o

ganho de forca é o treinamento com acdes excéntricas (alongamento do musculo
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com concomitante geracdo de tensdo), que podem causar lesbes nas fibras
musculares (BARROSO et al., 2005).

Os estimulos enddgenos mais importantes sdo os horménios e os fatores de
crescimento, como por exemplo, o fator de crescimento mecanico (MGF), que regula
a expressao do gene que codifica as moléculas de miosina em resposta ao estresse
mecanico da sobrecarga imposta aos musculos. Este fator de crescimento possui
muita similaridade com o IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina) que
esta associado ao processo de ativacdo génica, sinalizando aumento da transcricdo
de proteinas contrateis, sendo apenas ativado em células musculares que foram
submetidas a tenséo (ZOPPI, 2005).

O musculo esquelético responde a estimulos fisioldgicos como o exercicio
fisico podendo envolver tanto a sintese de proteinas como a transcricdo de genes
musculo-especificos, estes estimulos extracelulares se ligam a seus receptores
localizados na membrana celular e ativam vias de sinalizacdo intracelular (Hughes et
al, 1993).

O exercicio fisico corresponde a um agente tréfico para a musculatura
esquelética, aumentando concentracdes de IGF-1. O IGF-1, quando ligado ao seu
receptor, ativa a proteina PI3K (fosfoinositol 3 kinase), e consequentemente ativa a
proteina quinase B (PKB) ou AKT (ATHERSON et al., 2005). Em seguida, Akt
promove ativacdo de duas vias independentes como mTOR (mammalian target of
rapamycin) e GSK-3[ (glicogénio sintase quinase-3p), direcionadas para a
hipertrofia muscular esquelética, que medeiam sintese protéica, transcricdo génica e
proliferacdo celular (GLASS. 2003)

Uma vez ativa, a PKB é capaz de fosforilar as enzimas GSK3[3 (glycogen
synthase kinase 3p), FOXO (Fator de Transcricdo da Forquilha - forkhead
transcription factor) e TSC2 (tuberin), inativando-as. (PHILIPPOU et al., 2007).

A inativacdo da GSK3[3 proporciona um aumento no processo de traducao de
diversas proteinas, devido ao aumento na atividade do fator de iniciacdo elF2
(eucaryotic initiation factor 2), envolvido na ligacado do RNA transportador (RNAt) a
subunidade 40S do ribossomo. (WELSH et al., 1998).

A inativacao da proteina FOXO impede a ativacdo de fatores de transcricao,
gue sinalizam a sintese de proteinas envolvidas na atrofia muscular, como os
proteassomos (VAN DER HEIDE, et al., 2004).
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A fosforilacdo da TSC2 impede que ela iniba outra enzima citosdlica,
denominada mTOR (DELDICQUE, et al., 2005). Esta enzima é formada por dois
diferentes complexos: mMTORC1 e mTORC2. O complexo mTORCL1 consiste de uma
proteina chamada de raptor (proteina associada regulatéria da mTOR), o qual é
sensivel a rapamicina e regula o desenvolvimento da massa muscular, controlando a
fosforilacdo de duas proteinas no controle da sintese proteica: 4E-BP1 e p70S6K
(RENNIE et al., 2004).

Outra via envolvida no remodelamento muscular é a via calcineurina/ NFAT
(fator nuclear de células t ativadas) (SWOAP et al., 2006). As contracdes musculares
provocam niveis elevados de Ca2+ intracelular, e acabam ativando a via
Calcineurina-NFATs (SCHULZ, 2004).

As MAPKs sdo uma classe de proteinas conhecidas por participarem da
ativacdo de determinados fatores de transcricdo responsaveis por numerosos
processos fisiologicos como proliferacdo, diferenciacdo, inflamacédo, apoptose e
hipertrofia (MARTINEAU & GARDINER, 2001).

O muasculo esquelético é constituido de proteinas musculo-especificas,
conhecidas como fatores regulatérios miogénicos (MRFs), as quais se ligam a
regides regulatdrias de certos genes e ativam a sua transcricao (Wentworth et al.,
1991). A subfamilia MRF é constituida pelo MyoD (ou Myf-3), Myf-5, miogenina (ou
Myf-1) e MRF-4 (ou Myf-6/herculina) (Saborin & Rudnick, 2000).

A miostatina um regulador da proliferagdo dos mioblastos, sua auséncia
provoca uma proliferacao desordenada dos mesmos, levando a hipertrofia, podendo
causar também hiperplasia das fibras musculares (Thomas et al., 2000).

O aumento da sintese protéica leva a um aumento na quantidade de
proteinas no interior do sarcoplasma. Como cada nucleo da fibra muscular é
responsavel por um determinado volume do sarcoplasma, se faz necesséaria uma
maior quantidade de nucleos para a manutencdo do dominio mionuclear. Isto é
conseguido por meio da incorporacdo de células satélites pela fibra muscular,
ativadas quando a célula muscular é lesada. As células satélites sdo mononucleadas
e se encontram no estado quiescente entre o sarcolema e a membrana basal das
fibras musculares ndo lesadas (BARROSO et al., 2005).

Um dos métodos freqlientes utilizados para o ganho de massa muscular, com

consequente hipertrofia, € o exercicio resistido, tanto em humanos como em animais
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experimentais (KRAEMER et al., 2002; TIMSON, 1990; HORNBERGER & FARRAR,
2004).

Muitos estudos tém demonstrado que, dependendo do protocolo de exercicio
realizado, tanto homens quanto mulheres idosas sao capazes de apresentar ganhos
de massa muscular similares a individuos adultos jovens, apds o treinamento
resistido (FRONTERA et al.,1988; KLITGARRD et al., 1990; CHARETTE, 1991).

O programa de treinamento resistido deve incluir tanto contragdes
concéntricas quanto excéntricas, para ganhos de massa e forca musculares
(WILMORE & COSTILL, 2001). No entanto, apesar da hipertrofia muscular ser mais
pronunciada durante a realizacdo de contracdes excéntricas, 0 risco de lesdo é
aumentado, em especial em musculos de individuos idosos. Para tal, o masculo
esquelético possui um sistema de regeneracdo muscular, através da ativacdo das
células satélites, assim, dependendo da extensdo da area lesada, esta sera
reparada pelas células satélites (WILMORE & COSTILL, 2001; WERNIG et al.,
1991). Porém, a capacidade de ativacdo das células satélites esta diminuida nos
idosos, devendo-se assim, ter cautela para prescricdo do treinamento excéntrico
nesta populacao (DENNIS et al., 2008; VERDJIK et al., 2007).

