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RESUMO 

Os exercícios de alongamento são frequentemente recomendados para a pessoa 
idosa e têm-se mostrado como uma técnica capaz de melhorar a amplitude de 
movimento, o equilíbrio, padrão da marcha, capacidade funcional e diminuir o risco 
de quedas. Porém, ainda não se sabe quais os efeitos agudos histológicos e 
moleculares no músculo esquelético, decorrentes dos exercícios de alongamento em 
idosos. Dessa forma, o objetivo da presente pesquisa foi avaliar os efeitos agudos 
do alongamento passivo estático na histomorfometria muscular, imunomarcação e 
expressão gênica no músculo sóleo de ratas idosas. Foram utilizadas 15 ratas 
idosas, com 26 meses, divididas em grupo alongamento e grupo controle. O 
protocolo de alongamento consistiu em alongamento mecânico passivo do músculo 
sóleo esquerdo, composto de uma série de 4 repetições de 1 minuto, com intervalo 
de 30 segundos entre as repetições, realizado 3 vezes por semana, durante uma 
semana. Para realização do protocolo, as ratas foram sedadas por via inalatória com 
isoflurano, inclusive as pertencentes ao grupo controle. No 6º dia do experimento, as 
ratas foram anestesiadas para a retirada do músculo sóleo esquerdo e 
posteriormente eutanasiadas. Foi realizada pesagem da massa corporal inicial e final 
e massa absoluta do músculo sóleo. A massa muscular relativa ao peso corporal foi 
estimada. A morfologia do músculo sóleo foi avaliada com microscopia de luz, em 
cortes histológicos transversais, corados com hematoxilina e eosina. A área de 
secção transversa das fibras musculares foi mensurada por meio do Programa 
Image J versão 1.45q. Foi realizada imunohistoquimica para análise da marcação de 
TNFα, TIMP-1, TGFβ-1, Colágeno tipo I e tipo III no músculo sóleo. A expressão dos 
genes TGFβ, Colágeno tipo I e tipo III foram analisados pela técnica de PCR em 
Tempo Real. Para a comparação entre a massa corporal inicial e final foi utilizado o 
teste t pareado. Para a comparação entre os grupos foi aplicada ANOVA one way 
para dados paramétricos e para não paramétricos o Kruskall-Wallis. Verificou-se 
menor área de secção transversa das fibras musculares quando se comparou o 
grupo alongamento com o controle (4148 ± 1568 µm2 vs 5032 ± 2125 µm2; p=0,001, 
Kruskall Wallis); menor porcentagem de imunomarcação do colágeno tipo I por área 
de fibra muscular (1,41±1,21% vs 1,67±1,91% p=0,01, Kruskal-wallis), maior 
porcentagem de imunomarcação de TNFα (0,12±0,11% vs 0,07±0,08%, p=0,04, 
Kruskall Wallis)e colágeno tipo III (7,06±6,88% vs 4,92±5,30%, p=0,01, Kruskal 
Wallis). O TGFβ-1 apresentou menor porcentagem de imunomarcação (1,60±1,69% 
vs 1,90 ± 2,85%, p=0,04, Kruskal-wallis) e expressão gênica (0,83±0,89 vs 
4,47±5,65 UA, p=0,0001,ANOVA one way) em relação ao grupo controle. Não foi 
encontrada diferença significativa na massa muscular absoluta e relativa, marcação 
imunopositiva de TIMP-1 e expressão gênica de Colágeno I e III entre os grupos. Os 
efeitos agudos do exercício de alongamento causaram hipotrofia muscular 
esquelética, no entanto, fatores envolvidos com o remodelamento da matriz 
extracelular indicaram efeito anti-fibrótico, no músculo esquelético de ratas idosas.  

Palavras-chave: Exercício de alongamento muscular, sarcopenia, envelhecimento, 
matriz extracelular, ratas, expressão gênica, histomorfometria. 
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ABSTRACT 