A hipertrofia muscular consequiente da préatica de exercicio resistido pode ser
traduzida como um aumento na area de seccéo transversa das fibras musculares
(crescimento radial- sarcomeros em paralelo), decorrente de um incremento na
sintese protéica (MINAMOTO & SALVINI, 2001). Ainda, tem sido demonstrado que o
ganho de forga muscular pode ndo envolver um aumento na area de seccgdo
transversa das fibras musculares e sim apenas adaptacdo neural (KOH, 1995;
WILMORE & COSTILL, 2001).

Em animais experimentais, o treinamento resistido tem mostrado eficacia no
aumento da sintese protéica, em especial em amenizar a perda de massa muscular
apresentada por musculos submetidos ao desuso (FLUCKEY et al., 2002). Um outro
estudo demonstrou um aumento de 12% no numero de sarcémeros em seérie de
animais submetidos ao treinamento excéntrico em esteira, quando comparado com o
treinamento concéntrico (MORGAN & LYNN, 1994).

No estudo de Frontera et al. (1988) foi observado aumento de 100% e 200%
na forca dos extensores e dos flexores de joelho, respectivamente, em individuos

idosos do sexo masculino (60-72 anos), submetidos ao treinamento resistido,
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consistindo em 3 séries de 8 repeticbes, 3x/semana, durante 12 semanas. Neste
mesmo estudo, foi avaliada a area de seccdo transversa destes musculos, sendo
encontrado um aumento de 11%, ganhos semelhantes aqueles encontrados para 0s
individuos jovens treinados, que também foram avaliados para comparacgao.

Quando mulheres idosas (64-86 anos) foram submetidas a treinamento
resistido, 3x/semana, também por 12 semanas, foi observado ganho de 28% na
forca dos extensores de joelho e 115% na forca dos isquiotibiais (CHARETTE et al.,
1991).

O treinamento resistido tem sido recomendado devido a sua eficacia em
patologias associadas a menopausa, tais como osteopenia e sarcopenia. Varios
estudos recomendam o treinamento de resisténcia progressiva como intervencao
para melhora na composi¢cdo corporal, na deterioracdo da estrutura muscular e na
revercdo do processo de sarcopenia, associados com a menopausa em humanos
(LEITE et al., 2010).

Em ratos, Renno et al. (2007), realizaram protocolo de exercicio resistido em
ratas osteopénicas, 3x/ semana, por um periodo de 8 semanas, onde cada sessao
consistiu de 4 séries de 10 saltos com carga de 50% do peso corpral, aumentada
progressivamente quinzenalmente. As ratas osteopénicas exercitadas mostraram
maiores valores de pesos 6sseos, da forca Ossea, da densidade Ossea e do
contetdo mineral, evidenciando o efeito positivo deste protocolo no metabolismo
0sseo.

Prestes et al. (2008), encontraram que a ovariectomia diminui as
metaloproteases da matriz (MMP-2) no musculo esquelético. As metaloproteases da
matriz sdo cruciais para a manutencdo e integridade do tecido. Os resultados
revelaram que o treinamento de resisténcia aumenta a atividade das MMPs-2 no
musculo séleo, tibial anterior e extensor longo dos dedos, o que pode ser importante
para a remodelacdo do muasculo esquelético.

Hornberger e Farrar (2004) relataram que o treinamento de forca exerce
potencial efeito sobre a hipertrofia muscular, sendo esta modalidade de exercicio
importante na atividade da MMP-2 e manutencao da fungcdo muscular. Este aspecto
foi reforcado por Marqueti et al, (2008), que relataram que exercicio com sobrecarga
aumenta a atividade das MMP-2 no musculo s6leo e gastrocnémio de ratos. Mais

tarde, os mesmos autores encontraram diminuicdo das MMP-2 em ratas
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ovariectomizadas e quando associou 0 exercicio resistido em ratas
ovariectomizadas, observou que o exercicio com forca preveniu a reducdo da MMP-
2 induzida pela ovariectomia no musculo s6leo (HORNBERGER E FARRAR, 2004).
Por outro lado, ndo foi encontrada modificacao da atividade das MMP-2, ao longo da
12 semana, apoOs realizacdo de exercicios de alongamento intermitentes, em
musculos soleos de ratos (PEVIANI et al., 2009).

Prestes et al. (2008), observaram que em ratas ovariectomizadas ha reducao
da area de seccdo transversa dos muasculos so6leo e tibial anterior quando
comparado ao grupo sedentario intacto e observou aumento significativo na area de
seccao transversa do musculo séleo e tibial anterior nas ratas ovariectomizadas e
gue realizaram 12 semanas de exercicio de escalada, realizado uma vez a cada trés
dias, as sessOes consistiram de 4 escalas na escada, com 50%, 75%, 90% e 100%
da capacidade maxima, determinada previamente. Durante as escaladas
subseqiientes eram adicionadas 30g até que uma nova capacidade maxima de
carregamento fosse determinada.

No entanto, ainda ndo se sabe o efeito isolado do alongamento nem da
associacao com o treinamento de resisténcia, em ratas osteopénicas, na morfologia

do musculo esquelético.

Efeito da associacdo do exercicio resistido e do alongamento no musculo
esquelético

Kokkonen et al. (2010) sugerem em seu estudo que treinamento de
resisténcia, realizado 3x/ por semana, composto por 3 séries de 8 repeticbes, com
85% de 1RM, associado ao alongamento muscular, realizado 2x/semana, durante
30 minutos, em dias alternados, podem potencializar os ganhos de for¢a, em sujeitos
jovens iniciantes de treinamento com pesos. Embora este estudo néao foi desenhado
para investigar o mecanismo responsavel pelo ganho de forca, os autores sugerem
gue a melhoria da forca esta relacionada com alteracdes morfolégicas, pois as
alteragcbes do alongamento sdo similares ao treinamento de resisténcia, na medida
em que pode induzir hipertrofia muscular, decorrente do aumento sintese de
proteinas e producédo de fatores de crescimento.

Bird et al. (2009) associou o exercicio resistido, realizado 3x/semana,
composto de 2 a 3 séries de 10-12 repeticbes, para grandes grupos musculares,
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utilizando pesos livres e aparelhos, sendo a carga aumentada baseando-se na
escala de Borg, iniciando no nivel 6. E o alongamento muscular de grandes grupos
musculares, com duracdo de 20 segundos, repetindo-se 2 vezes. Ambos 0s
treinamentos foram realizados durante 16 semanas. Foi reportada melhora na
mobilidade e em parametros indiretos de equilibrio em idosos.

Ja Siméo et al. (2001), quando associaram exercicio resistido e alongamento
em mulheres adultas sedentarias, 3x/por semnana, durante 16 semanas,
observaram que somente o treinamento de forca ja foi suficiente para ganhos de
forca e flexibilidade, independente da inclusdo de programas de alongamento.