 
The muscle stretching exercises are usually recommended to elderly people, and it 
has been seen as able to improve the balance, gait pattern, increase range of motion 
and functional capacity and decrease the risk of falls. Considering that stretching 
exercise induces skeletal muscle and connective tissue adaptation we aimed to 
evaluate the effect of acute passive stretch on aged soleus muscle on muscle 
histomorphometry, immunohistochemistry and gene expression. Fifteen old female 
rats, with 26 months, were separated in stretching group and control group.The 
stretching protocol consisted of 4 repetitions each of 1 minute with 30 seconds 
interval between sets, 3 times a week during 1 week, on the left soleus muscle. The 
rats were anesthetized with isoflurane inhalation, including the control group. At the 
6th day of the experiment, the rats were anesthetized to remove soleus muscle and 
then euthanized. Initial and final body weight and absolute weight of the soleus 
muscle were evaluated. The relative muscle mass was also identified. The soleus 
muscle was stained with hematoxylin and eosin and was analyzed morphologically 
by light microscope. The cross sectional area of muscle fiber was assessed by Image 
J 1.45q software. Immunohistochemistry for quantification of TNFα, TGF-β1, type I 
and type III collagen and TIMP-1 and gene expression by PCR Real Time for 
quantification of TGFβ-1, type I Collagen and type III Collagen were performed. The 
statistical analysis was the paired t-test, ANOVA one way test for parametric and 
Kruskal-Wallis test for nonparametric data.The stretching group showed smallest 
cross-sectional area of muscle fibers when compared to the control group (4148 ± 
1568 µm2 vs 5032 ± 2125 µm2; p=0,001, Kruskall Wallis), less type I collagen 
percentage of immunostain (1,41±1,21% vs 1,67±1,91% p=0,01, Kruskal-wallis), 
largest TNFα percentage of immunostain (0,12±0,11% vs 0,07±0,08%, p=0,04, 
Kruskall Wallis) and type III collagen percentage of immunostain (7,06±6,88% vs 
4,92±5,30%, p=0,01, Kruskal Wallis), and lower TGF-β1 percentage of immunostain 
per soleus muscle fiber area (1,60±1,69% vs 1,90 ± 2,85%, p=0,04, Kruskal-wallis) 
and gene expression (0,83±0,89 vs 4,47±5,65 UA, p=0,0001,ANOVA one way). 
There was no significant difference in relative and absolute muscle mass, TIMP 
percentage of immunostain and gene expression of collagen I and III between 
groups. The acute effect of muscle stretching was muscle atrophy, however, the 
factors involved in the extracellular matrix remodeling showed anti-fibrotic effect in 
muscle of aged rats. 
 
Key words: Muscle stretching exercise, sarcopenia, aging, extracellular matrix, rats, 
gene expression, histo morfometry  
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1. INTRODUÇÃO 

 

O declínio físico relacionado ao sistema musculoesquelético durante o 

processo de envelhecimento pode acarretar prejuízos no desempenho das 

habilidades motoras, funcionalidade e equilíbrio (SANTOS et al., 2009; CASEROTTI, 

2010). A diminuição da mobilidade é uma das maiores causas das disfunções 

musculoesqueléticas relacionadas ao envelhecimento e é determinante para a 

diminuição da massa muscular denominada sarcopenia, da força muscular 

denominada dinapenia e do equilíbrio, denominada presbiastasia (LANG et al.,2010; 

CLARK; MANINI, 2010; GALLON et al., 2011; RUWER et al., 2005; CALLISAYA et 

al.,2009). 

Sarcopenia é uma síndrome multifatorial que envolve mudanças na 

morfologia e função muscular em resposta a alterações no balanço oxidativo, 

processo inflamatório, nível de atividade física e estado nutricional (GUNN; 

LEWANOWSKI, 2013; MENG; YU, PARK; PROLA,2005; NILWIK et al, 2013). Afeta 

diretamente a arquitetura muscular reduzindo a área de secção transversa, 

comprimento das fibras musculares, volume e ângulo de penação dos músculos, 

além da reduzir a capacidade de produzir força (BAPTISTA; VAZ, 2009).  

O processo de envelhecimento pode vir acompanhado de redução da 

síntese de proteínas musculares esqueléticas e aumento nas concentrações de 

mediadores inflamatórios, fenômeno conhecido como inflammaging (CALDOW et 

al,2012; PEAKE et al,2010; OGAWA et al,2010). 

 Inflammaging é definido como o estado de inflamação crônica, de pequena 

intensidade, sistêmico e sub-clínico, caracterizado por aumento em até quatro vezes 

nas concentrações circulantes de citocinas pró inflamatórias (ROCHA et al, 2010; 

SIMPSON et al,2012).  

Porém, é necessário o equilíbrio na concentração de citocinas, uma vez que a 

elevação das concentrações ainda que moderada, pode contribuir para diminuição 

de força e massa muscular, como já observado em ratos idosos saudáveis (RIEU et 

al,2009; NICKLAS; BRINKLEY,2009). 
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A sarcopenia parece ser resultante da produção exacerbada de citocinas pró-

inflamatórias como a interleucina 1 beta (IL-1β) e fator alfa de necrose tumoral 

(TNFα) (ROCHA  et at,2010; VOLTARELLI et al, 2007). TNFα é capaz de ativar a 

caspase-8, a qual ativa a capase-3, iniciando então a cascata da apoptose, sendo 

que a caspase-3 parece ser capaz de degradar o complexo actina-miosina 

(VOLTARELLI, et al,2007; TEIXEIRA et al, 2012). Portanto, a via da apoptose 

sinalizada por TNFα parece desempenhar papel significativo na sarcopenia 

(MARZETTI et al,2010; MENG; YU,2010; PEAK et al,2010).  

Foi verificado que TNFα estimulou a apoptose em maior grau em células 

musculares de ratos idosos do que jovens, sugerindo que a sensibilidade para o 

TNFα aumenta com a idade (PEAKE et al,2010). Ainda, espécies reativas de 

oxigênio parecem atuar como segundo mensageiros para a sinalização de TNFα no 

músculo esquelético (MENG; YU, 2010), agindo assim como um indutor importante 

da atrofia muscular (SALVINI et al,2006; MENG; YU,2010, MUSSARO et al,2010). 

 Além da perda de massa muscular, o músculo envelhecido exibe ainda 

aumento de tecido conjuntivo e adiposo (BUFORD et al 2012, IMAMURA et al,1999). 

Esse aumento do tecido conjuntivo é responsável pela fibrose do tecido muscular 

idoso e pode estar relacionada com o aumento das concentrações de colágeno na 

matriz extracelular (ARTHUR; COOLEY, 2012; GILLIES; LIEBER, 2011). 

Um mecanismo promotor da fibrose é a ativação do Fator Beta 

Transformador de Crescimento (TGFβ) latente (LIU, et al, 2010). Foi relatado que o 

músculo envelhecido apresenta concentrações elevadas de TGFβ, o que afeta 

negativamente a regeneração do músculo e induz a transformação de células 

miogênicas em fibróticas, após lesão (SAKUMA; YAMAGUCHI, 2012; BURKS; 

COHN, 2011).  

Para prevenção e tratamento da sarcopenia tem sido recomendada a 

realização de exercícios físicos (IMAMURA et al,1999; SHAI et al,2008;). A prática 

regular de exercício é considerada intervenção não medicamentosa, com amplos 

benefícios sobre sistemas fisiológicos que exibem deterioração funcional e estrutural 

com o envelhecimento (ACSM, 2009). Tem sido sugerido que o alongamento ou 
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contração muscular possuem papel no desenvolvimento e manutenção da massa 

muscular (SQUECCO et al, 2008). Temaki et al (2014) afirmam que prescrições 

específicas para a prevenção e tratamento da sarcopenia ainda permanecem 

incertas, embora o alongamento moderado e nutrição rica em proteína parecem 

prover evidências favoráveis. Recentemente foi relatado que a combinação de 

treinamento de resistência progressiva e ingestão de proteína incluída na dieta ou 

sob forma suplementada são suficientes para minimizar a sarcopenia (MONTORO et 

al,2015; GOISSER et al,2015). Ainda de acordo com Phu et al (2015) o exercício 

pode ter efeitos benéficos sobre os mecanismos que causam a sarcopenia, o que 

inclui a redução da inflamação, aumento das células satélites e redução da 

infiltração de gordura.    

Os exercícios físicos tais como alongamento ou exercício excêntrico, 

comparado a contrações concêntricas, provém significativa fonte de estresse 

mecânico ao músculo, que pode resultar em mudanças na morfologia muscular, 

incluindo o remodelamento da matriz extracelular e hipertrofia (BOPPART et al,2001; 

GILLIES et al,2011). Além disso, o alongamento muscular tem sido considerado 

como um estímulo para o aumento no comprimento muscular em série (longitudinal), 

na área de secção transversa das fibras musculares, na expressão de fatores 

regulatórios miogênicos e melhora da orientação das fibras colágenas em ratos 

(COUTINHO et al, 2004;COUTINHO et al, 2006;SALVINI et al, 2006; SECCHI et 

al,2008;CAÇÃO-BENEDINI et al, 2013; FOWLES et al,2000; GOMES et al,2006; 

PEVIANI et al,2007).  

Essas respostas do músculo esquelético ao estimulo mecânico do exercício 

de alongamento só acontecem mediante o envolvimento de moléculas extracelulares 

sinalizadas por meio da mecanotransdução (DE DEYNE, 2001; GOMES et al, 2006). 

A mecanotransdução promove ainda respostas na matriz extracelular as quais 

causam seu remodelamento o que é dependente da ação coordenada da 

degradação e síntese de componentes da matriz (PEVIANI et al, 2009). As 

metaloproteinases da matriz (MMPs) desempenham papel importante no 

remodelamento, pois atuam na degradação de componentes da MEC e são 
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controladas pelos inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPs) (VU; VERB, 

2000; PEVIANI et al, 2009).  

Apesar de estudo recente não ter observado modificação da 

metaloproteinase de matriz 2 (MMP-2) após uma semana de exercício de 

alongamento em ratos jovens, ainda não se sabe os efeitos das MMPs e dos TIMPs 

após exercício de alongamento em ratos idosos (PEVIANI et al, 2009). 

Dessa forma, a investigação dos genes e proteínas envolvidos no trofismo 

do músculo idoso, após exercício de alongamento é importante para a compreensão 

dos efeitos agudos e das vias envolvidas nos processos de remodelamento da 

matriz extracelular. 

Ainda, o uso de modelos animais beneficia essas investigações, tendo em 

vista que a maioria das alterações que contribuem para o envelhecimento muscular 

em humanos é mimetizada em roedores (DEMONTIS et al, 2013).  

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos agudos do 

alongamento mecânico passivo estático, na histomorfometria, imunomarcação e 

expressão gênica do músculo sóleo de ratas idosas.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Mecanismos relacionados ao envelhecimento do músculo esquelético 

Os avanços da saúde no que se refere à prevenção e o tratamento de 

doenças tem gerado aumento da longevidade e da expectativa de vida (BAPTISTA 

& VAZ, 2009). O envelhecimento é processo complexo regulado em múltiplos níveis, 

incluindo o genético, molecular, celular, orgânico e sistêmico (CALVO et al , 2010). 