No entanto, ainda existem duvidas quanto aos mecanismos de adaptacdes
morfolégicas do musculo esquelético, que contribuem para os ganhos de forca e

flexibilidade, em resposta a exercicios de resisténcia e/ou de alongamento muscular.

MATERIAL E METODO

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica em Experimentacio
Animal da Pontificia Universidade Catolica do Parand CEUA n° 203.07 e da
Universidade Federal do Parana n® 23075.010217/2010-30.

O estudo foi analitico experimental, realizado com ratas, desenvolvido no
biotério, no laboratério de Cirurgia Experimental e no laboratdrio de Histologia da
Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUCPR). As fotomicrografias das
laminas histolégicas, contendo as fibras isoladas, para a contagem dos sarc6meros
em série, foram realizadas no laboratério de Ficologia, sob coordenacéo da a Profa
Thelma Veiga Ludwig, do Departamento de Botanica da UFPR, do Setor de Ciéncias
Biolégicas, da Universidade Federal do Parana (UFPR) em Curitiba.

As laminas para mensuracdo da area de secacao transversa das fibras
musculares, foram realizadas no laboratério de patologia experimental da Pontificia
Universidade Catélica do Parand, sob a coordenacdo da técnica Ana Paula
Camargo Martins, assim como a mensuracdo da area de secacgdo transversa das
fibras musculares.

A montagem das fibras musculares isoladas em laminas histologicas e a
contagem do numero de sarcomeros em série foram realizadas no setor Litoral da
UFPR.
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Procedimentos

Os animais foram agrupados e mantidos em gaiolas plasticas padrdo, em
condi¢cdes ambientais controladas (luminosidade: 12 horas de ciclo claro/escuro) com
livre acesso a agua e racdo peletizada, no biotério da PUC/PR. O estudo foi
conduzido segundo as normas internacionais de ética na experimentacdo animal
(National Research Council,1996).

Em todos os procedimentos: ovariectomia e histerectomia e para retirada dos
musculos, os animais de todos 0s grupos estavam sob efeito anestésico obtido
através de injecdo intra peritoneal de Tiopental Sédico (0,025 g/ml) para o
procedimento cirdrgio. Para disseccao dos musculos foi utilizada injecao intra

peritoneal de um coquetel de ketamina (95 mg/kg) e Xylazina (12 mg/kg).

75 RATAS
12 SEMIANAS DE IDADE

N

40 RATAS 35 RATAS
SUBMETIDAS A OH Nzo foram submetidas a nenhum
\ procedimento, apenas mantidas no biotério

75 RATAS
Aguardaram 60 dias no biotério

Divididas em 8 GRUPOS |

OH+

OH OH+ER OH+AL ER+AL C ER AL ER+AL
{n=10} {n=10}) {n=10) (n=10) {n=5}) {n=10} {n=10} {n=10)
]
2

Apos 6 semanas todas as ratas foram ortotanasiadas l

Fluxograma 2: Divisao dos grupos experimentais.

A partir de 20 semanas de idade todos 0s grupos que realizaram os protocolos
de alongamento, exercicio resistido ou ambos, por um periodo de 6 semanas.
Grupo CONT (n=5), as ratas ndo foram submetidas aos procedimentos de

ovariectomia e histerectomia nem aos protocolos de exercicios.
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Grupo OH (n=10), as ratas foram submetidas a ovariectomia e histerectomia,
foi aguardado 60 dias para a inducéo do quadro de osteopenia.

Grupo ALONG (n=10), as ratas foram submetidas apenas ao protocolo de
alongamento muscular, 2x/semana, por 6 semanas consecutivas.

Grupo OH+ALONG (n=10), as ratas foram submetidas a ovariectomia e
histerectomia e foram aguardados 60 dias para a inducdo do quadro de osteopenia.
Em seguida as ratas foram submetidas ao protocolo de alongamento muscular, 2
vezes por semana, durante 6 semanas consecutivas, totalizando 12 sessoes.

Grupo ER (n=10): as ratas foram submetidas apenas ao protocolo de
treinamento resistido, trés vezes por semana, durante 6 semanas, totalizando 18
sessoes.

Grupo ER+ALONG (n=10): as ratas foram submetidas ao protocolo de
exercicio resistido, realizado 3x/semana, e ao protocolo de alongamento,
2x/semana, durante 6 semanas consecutivas, totalizando 30 sessdes.

Grupo OH+ER (n=10): as ratas foram submetidas a ovariectomia e
histerectomia, e ap6s 60 dias foi iniciado o protocolo de treinamento resistido, trés
vezes por semana, durante 6 semanas, totalizando 18 sessoes.

Grupo OH+ER+ALONG (n=10): as ratas foram submetidas a ovariectomia e
histerectomia, 60 dias apds foram iniciados os protocolos de alongamento muscular,
realizado 2x/semana e o protocolo de exercicio resistido, realizado 3x/semana, e ao
protocolo de alongamento, 2x/semana, durante 6 semanas consecutivas, totalizando
30 sessoes.

As ratas de todos os grupos quando completaram 26 semanas de idade foram
submetidas a ortotanésia.

Procedimento cirdrgico experimental

Todos os grupos foram mantidos por 60 dias no biotério. Porém, as ratas dos
grupos OH; OH+ALONG; OH+ER; OH+ER+ALONG foram submetidas a cirurgia de
ovariectomia e histerectomia, com objetivo de cessar a producdo do hormdnio
estrogénio e aguardaram 60 dias (8 semanas) no biotério, para inducdo do quadro
de osteopenia, como descrito por (Kalu, 1991). Durante os 60 dias néo foi realizado
nenhum procedimento experimental. Apds este periodo, as ratas submetidas a
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ovariectomia e histerectomia foram divididas nos seguintes grupos: OH;
OH+ALONG; OH+ER; OH+ER+ALONG. Os protocolos de exercicios foram
realizados por 6 semanas consecutivas. J4 as ratas ovariectomizadas e
histerectomizadas, que nao realizaram nenhum protocolo de exercicio, foram apenas
pesadas semanalmente. Desta maneira, todas as ratas foram ortotanasiadas quando
completaram 26 semanas de idade.

Para iniciar a cirurgia, as ratas foram submetidas a anestesia intraperitoneal
de Tiopental Sodico (0,025 g/ml). Posteriormente, as ratas foram posicionadas em
decubito lateral direito e foi realizada a tricotomia, através de lamina (Feather), 2cm
abaixo da ultima costela. A area tricotomizada foi esterilizada com alcool iodado 5%
e, a seguir foi realizada a incisdo utilizando lamina cirdrgica - AC esterilizada (Med
Blad).

Apés a incisdo foi realizada uma pequena sutura na base uterina, com fio
nylon preto reabsorvivel, seguida pela ovariectomia (retirada do ovéario)
bilateralmente e histerectomia (retirado do Utero). No final do procedimento, foram
realizadas suturas internas (base uterina e musculo) com fio nylon preto reabsorvivel
(ETHICON, 3-0, 70 cm) e suturas externas (pele) com fio de nylon nao reabsorvivel
(ETHICON, 6-0, 45 cm).

Apés a cirurgia, as ratas aguardaram periodo de 60 dias, visando induzir o
guadro de osteopenia, como descrito por (Kalu, 1991).

Protocolo para Promover o Alongamento Muscular

Para se efetuar o alongamento passivo no musculo séleo esquerdo, o animal
foi imobilizado manualmente por um dos pesquisadores enquanto o outro estabilizou
e manteve a articulacao tibio-tarsica em flexao dorsal maxima para alongamento do
musculo séleo esquerdo, com exce¢do de que as ratas ndo foram previamente
anestesiadas (Peviani et al., 2007). Desta forma, foi possivel realizar a técnica de
alongamento muscular mais préximo do fisiol6gico, jA& que o musculo ndo se
encontrava totalmente relaxado como em situacdo de anestesia.

O protocolo de alongamento consistiu em série de 10 repeticbes de 1 minuto
com intervalo de 45 segundos entre cada repeticdo, controlado por meio de um
crondmetro (Technos) (Peviani et al., 2007, Stauber et al., 2002). Os alongamentos
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foram realizados 2 vezes por semana, em dias intercalados, durante 6 semanas
consecutivas, totalizando 12 sessfes de alongamento, sempre no mesmo horario do

dia, isto €, no periodo da manha.

Figura 01: Alongamento manual do musculo séleo. Um dos pesquisadores estabilizando e mantendo articulagao tibio-tarsica

em flexdo dorsal maxima.

Protocolo de Treinamento de Exercicio Resistido (Renno et al., 2007)

O exercicio resistido foi realizado em um compartimento, de 80cm de altura,
30cm de diametro, com aproximadamente 60% do seu conteudo preenchido com
agua aquecida (30°C), demonstrado na Figura 02. Para tal, foi adicionada uma
carga, que variou de acordo com o peso do animal, fixada num colete colocado no

corpo do animal (Renno et al., 2007).

O treinamento dos grupos de animais que realizaram exercicio resistido, foi
estabelecido da seguinte maneira: a carga fixada ao corpo do animal correspondeu
inicialmente a 50% do seu peso corporal, progredindo quinzenalmente até atingir
70% do peso corporal. Para realizar o treinamento resistido, os animais foram
colocados no tanque onde foram realizados os saltos. A carga adicionada ao corpo
do animal ndo permitia que o mesmo boiasse ou nadasse. Desta forma quando o
rato era colocado no tanque as patas traseiras tocavam completamente o fundo do
tanque e em seguida para realizar o salto para atingir a superficie do tanque, era
realizada a contracao excéntrica seguida da concéntrica dos musculos triceps sural
(gastrocnémio e séleo). O protocolo de treinamento foi constituido por 4 séries de 10
saltos, com intervalo de 60s (cronémetro Technos) entre cada série (Renno et al.,
2007). Os treinamentos foram realizados trés vezes por semana (segundas, quartas

e sextas-feiras), durante 6 semanas consecutivas, sempre no mesmo horario do dia.
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Nivel de agua -

jaqueta

il

Direcao
do pulo

Figura 02: llustracdo esquematica do compartimento para treinamento (Renno et al., 2007). llustracdo esquematica da
realizagdo do treinamento resistido, onde foi acoplada uma “jaqueta (colete)” contendo carga no térax do animal, o tanque foi

preenchido com 60% de agua pré aquecida para o animal realizar os saltos.

Ortotanéasia dos Animais e Dissecacao dos Musculos

Todos os animais de todos os grupos, apés o termino do experimento
proposto para cada grupo, foram anestesiados para a dissecacao do musculo séleo
esquerdo e direito. Em seguida e ainda sob efeito anestésico, foi realizada a
ortotanasia com injecdo intracardiaca de KCI (3M). O sucesso da cirurgia foi
verificado por meio de necropsia, na qual foi confirmada a auséncia do Utero e
ovarios.

Durante a dissecacdo, os musculos foram periodicamente gotejados com
solucdo salina (NaCl 0,9%), para evitar ressecamento tecidual. ApGs a dissecacao o
musculo soleo foi pesado isoladamente, por meio de uma balanca analitica de
precisdo (Mettler/Toledo com capacidade minima 10mg e maxima 210g) e lupa
(Olympus). Em seguida os muasculos foram estendidos em uma superficie plana
(isopor) para mensuracdo do comprimento muscular, por meio de um paquimetro
eletrdnico digital (Vonder) e lupa (Olympus). Os musculos séleos direito e esquerdo
foram divididos longitudinalmente, com uma lamina (Feather), em duas partes iguais,
a metade medial foi destinada para a contagem do namero de sarcébmeros em série
e a metade lateral foi processada para a avaliacdo da morfologia das fibras

musculares.
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Procedimento para a contagem do namero de sarcobmeros em série

Para obtencdo de fibras musculares isoladas e avaliacdo do numero de
sarcbmeros em série, a por¢do medial do musculo séleo esquerdo e direito foi fixada
durante 3 horas em glutaraldeido (2,5%) e em seguida mantida durante 2 dias em
acido nitrico (30%). Posteriormente os musculos foram armazenados em solugéo de
glicerol diluida em agua destilada (50%) (Goldspink, 1968).

Em seguida, foram isoladas 10 fibras musculares do ventre de cada musculo
sbleo, através da lupa (Olympus) e de pincas ultra finas (Roney). As fibras
musculares isoladas foram fixadas em lamina histolégica por meio de gelatina-
glicerina (Sigma). Posteriormente foi contado o nimero de sarcémeros em série ao
longo de 300 um em cada fibra muscular, em microscépio de luz (objetiva 100x em
imersao; microscopio Nikon, modelo Eclipse E 200). A quantificacéo foi realizada em
microscopio binocular Olympus mod. BX40 com camera digital DP71 acoplada, em
objetiva de 100x em imersao no laboratério de Ficologia no Departamento de
Botanica do Setor de Ciéncias Biol6gicas da Universidade Federal do Parana
(UFPR).