O envelhecimento é acompanhado por declínio progressivo na massa e 

força muscular o que pode levar à diminuição da funcionalidade (BALLAK et al,2014; 

DEMONTIS et al, 2013; WALSTOM et al, 2006; ARTHUR;COOLEY,2012). A perda 

da força e potência muscular podem contribuir para o aumento da probabilidade de 

quedas e diminuir a independência em idosos (WELLE, 2002).  

Sarcopenia é síndrome multifatorial desenvolvida a partir de mudanças na 

morfologia do músculo, estresse oxidativo e inflamação, redução do nível de 

atividade física, sedentarismo e nutrição (GUNN; LEWANOWSKI, 2013; MENG; YU, 

2010; PARK; PROLA, 2005; NILWIK et al, 2013). Afeta diretamente a arquitetura 

muscular, reduzindo a área de secção transversa, comprimento das fibras 

musculares, volume e ângulo de penação dos músculos, além da visível redução da 

capacidade de produzir força (BAPTISTA; VAZ, 2009). 

A sarcopenia é percebida inicialmente nas extremidades inferiores, que pode 

estar relacionada com a redução do nível de atividade física relacionada com o 

avançar da idade e/ou a diminuição de unidades motoras mais pronunciada nos 

músculos dos membros inferiores comparada com os músculos dos membros 

superiores (ARTHUR; COOLEY, 2012; NILWIK et al, 2013; KOOPMAN; 

LOON,2009). As fibras musculares tipo IIb são preferencialmente reduzidas e podem 

ainda apresentar inflamação, infiltração por tecido adiposo, fibrose e decréscimo da 

capilarização (DEMONTIS, et al, 2013; NILWIK et al, 2013; KOOPMAN; LOON, 

2009). 

A diminuição progressiva de massa e função muscular no envelhecimento é 

importante aspecto da fragilidade, sendo responsável pela apresentação clinica de 

perda de peso, fraqueza e dificuldade na locomoção do idoso (DEMONTIS, et al, 
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2013; PIETRANGELO et al, 2009), apresentadas na figura 01. A redução da massa 

muscular se inicia aproximadamente na 4ª década de vida e se acelera 

principalmente após os 75 anos (ACSM, 2009; PIETRANGELO, et al, 2009; 

ARTHUR; COOLEY, 2012; WU et al, 2011; DEMONTIS et al, 2013). Aos 80 anos, a 

capacidade de geração de força é aproximadamente 60% da capacidade de força 

mostrada aos 20-30 anos e o idoso pode ficar mais susceptível a síndrome da 

fragilidade (BALLAK et al, 2014).  

 

Figura 01: Alterações moleculares, fisiológicas e declínio funcional que levam a fragilidade (adaptado 
de WALTONS et al, 2006). IL-6: Interleucina 6; DNA: Ácido desoxirribonucleico; IGF-1: Fator de 
crescimento tipo 1 semelhante a insulina.  

 

Ainda, existe declínio na síntese proteica muscular com o envelhecimento 

em humanos (NAIR, 2005).  O balanço proteico deriva de processos anabólicos 

(síntese) e catabólicos (degradação). Se o processo anabólico é predominante, o 

músculo tende a hipertrofia, e se o processo catabólico predominar o músculo tende 

a atrofia (PIETROANGELO et al, 2009; WU et al, 2011; KOOPMAN; LOON,2009). 

Os sistemas proteolíticos que contribuem para a perda de massa muscular são o 

sistema calpaina cálcio dependente, protease lisossomal (catepsinas), via de 

sinalização das caspases e sistema ubiquitina proteassoma (JACKMAN; 

KANDARIAN, 2004; LIU, 2011; MACHADO et al, 2009). 

Durante o processo de degradação proteica, as proteínas são marcadas pela 

proteína ubiquitina, e posteriormente são degradadas no proteassoma por 
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proteólise. A via de degradação proteassomica é essencial para muitos processos 

celulares, incluindo o ciclo celular, regulação da expressão de genes e também 

respostas ao estresse oxidativo (PIETROANGELO, et al, 2009). O sistema 

ubiquitina-proteassoma é o mais importante na proteólise muscular. A ubiquitinação 

consiste numa modificação pós-traducional reversível que forma uma ligação 

isopeptídica entre a ubiquitina e a proteína-substrato e envolve pelo menos a ação 

de três classes de enzimas. Nesse processo, a classe E3 é a responsável pela 

especificidade da ubiquitinação, sendo capaz de reconhecer e marcar um conjunto 

de substratos para a degradação (SALVINI et al,2012). 