O numero total de sarcdmeros e o comprimento dos sarcomeros em cada
fibora muscular isolada foram estimados pela correlacdo entre o numero de
sarcomeros identificados em 3 campos de 100 um totalizando 300um ao longo da
fibora muscular e o comprimento total do musculo, como descrito por Williams e
Goldspink (1971). Apesar de haver controvérsias na literatura, nesse estudo, o
comprimento dos sarcomeros ao longo das fibras musculares foi considerado

homogéneo (Matano et al., 1994; Tamai et al., 1989; Tardieu et al., 1977).
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Figura. 03: Fotomicrografia (100x em imers&o) de fibra isolada de musculo soéleo de rata, preparada para contagem do namero
de sarcomeros em série. Tracado representa 100 um, indicando a regido onde foram contados os sarcomeros em série. Setas
indicam os sarcémeros contados.

Procedimentos para Andlise Histolégica
Coloracdo com Hematoxilina/Eosina (HE)

As laminas foram coradas com HE para a avaliacdo morfolégica das fibras
musculares, mensuracdo da area de seccédo transversa das fibras musculares e da
porcentagem de tecido conjuntivo.

Um fragmento foi retirado da metade lateral do ventre do musculo séleo e
fixado com Zenker (12h). Para isso, utilizou-se agua destilada (95 ml), cloreto de
mercurio (5g), bicromato de potassio (2,5g), sulfato de sédio (1g) e acido acético
glacial (5ml).

Posteriormente os fragmentos foram desidratados e diafanizados, seguindo o
protocolo: alcool 70%, 80%, 90%, 95% por 30 min; alcool 100% (I e II) por 30 min e
xilol (1 e 1) por 15 min.

Apés a desidratacao do material, este foi incluido em parafina I, II, lll por uma
hora cada. A parafina foi aquecida a 56°C (I, Il e Ill) até se tornar liquida. A seguir, a
peca foi colocada no fundo da caixa e completada com parafina nova. Foi retirada a
caixa com a peca da estufa deixando-a endurecer em temperatura ambiente e
depois colocada no freezer.

Finalizada a inclusdo, o material foi seccionado em micrétomo (Olympus) em
8um, e posteriormente os fragmentos foram transferidos para laminas histoldgicas.

As laminas foram desparafinizadas por 3 vezes no xilol quente por 5 minutos
cada. Apés mergulhadas em alcool absoluto 3 vezes por 1 minuto cada. Em seguida
mergulhadas em agua de torneira por 5 minutos. As laminas foram deixadas por 8
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minutos na hematoxilina e em seguida lavadas em agua de torneira. Apés foram
deixadas de molho em agua por 5 minutos e em seguidas deixadas por 5 minutos na
eosina. Posteriormente as laminas foram lavadas em agua de torneira e deixadas
por 1 minuto em &lcool 95%. Em seguida as laminas passaram por 3 ciclos de alcool
absoluto com duracao de 1 minuto cada ciclo. Em seguida as laminas passaram por
3 ciclos de xilol com duragédo de 1 minuto da ciclo. Ao término das etapas descritas
acima, as laminas foram montadas e fixadas a laminulas com entellan.

Andlise da area de Seccdo Transversa das Fibras Musculares-ASTFM
(Morfometria)

Para fotomicrografia dos cortes histolégicos foi utilizado o fotomicroscopio de
Luz (Olympus BX50) e capturadas em sistema de video-imagem (camera Sony CCD
IRIS) por meio do Software Image Pro Plus 4.5 no Laboratério de Patologia
Experimental da Pontificia Universidade Catélica do Parana (PUC/PR, Campus
Curitiba).

Em cada musculo, foram mensuradas a area de 100 fibras musculares,
escolhidas de modo aleatério da regido do ventre muscular da seccdo histolégica,
como descrito por Coutinho et al. (2004) e Gomes et al. (2004). A ASTFM foi
mensurada com o auxilio do software UTHSCSA Image Tool 3.0 (desenvolvido na
University of Texas Health Science Center at San Antonio, Texas, e disponivel no

endereco http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html).
¥ oo\ e

Figura 04: Corte histolégico transversal do musculo séleo, corado com HE. Fotomicrografia em objetiva

20x com aumento de x200, para mensuracéo da area de seccdo transversa do musculo s6leo, avaliada no programa
Image Tool. Os simbolos vermelho, amarelo e verde representam: grid contados em uma fibra muscular, pontos
que Determinam a fibra onde serdo contados os grids, respectivamente. Barra=10um.
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Analise dos Resultados

Foram analisadas as seguintes variaveis: peso corporal, peso muscular,
comprimento muscular, nimero de sarcOmeros em série, comprimento dos
sarcbmeros, area de seccao transversa das fibras musculares.

Para testar a homogeneidade e normalidade, foram efetuados os testes
Levene e Shapiro Wilk, respectivamente.

Foi realizada comparacao entre os resultados obtidos nos masculos das patas
esquerdas (alongada e/ou treinada com exercicio resistido) e direita (intacta/ ou
treinada com exercicio resistido) de cada animal, e entre o peso corporal incial e
final, através do teste t pareado, em cada grupo experimental. Os resultados
paramétricos foram comparados entre 0s grupos experimentais por meio da ANOVA
one way post hoc Tukey. Os resultados ndo paramétricos foram comparados através
do Kruskal-Wallis. Os valores foram considerados significativos quando p<0,05.
Todos os resultados estdo descritos como a média + desvio padrao.
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RESULTADOS

Peso Corporal

A amostra apresentou distribuicdo normal (p=0,08, Shapiro Wilk) e nao
homogénea (p=0,03 Levene). Desta forma, os valores de peso corporal foram
considerados ndo paramétricos, logo, a comparacdo entre grupos foi realizada
através do Kruskall Wallis.

Foi observado aumento de peso corporal final em relagdo ao inicial em todos
0s grupos (p<0,05, teste t pareado).

O ganho de peso corporal final do grupo OH+ER+ALONG foi superior ao
ER+ALONG (p=0,02) e ao ER (p= 0,01). Ainda, o grupo OH+ER apresentou peso
corporal final maior quando comparado aos grupos ER+ALONG (p= 0,0001) e ER
(p= 0,00007). No grupo das ratas osteopénicas que realizaram alongamento
(OH+ALONG) encontrou-se peso maior do que o ER+ALONG (p= 0,009) e 0 ER (p=
0,006). O grupo C apresentou peso superior ao ER+ALONG (p= 0,03) e ao grupo ER
(p=0,02). Os resultados estao apresentados na tabela 01.

Tabela 1- Efeito do alongamento e do exercicio resistido no peso corporal das ratas.

GRUPOS PESO INICIAL PESO FINAL DIFERENCA p
(9) (9) RELATIVA (%) Teste t pareado

c’ 247+7 327+17 2414 0,002

ER 215+10 249+27 13+11 0,01

ALONG 219420 298+14 267 0,0001

ER+ALONG 225+10 253+21 1148 0,009

OH 242+13 31048 2243 0,0001

OH+ER 223+14 342+25 35+2 0,0001

OH+ALONG® 236+20 325+24 27+5 0,0001

OH+ER+ALONG” 228+14 317+22 287 0,0001

Tabela 1- Efeito do alongamento e do exercicio resistido no peso corporal das ratas. C=grupo controle intacto; OH= grupo
ovariectomizado e histerectomizado; ALONG=grupo submetido ao alongamento; ER=grupo submetido ao exercicio resistido;
ER+ALONG=grupo submetido ao exercicio resistido e ao alongamento; OH+ALONG= grupo ovariectomizado, histerectomizado
e submetido ao alongamento; OH+ER= grupo ovariectomizado, histerectomizado e submetido ao exercicio resistido;
OH+ER+ALONG= grupo ovariectomizado, histerectomizado e submetido ao exercicio resistido e alongamento. * quado
comparado com 0 ER+ALONG (p=0,02) e com o ER (p=0,01) (kruskal-wallis). - comparado ao grupo ER+ALONG gp=0,0001) e
com o ER (p=0,00007) (kruskal-wallis). * comparado ao ER+ALONG (p=0,03) e ao ER (p=0,02) (kruskal-wallis). * comparado
ER+ALONG (p=0,009) e ao ER (p=0,006) (kruskal-wallis). Os valores est&o respresentados como a médiatdesvio padréo.
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Peso Muscular

A amostra apresentou normalidade (p=0,32 Shapiro) e distribuicdo
homogénea (p=0,05 Levene), logo, os resultados foram considerados paramétricos
e, para comparacgao entre os grupos foi usada a ANOVA post hoc Tukey. Nao foram
encontradas diferencas intragrupos, isto €, entre o séleo direito e esquerdo em cada
grupo (teste t pareado).

O peso muscular do grupo OH+ER+ALONG foi superior quando comparado
ao ER+ALONG (p=0,0006) e ao grupo ER (p=0,01) (ANOVA post hoc Tukey). Ja o
grupo OH+ER foi superior comparado ao grupo ER+ALONG (p=0,0001), ER
(p=0,0002) e ao OH (p=0,005) (ANOVA post hoc Tukey). O grupo OH+ALONG
apresentou peso muscular superior ao grupo ER+ALONG (p=0,0002) e ER
(p=0,004) (ANOVA post hoc Tukey). No grupo ALONG encontrou-se peso muscular
superior ao ER+ALONG (p=0,001) e ER (p=0,02) (ANOVA post hoc Tukey). Os
resultados estdo demonstrados na tabela 02.

Comprimento Muscular

A amostra apresentou distribuicdo normal (p=0,19 Shapiro) e ndo apresentou
homogeneidade (p=0,03 Levene). Desta forma, os resultados foram considerados
ndo paramétricos e as analises entre os grupos foram realizadas através do teste
Kruskall-wallis.

Foi observada diminuicdo do comprimento muscular do séleo esquerdo das
ratas OH quando comparado com o séleo direito (p=0,002, teste t pareado).

O grupo OH+ER+ALONG apresentou maior comprimento muscular quando
comparado ao grupo ER (p=0,02), C (p=0,003), OH+ALONG (p=0,01) e ALONG
(p=0,03) (Kruskall-wallis).

Ja o grupo OH+ER exibiu maior comprimento muscular comparado aos
grupos ER, C, OH+ALONG e ALONG (p=0,03, p=0,04, p=0,02 e p=0,04
respectivamente, Kruskall-wallis). Os resultados estdo descritos na tabela 02.
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NUmero Total de Sarcomeros em Série

A amostra apresentou normalidade (p=0,23 Shapiro) e homogeneidade
(p=0,15 Levene). Assim, os valores foram considerados paramétricos sendo as
comparacdes entre grupos realizadas por meio da ANOVA, post hoc Tukey.

As ratas submetidas a ovarectomia/histerectomia, exercicio resistido e ao
alongamento muscular (OH+ER+ALONG) apresentaram maior numero de
sarcbmeros em série comparado ao grupo C (p=0,001), OH+ALONG (p=0,001) e ao
grupo ALONG (p=0,02) (ANOVA post hoc Tukey).

O grupo submetido a ovarectomia/histerectomia (OH) apresentou maior
namero de sarcémeros comparado ao ER (p= 0,007), ER+ALONG (p=0,017), C (p=
0,0003), OH+ALONG (p=0,0002) e ALONG (p=0,003) (ANOVA post hoc Tukey). Os
resultados estao apresentados na tabela 02.

Comprimento dos Sarcomeros

A amostra apresentou distribuicdo normal (p=0,11 Shapiro Wilk), no entanto
nao foi homogenia (p=0,000013 Levene).

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas no
comprimento dos sarcomeros tanto na comparacao entre os grupos (Kruskall-wallis)

como intra grupos (teste t pareado). Os resultados estao descritos na tabela 02.
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Tabela 2 - Efeito do alongamento e do exercicio resistido no peso muscular (PM) em
gramas (g), comprimento muscular (CM) em milimetros (mm), estimativa do niumero total de

sarcomeros em serie (ENSS) e comprimento dos sarcomeros (CS) em micrémetros (um) do

musculo séleo das ratas.

GRUPOS PM (g) CM (mm) ENSS CS (um)

C SD 0,12+0,01 21,50+2,77 10.131+1176 2,12+0,09
SE 0,13+0,02 21,28+3,01 10.101+1277 2,07+0,49

Teste't 0,6 0,8 0,9 0,7
ER SD 0,11+0,01 21,96+1,64 10.904+1003 2,0610,15
SE 0,11+0,01 21,57+1,88 11.070+1216 1,99+0,16
ALONG SD 0,14+0,02 21,56+2,83 10.259+1696 2,0310,18
SE 0,14+0,02* 21,70+0,76 10.837+662 1,99+0,10

Teste't 0,4 0,8 0,3 0,6
ER+ALONG SD 0,11+0,02 21,90+2,90 9.934+895 2,2610,24
SE 0,10+0,01 23,80+1,94 11.303+1581 2,02+0,08

Teste't 0,06 0,07 0,2 0,09
OH SD 0,12+0,006 27,77+2,06 14.222+1490,87 2,000,29
SE 0,12+0,004 26,36+2,01 14.090+1939,64’ 1,92+0,34

Teste't 0,8 0,002 0,8 0,3
OH+ER SD 0,16+0,02 29,1+2,92 14375+782 2,060,30
SE 0,160,022 26,5+1,90° 12.219+417 2,08+0,07

Teste't 0,7 0,28 8,35 0,8
OH+ALONG SD 0,15+0,02 21,7+2,80 10.695+1941 2,11+0,31
SE 0,15+0,01° 21,42+3,29 9.973+1560 2,19+0,23