As principais E3 são atrogina-1, também conhecida como MAFbx, e membros 

da família MuRF1 (Muscle RING Finger 1). A atrogina-1 está envolvida em 

processos como a septicemia, caquexia, diabetes mellitus, uremia, privação de 

alimento, imobilização e desnervação, enquanto a MuRF1 está associado à 

ubiquitinização dos componentes miofibrilares, como a titina, cadeia pesada e leve 

de miosina e proteína C miosina-ligante, bem como ao desalinhamento e 

degradação de proteínas miofibrilares (SALVINI et al,2012). A Atrogina-1 e MURF 

são genes que são fortemente codificados pelas ubiquitina-ligases músculo 

específicas (BONALDO; SANDRI, 2013).  

Em nível celular, várias vias sinalizadas por estímulos celulares e ambientais 

determinam o tamanho da miofibrila por meio da síntese e degradação proteica e 

incluem as vias de sinalização IGF-1/Akt/mTOR e Akt/GSK-3, as quais promovem a 

síntese proteica e a manutenção da massa muscular. Ainda, vias associadas com o 

catabolismo proteico envolvem a ativação de NFκB pelos mediadores inflamatórios 

TNFα e IL-6, entre outros. A sinalização via NFκB incluem a regulação da atrogin-1 e 

MURF que estão envolvidas na atrofia muscular (PATEL et al,2014).  

Por exemplo, a Atrogin-1 promove a degradação de MyoD, fator chave na 

transcrição do músculo esquelético (BONALDO; SANDRI, 2013). A regulação 

positiva da atrogin-1, MURF e de outros genes relacionados a autofagia são 

normalmente bloqueados pela Akt (serina proteína kinase) pela regulação negativa 

de fatores de transcrição FOXO. Assim, a redução da atividade da Akt resulta em 

decréscimo da fosforilação da FOXO no citoplasma com consequente aumento de 
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FOXO nuclear. Dessa forma, quando a Akt é ativada, a degradação proteica é 

suprimida e quando FOXO é induzido, a síntese proteica é abolida (BONALDO; 

SANDRI, 2013).  

Raue et al (2007) avaliaram a expressão de genes proteolíticos comparando 

mulheres idosas com mulheres jovens em repouso e após uma única sessão de 

exercício resistido. Os resultados apontaram que ao repouso, mulheres idosas 

apresentam concentrações mais elevadas de FOXO3A e MURF-1 em comparação a 

mulheres jovens. Não foram encontradas diferenças na expressão do gene atrogin-1 

e TNFα entre mulheres idosas e jovens. Quatro horas após o exercício resistido foi 

encontrado aumento de 2,5 vezes na expressão da atrogin-1 nas mulheres idosas 

enquanto as mulheres jovens não mostraram diferença. A expressão dos genes 

FOXO3A, MURF-1 e TNFα não sofreram mudança após o exercício resistido.  

Os autores atribuem o aumento da expressão da Atrogin-1 após exercício 

apenas nas mulheres idosas. A expressão de TNFα não alterada pela idade e pelo 

exercício foi explicada pelos autores como sendo devido à diferença metodológica 

em comparação a outros estudos e sugerem que o protocolo de exercício não foi 

suficiente para induzir aumento no TNFα nem mesmo em jovens, ou ainda que o 

TNFα não apresenta atividade precoce tendo em vista que a biopsia muscular foi 

realizada 4 horas após o exercício (RAUE et al, 2007). 

 As principais cascatas de sinalização intracelulares reguladoras de massa 

muscular são afetadas pelo envelhecimento, pois este compromete a capacidade do 

músculo esquelético em ativar a sinalização da Akt, proteína alvo da rapamicina em 

mamíferos (mTOR) e proteína kinase S6 ribossomal (p70S6K) (WU et al, 2011). 

  A proteina kinase B (Akt/PKB) é uma proteína serina/treonina kinase com 

papel já citados anteriormente nas respostas anabólicas e catabólicas. A via de 

sinalização da Akt transduz sinais emanados por fatores de crescimento, nutrientes, 

citocinas e estimulo mecânico, estimulando assim a síntese proteica, a hipertrofia 

muscular e a sobrevivência celular, enquanto antagoniza a perda de proteína 

muscular. Akt é altamente sensível a estímulos mecânicos e sua ativação é mediada 

pela PI3K (fosfatidilinositol-3-kinase) (Wu et al, 2011; SANDRI, 2008; SAKAMOTO et 

al,2003). 
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 Outra quinase importante que responde ao estresse mecânico é a proteina 

kinase ativada por mitógenos (MAPK). Trata-se de proteína serina/treonina kinase 

que responde também a fatores de crescimento, estressores ambientais e citocinas 

inflamatórias como TNFα, interleucina 1 (IL-1) e interleucina 6 (IL-6). A MAPK é 

ponto de convergência para várias vias de sinalização que regulam a expressão 

gênica, incluindo cascata sinalizada por fatores de crescimento e seus receptores de 

superfície e cascatas ativadas por estresse físico (WU et al, 2011; MARTINEAU; 

GARDINER,2001). Proteínas MAPK como as kinases reguladas por sinal 

extracelular (ERK), kinase c-JUN-N-terminal (JNK) e p38 MAPK são mecanicamente 

sensíveis, por exemplo, ao estimulo de alongamento, o qual promove o aumento da 

ativação de JNK e p38 (BOPPART et al, 2001). 