Teste't 0,7 0,7 0,05 0,3
OH+ER+ALONG SD 0,1620,02 26,6+2,06 13.827+961 1,94+0,06
SE 0,15+0,02* 27,1+2,28° 13.540+1400° 2,02+0,16

Teste t 0,06 0,5 0,6 0,1

)

SD= séleo direito; SE: soéleo esquerdo. C=grupo controle intacto; OH= grupo ovariectomizado e histerectomizado;
ALONG=grupo submetido ao alongamento; ER=grupo submetido ao exercicio resistido; ER+ALONG=grupo submetido ao
exercicio resistido e ao alongamento; OH+ALONG= grupo ovariectomizado, histerectomizado e submetido ao alongamento;
OH+ER= grupo ovariectomizado, histerectomizado e submetido ao exercicio resistido; OH+ER+ALONG= grupo
ovariectomizado, histerectomizado e submetido ao exercicio resistido e alongamento. Valores apresentados em media e
desvio-padrdo. ' comparado ao ER+AL (p=0,001) e ER (p=0,02) post hoc Tukey. > comparado ER+AL (p=0,0001), grupo ER
p=0,0002) e ao OH (p=0,005) post hoc Tukey. * comparado aos grupos ER+AL (p=0,0002) e ER (p=0,004) post hoc Tukey.
comparado ao ER+AL (p=0,0006) e ER (p=0,01) post hoc Tukey. > comparado aos grupos ER (p=0,03), C (p=0,04), OH+AL
(p=0,02) e AL (p=0,04) Kruskall-wallis. ® comparado ao ER (p=0,02), C (p=0,003), OH+AL (p=0,01) e AL (p=0,03) Kruskall-
wallis. ” comparado aos grupos ER (p=0,007), ER+AL (p=0,017), C (p=0,003), OH+AL (p=0,0002) e AL (p=0,003) post hoc
Tukey. ® comparado ao C (p=0,001), OH+AL (p=0,001) e AL (p=0,02) post hoc Tukey.

Area de Seccéo Transversa das Fibras Musculares (ASTFM)

A amostra apresentou distribuicdo normal (p=0,11 Shapiro) e homogenia
(p=0,41 Levene). Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa intra
grupo (teste t pareado).

As ratas submetidas a ovarectomia e histerectomia (OH) apresentaram area
de seccdo transversa do muscuo sb6leo menor comparada a todos 0s grupos:
OH+ER+ALONG (p=0,0001), OH+ER (p=0,0001), ER+ALONG (p=0,01), ER (p=
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0,0002), OH+ALONG (p=0,0008), ALONG (p=0,0001) e C (p= 0,002) (ANOVA post
hoc Tukey).

Tabela 03 — Efeito do alongamento e exercicio resistido na area de seccdo

transversa das fibras musculares do soéleo.

GRUPOS SOLEO DIREITO SOLEO ESQUERDO Teste't

C 21394226 22764275 0,4
ER 2131+302 2173+426 -

ALONG 2483+226 2393+117 0,3
ER+ALONG 2027+193 1952+335 0,6
OH* 1385+274 1396220 0,9
OH+ER 2254+248 2213+230 0,6
OH+ALONG 2170+400 2096423 0,6
OH+ER+ALONG 2235+318 2302+284 0,5

*comparado ao OH+ER+AL (p=0,0001), OH+ER (p=0,0001), ER+AL (p=0,01), ER (p=0,0002), OH+AL (p=0,0008), AL
(p=0,0001) e C (p=0,002).
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DISCUSSAO

Todos os grupos apresentaram ganho de peso corporal compativel com o
crescimento normal do animal. No entanto, o0 ganho de peso corporal das ratas
submetidas a ovariectomia e histerectomia associada aos protocolos de exercicios
foi superior quando comparado aos grupos que apenas realizaram exercicios (ER
e/ou Along).

Estes resultados demonstram que o protocolo de exercicio resistido isolado
ou associado ao alongamento interferiu de maneira diferente no ganho de peso
corporal nas ratas intactas e nas ovariectomizadas e histerectomizadas. Deste
modo, os protocolos de exercicios realizados com as ratas intactas impediram o
ganho de peso corporal normal.

Este menor ganho de peso corporal poderia ser atribuido ao protocolo de
exercicio resistido, realizado 3x/semana, ou a sua associacao com o alongamento,
realizados 5x/semana, porque nas ratas submetidas somente ao alongamento
(2x/semana) foi encontrado ganho de peso similar ao grupo controle. Assim, a
frequéncia de intervencédo entre 3-5x/semana pode ter interferido no ganho de peso
do animal. Porém, estes protocolos de exercicios realizados nestas frequéncias (3-
5x/semana) nao prejudicaram o ganho de peso corporal das ratas ovariectomizadas
e histerectomizadas, sugerindo aumento de gordura corporal devido ao
hipoestrogenismo (MATSUDO et al., 2000).

O ganho no peso corporal e o acumulo da gordura corporal parecem resultar
de um padrdo entre mudancas na dieta e na reducdo do nivel de atividade fisica,
relacionados com a idade ou a interacdo entre esses fatores (MATSUDO et al.,
2000; ROUBENOFF & HUGHES, 2000; FORBES et al., 1999). Portanto, estes
estudos poderiam explicar o fato das ratas que realizaram exercicios em maior
frequéncia semanal (3-5x/semana), apresentarem peso corporal inferior ao grupo
controle, que néo realizou nenhum tipo de exercicio.

No entanto, no sexo feminino, a gordura corporal total acontece,
preferencialmente, por acumulo de gordura corporal interna e intramuscular
(MATSUDO et al., 2000). Essas mudancas parecem ser 0 padrdo mais provavel de
comportamento da adiposidade corporal com o processo de envelhecimento
(MATSUDO, 2000; HUGHES, 2002). Desta forma, este processo poderia explicar o

aumento de peso corporal e muscular das ratas ovarectomizadas e
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histerectomizadas e submetidas ao exercicio resistido ou a sua associa¢cdo com o
alongamento, comparado com as ratas intactas submetidas aos mesmos protocolos
de exercicios.

O aumento do peso muscular apresentado pelos grupos submetidos a
ovarectomia e histerectomia e que realizaram exercicio resistido, alongamento ou
ambos, comparado com as ratas que apenas realizaram os protocolos de exercicios,
pode estar relacionado com a cessacdo do hormbénio estrégeno, como também
observada por outros autores (RENNO et al., 2007). O hormdnio estrogénio é
responsavel pela homeostase estrutural dos fluidos do corpo, logo, o aumento de
peso muscular pode ser atribuido ao acumulo de gordura no permisio, endomisio,
como observado em musculos sarcopénicos (MOREIRA et al., 2005). Logo, os
protocolos de exercicios realizados ndo foram suficientes para impedir o ganho de
peso muscular em ratas ovarectomizadas e histerectomizadas.