 O exercício é considerado um dos mais potentes estímulos para induzir 

mudanças estruturais, metabólicas e funcionais das células do músculo esquelético. 

Tem sido reconhecido que a expressão aumentada de certos fatores de 

crescimento, intervém largamente na habilidade intrinsica do músculo esquelético 

para desenvolver hipertrofia, em resposta à sobrecarga mecânica e para regenerar-

se em resposta a dano metabólico ou mecânico, decorrente de exercício 

desacostumado ou excessivo (PHILLIPOU et al, 2007). 

 Processos celulares de regeneração e hipertrofia da miofibrila podem ser 

decorrentes da ativação, proliferação e subsequente diferenciação de células 

satélites. Esses processos parecem ser modulados pelo fator 1 de crescimento 

semelhante a insulina (IGF-1) e suas isoformas. No músculo esquelético humano a 

isoforma é IGF-1Ec, que corresponde a isoforma IGF-1Eb em roedores. IGF-1Ec, 

conhecido como fator mecânico de crescimento (MGF) tem sua expressão 

aumentada nas situações de exercício e lesão muscular, o que provavelmente induz 

o crescimento muscular e hipertrofia (PHILLIPOU et al, 2007).   

 O IGF-I é descrito como um dos principais fatores moleculares envolvidos na 

hipertrofia do músculo esquelético (SANDRI, 2008; SALVINI et al, 2012). A sua 

interação com o receptor de membrana muscular (IGF-1R) ativa a via IGF/PI3K/Akt 

(fator tipo 1 de crescimento semelhante a insulina/ fosfatidilinositol 3-kinase/proteína 

kinase B) que promove o aumento da síntese de proteínas com ação direta nos 
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mionúcleos, bem como por meio da ativação, proliferação e fusão das células 

satélites (SALVINI et al, 2012; MENG;YU, 2010). Conquanto, o envelhecimento está 

associado com atenuação da habilidade em sintetizar IGF-1 e dessa forma é 

atenuada a habilidade do IGF-1 para promover a proliferação de células satélites 

(MENG; YU, 2010). 

 É importante mencionar que espécies reativas de oxigênio (EROS) 

adicionalmente desempenham papel importante no disparo da sarcopenia no 

músculo esquelético durante o progresso do envelhecimento (PIETROANGELO et 

al, 2009). O músculo sarcopênico mostra concentrações elevadas de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e baixos níveis de enzimas antioxidantes, como a catalase e 

glutationa peroxidase (GPx) (GUNN; LEWANOWISKI, 2013). Assim sendo, o 

músculo esquelético é propenso ao estresse oxidativo durante o envelhecimento, o 

que aumenta a concentração de fatores inflamátorios no músculo por fatores de 

regulação como TNFα, IL6, IL-1 e NF-κB (SRIRAM et al, 2011; MENG; YU,2010).  

O impacto do estresse oxidativo e da inflamação é sugerido como sendo 

responsáveis por promover perturbação das proteínas de sinalização anabólicas, 

como IGF-1 e ativação de sinais catabólitos, como a degradação no proteassoma 

(SRIRAM, et al, 2011). O TNF-α causa resistência à insulina e supressão da via de 

sinalização IGF1-Akt (BONALDO; SANDRI, 2013). 

 Outro fator regulador da massa muscular é a miostatina, membro da família 

do TGF-β, expressa e secretada predominantemente pelo músculo esquelético, e 

que age como regulador negativo do crescimento muscular (BONALDO; SANDRI, 

2013; SANDRI, 2008; JACKMAN; KANDARIAN, 2004; SRIRAM et al, 2011). Em rato 

sarcopênico, a perda de massa muscular provocada pela miostatina foi associada 

com o sistema ubiquitina-proteassoma por meio da FOXO1 (GUNN; LEWANOWSKI, 

2013; SRIRAM et al, 2011).  Ainda, Sriram et al (2011) propõem que a miostatina 

age também como pro-oxidante capaz de sinalizar a produção de EROS via NF-κB e 

TNFα em células musculares.   

 O fator nuclear kappa B (NF-κB) representa a família de 5 fatores de 

transcrição  que regulam uma série de processos, dependente do tipo de célula e 

sinal, o que inclui a apoptose, imunidade e inflamação, desenvolvimento e 
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diferenciação (JACKMAN; KANDARIAN, 2004). Membros da familia NF-κB são 

expressos no músculo esquelético e modulam a expressão de um número de genes 

associados com a miogênese (JACKSON; McARDLE, 2011). Por exemplo, o TNFα 

induz a ativação de NF-κB que é então envolvida na degradação ubiquitina-

proteassoma. Também, a ativação de NF-κB leva a regulação negativa da MyoD, 

que por sua vez leva ao decréscimo da síntese miofibrilar (JACKMAN; KANDARIAN, 

2004; MENG; YU,2010).  

 Alguns dos alvos que a via NF-κB regula, incluem ligases músculo especificas 

E3 como a MuRF1, e que estão envolvidas no processo de redução de massa 

muscular e degradação por meio da redução da expressão gênica da MyoD 

(SRIRAM et al, 2011).  

 O músculo envelhecido sofre mudança na atividade miogênica e fibrogênica, 

de modo que o músculo senescente apresenta reduzida capacidade de reparo e 

regeneração, à medida que se torna cada vez mais fibrótico (WANG et al, 2015; 

McGREGOR et al,2014). Com o envelhecimento, existe aumento na formação dos 

produtos finais da glicação avançada (AGEs), que resultam em modificações no 

colágeno, os quais aumentam o tecido conjuntivo muscular. As pontes cruzadas das 

AGEs  enrijecem as fibras de colágeno, o que contribui para a função muscular 

prejudicada em pessoas idosas. Recente estudo com modelo animal mostrou que as 

concentrações das AGEs eram maiores em músculo idoso que em músculo adulto 

(LACRAZ et al, 2015).  

Deste modo, o desenvolvimento da sarcopenia envolve aspectos moleculares, 

celulares, histológicos, fisiológicos, os quais acarretam desfechos clínicos. Segue 

abaixo o quadro 01, resumindo os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da 

sarcopenia. 
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Quadro 01: Mecanismos envolvidos na sarcopenia. 

Mecanismos envolvidos na Sarcopenia 

Diminuição da concentração dos 
hormônios sexuais 

 
Declínio nas concentrações de estrogênio e testosterona estão 
relacionados com o aumento das concentrações de citocinas 
pró-inflamatórias como IL-6 e TNFα, que podem acelerar a 
diminuição de massa durante a sarcopenia. 
 

Estresse oxidativo 

 
O acúmulo de espécies reativas de oxigênio pode causar 
atrofia muscular, aumento de tecido fibrótico, diminuição da 
função muscular, degradação do tecido muscular. 
Estresse oxidativo pode induzir lesão de DNA e prejudicar a 
habilidade da DNA polimerase para copiar as fitas, resultando 
em encurtamento dos telômeros. 
 

Encurtamento de telômeros 

 
Instabilidade dos telômeros pode cessar a divisão celular e 
limitar replicações celulares. 
 

Apoptose 

 
Apoptose é ativada por sinais intrínsecos e extrínsecos como 
receptores de morte, acúmulo de espécies reativas de oxigênio, 
estresse no reticulo endoplasmático ou mitocôndria. 
Músculo idoso tem aumento da expressão de proteínas pró-
apoptóticas e caspases e fragmentação de DNA, com 
diminuição da expressão de proteínas anti-apoptóticas. 
 

Aumento de citocinas pró-
inflamatórias TNFα e IL-6 

 
TNFα: Associado com outros fatores que contribuem para a 
sarcopenia, incluindo a degradação proteica, acúmulo de 
espécies reativas de oxigênio e apoptose. TNFα pode estar 
relacionado com sarcopenia por promover resistência à 
insulina, atrasando o reparo muscular e exacerbando as 
respostas pro-inflamatórias pela regulação ascendente da IL-6. 
 

Desequilíbrio síntese/degradação 
proteica 

 
Decréscimo da síntese proteica na sarcopenia pode ser 
resultado da expressão elevada de miostatina no músculo 
idoso. 
Miostatina pode inibir o crescimento muscular por impedir a 
ativação de células satélites. 
 

Alterações nas fibras musculares e 
unidades motoras 

Redução de fibras musculares e diminuição da área de 
secção transversa. 

Pode haver mudança de fibras tipo II para tipo I. 
Maior perda de fibras musculares tipo II do que tipo I no 
músculo esquelético envelhecido. 
Remodelação na arquitetura muscular em que o comprimento 
da fibra muscular e o ângulo de penação diminuem, e ocorre 
possivelmente perda do número de sarcômeros. Denervação 
acelerada pode estar relacionada com elevado estresse 
oxidativo e disfunção proteica na junção neuromuscular 
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Continuação: Mecanismos envolvidos na sarcopenia 

 
Aumento da fibrose intramuscular e 

tecido adiposo  

 

 
Elevação nas concentrações de colágeno na matriz 
extracelular. Acúmulo de detritos da degradação proteica. 
Maior expressão de fibronectina em miofibrilas envelhecidas. 
Aumento de depósitos de gordura inter e intra fibras 
musculares. 

 

 
Redução da força muscular 

 
A diminuição da área de secção transversa e conseqüente 
atrofia muscular, perda de fibras musculares, alteração na 
porcentagem de tecido muscular contrátil e déficit na inervação 
muscular, incluindo recrutamento e disparo de unidades 
motoras, são as principais causas da redução da força 
muscular verificada na população idosa. 
 

Velocidade da marcha 

 
Maior declínio da força nos membros inferiores em comparação 
aos membros superiores e nos músculos extensores em 
comparação aos flexores. Em geral, existe maior declínio da 
força do que da massa muscular, com o declínio da força 
isométrica do extensor do joelho estando entre 55-76%. 
 