O aumento de peso corporal e muscular pode ter favorecido ao aumento do
comprimento muscular e numero de sarcbmeros em série, nas ratas
ovarectomizadas e histerectomizadas, que realizaram exercicio resistido ou sua
associacdo com o alongamento. Este desfecho sugere que a sobrecarga de peso
corporal associada a carga, durante a execucdo do exercicio resistido, poderia ter
induzido a sarcomerogénese.

Trabalhos experimentais identificaram que o musculo aumentava seu
comprimento através da adicao de sarcémeros ao longo das fibras musculares, com
consequente ganho de peso e aumento de sintese protéica (GOLDSPINK, 1968 e
WILLIAMS and GOLSPINK, 1971; GUNST et al., 2001; GAJDOSIK, 2001). Assim, as
fiboras musculares esqueléticas podem se adaptar de acordo com a demanda
funcional, com provavel remo¢do ou adicdo do numero de sarcémeros em série
(TABARY et al., 1972).

Desta forma, o aumento do peso corporal e muscular, do comprimento
muscular e do nimero de sarcébmero em série Nnos grupos ovarectomizados e
histerectomizados, que realizaram exercicio resistido ou sua associacdo com 0
alongamento muscular, pode ser atribuido ao aumento da demanda que o muasculo
séleo foi submetido. Tabary et al., (1972) verificou que quando o muasculo séleo foi
imobilizado em posi¢édo de encurtamento, ocorreu diminuigdo de 40% no numero de

sarcomeros em série e quatros semanas apos a retirada da imobiliza¢ao, isto €, com
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a permanéncia dos ratos livres na gaiola, 0 musculo séleo apresentou numero de
sarcomeros similar ao grupo controle ndo imobilizado, o que se conclui que o
musculo responde de acordo com a demanda funcional imposta a ele.

O presente estudo mostrou que a diminuicdo do hormonio de estrogénio em
ratas ovarietomizadas e histerectomizadas, diminuiu a area de seccao transversa
das fibras musculares do séleo, isto é, induziu a sarcopenia. Além disso, quando se
comparou as ratas ovarectomizadas e histerectomizadas as que realizaram exercicio
resistido e/ou alongamento muscular, observou-se que 0s protocolos de exercicios
realizados foram capazes de prevenir a sarcopenia.

Outros autores também reportaram que a ovariectomia e histerectomia foi
prejudicial para a fungéo contratil no musculo séleo de ratas e que a diminuigdo de
concentracfes de estradiol afeta o musculo esquelético (MORAN et al., 2006). Ja
McClung et al. (2006) observaram que em ratas ovariectomizadas e em seguida
mantidas em gaiola para deambulacdo normal houve comprometimento da
recuperacdo da ASTM comparado a ratas que foram submetidas a suspenséo dos
membros superiores. Ainda, estes autores observaram que a massa muscular do
musculo séleo voltou a se recuperar em torno do 7° dia de recuperagdo em animais
intactos, enquanto que na OVX a massa muscular ndo se alterou até o 14° dia. Nas
ratas OVX a ASTM permaneceu 42% inferior a ratas intactas.

Ja Prestes et al. (2008), observaram diminuicdo de proteinas relacionadas com
o remodelamento tecidual, as metaloproteases-2 (MMP-2), em ratas
ovariectomizadas e histerectomizadas.

Kokkonen et al. (2010) avaliaram os efeitos da associacdo do exercicio
resistido com o alongamento muscular, em dias alternados, isto €, no dia em que foi
realizado o treinamento de for¢a, ndo foi realizado o alongamento e vice-versa, na
forga muscular de sujeitos jovens iniciantes no treinamento de for¢a. Foi encontrado
aumento da forca muscular nos sujeitos que realizaram o treinamento de for¢a e o
alongamento, quando comparado com 0s sujeitos que apenas realizaram o
treinamento de forca. Estes autores sugerem que os ganhos de forca podem estar
relacionados com alteracdes morfolégicas, decorrentes do aumento na sintese

proteica, no comprimento muscular, no nimero de sarcomeros em série e na area
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de seccéao transversa das fibras musculares (KOKKONEN et al. 2010; COUTINHO et
al., 2004).

No presente estudo, foi encontrado aumento do nimero de sarcémeros em
série em ratas ovariectomizadas, histerectomizadas e submetidas a associacao do
exercicio resistido com o alongamento. Além disso, os protocolos de exercicio, tanto
em ratas ovariectomizadas e histerectomizadas como nas ratas intactas, foram
suficientes para prevenir a perda da area de seccdo transversa das fibras
musculares.

Swank et al., (2003) observaram aumento de amplitude de movimento de
idosos que realizaram a associacao do exercicio de alongamento com carga (0,45-
1,35Kg), quando comparado aqueles que realizaram apenas exercicios de
alongamento. Desta forma, os ganhos de peso e comprimento musculares e
aumento do numero de sarcOmeros em série, identificados nos grupos
ovarectomizados e histerectomizados, que realizaram exercicio resistido ou sua
associacdo com o alongamento muscular, poderiam, respeitando as limitagcdes, ser
extrapolados para os ganhos encontrados por Swank et al. (2003). Portanto, estes
achados sugerem que o alongamento associado a carga pode aumentar a
sarcomerogénese de musculos na auséncia do horménio estrogénio.

Marqueti et al., (2008), encontraram diminuicdo das MMP-2 em musculo séleo
de ratas ovariectomizadas, porém, quando as ratas foram submetidas ao exercicio
resistido, a redu¢cdo de MMP-2 foi minimizada. Por outro lado, ndo foi encontrada
modificacdo da atividade das MMP-2, ao longo da 1% semana, ap0s realizacdo de
exercicios de alongamento intermitentes, em musculos so6leos de ratos (PEVIANI et
al., 2009).

No presente estudo, ndo foram realizadas andlises moleculares, como por
exemplo, para avaliar as MMP-2, expressao de genes relacionados a sarcopenia e
hipertrofia. Assim, sugere-se que para estudos futuros sejam investigados os
mecanismos celulares e moleculares responsaveis pela sarcomerogénese e
sarcopenia induzidas em ratas, na auséncia do hormonio estrogénio, submetidas a

protocolos de alongamento e/ou exercicio resistido.
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CONCLUSAO

A ovariectomia e histerectomia induziu sarcopenia. Porém, os protocolos de
exercicios propostos preveniu a perda da area de seccdo transversa das fibras
musculares. A sobrecarga do peso corporal associada ou ndo ao exercicio resistido
com o alongamento favoreceu a sarcomerogénese em ratas osteopénicas. Ja em
ratas intactas, os protocolos de exercicios ndo causaram modificacdo em série nem

em paralelo.
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