Adaptado de Arthur e Cooley (2012); Baptista; Vaz (2009); Hiona; Leeuwenburg (2008); Davini; 
Nunes, 2003. Fielding et al,2012. TNFα: Fator de necrose tumoral α; IL-6: Interleucina 6; GH: 
Hormônio do crescimento; IGF1: Fator transformador do crescimento semelhante a insulina; DNA: 
ácido desoxirribonucleico.  

 

2.2 Matriz extracelular do músculo estriado esquelético  

 

 Para a compreensão das vias de sinalização intracelulares do músculo 

esquelético e o entendimento do papel das moléculas sinalizadoras, proteínas, e 

genes envolvidos no desenvolvimento da sarcopenia, torna-se necessário também a 

análise da composição e do comportamento das estruturas extracelulares. Essas 

estruturas formam a matriz extracelular (MEC), a qual também é acometida pelas 

manifestações do processo de envelhecimento do músculo esquelético. 

A matriz extracelular é constituída por colágenos, proteoglicanos, 

glicosaminoglicanos, glicoproteínas e enzimas de remodelamento (GILLIES; 

LIEBER, 2011). O colágeno é importante componente da matriz extracelular e 

desempenha importante papel na função muscular, especialmente em relação à 

transmissão de força (HEINEMEIER et al, 2007; SEENE et al, 2012).  



34 

 

 

 

 

O colágeno tipo I e o tipo III são isoformas primárias no músculo esquelético, 

e cada um apresenta propriedades mecânicas diferenciadas (MILLER, et al, 2001), 

em que o colágeno tipo I é tipicamente associado com rigidez do tecido (resistência 

ao alongamento), enquanto o tipo III está relacionado à complacência tecidual 

(rapidamente alongado) (MILLER et al, 2001). É sugerido que o colágeno tipo I é 

predominante no epimísio enquanto o colágeno tipo III parece ser melhor distribuído 

no endomísio. No perimísio quantidades iguais de ambos os tipos de colágeno são 

encontradas (GILLIES et al, 2011; JARVINEN et al, 2002). 

O tecido conjuntivo muscular é importante para a transmissão de força e 

suporte estrutural. O colágeno tipo I, uma das maiores proteínas que compõe o 

tecido conjuntivo do músculo esquelético, tem estrutura de tripla hélice composta por 

duas cadeias α1(I) e uma cadeia α2(I). Essa característica estrutural da molécula 

fornece ao músculo alta força de tensão e elasticidade limitada, quando agregado às 

suas miofibrilas. Dessa forma, mudanças na síntese de colágeno tipo I terão um 

significado fisiológico na resposta do músculo exposto a forças mecânicas (HIROSE 

et al, 2008).  

A estrutura e função normal do colágeno tipo I, sua produção e deposição na 

matriz extracelular dependem de várias etapas. As moléculas de colágeno são 

secretadas pelos fibroblastos na forma de procolágeno solúvel, que é ladeado por 

duas estruturas globulares de peptídeos contendo nitrogênio (N-) e carbono (C-) 

terminais. O procolágeno é secretado dentro das vesículas, formado no aparelho de 

Golgi e, em sequência, é secretado para a matriz extracelular (SILVA; PENNA, 2012; 

BAYNES, 2015).  

No meio extracelular, as extensões não helicoidais do procolágeno são 

removidas por proteinases N- e C- terminais especificas. As moléculas de 

tropocolágeno são organizadas em fibrilas de colágeno insolúveis, que serão 

estabilizadas pela formação de ligações cruzadas intermoleculares derivadas de 

aldeídos (BAYNES, 2015). As ligações cruzadas do colágeno podem ser 

classificadas em enzimáticas e não enzimáticas, ocorrendo primeiramente a etapa 

enzimática catalisada pela atividade da enzima extracelular lisil-oxidase e 

posteriormente o processo de glicosilação de resíduos devido a processo oxidativo. 



35 

 

 

 

 

São conhecidos dois tipos de ligações cruzadas, as intramoleculares que ocorrem no 

interior da molécula e as intermoleculares que ligam uma tripla hélice à outra (VOET 

et al,2008; CHAMPLE;HARVEY,1996). 

A capacidade mecânica das fibras de colágeno tipo I depende muito da 

enzima lisil oxidase a qual irá regular a formação de ligações cruzadas 

intermoleculares fortes (SNEDEKER; GAUTIERI, 2014). 

Apesar da formação de ligações cruzadas enzimáticas alcançar um platô na 

maturação do colágeno, a rigidez do tecido conjuntivo aumenta com a idade, e esse 

enrijecimento do tecido é decorrente de uma forma adicional de ligação cruzada não 

enzimática, encontrada no tecido conjuntivo e que levam à formação dos produtos 

finais da glicação avançada (AGEs) (MARTIM, et al,2015; HAUS et al,2007; 

SNEDEKER;GAUTIERI, 2014).  

Anormalidades em uma dessas etapas podem causar aumento de transcrição 

do gene e da síntese, causando acúmulo do colágeno tipo I, que pode provocar 

disfunções em humanos, como a fibrose (VERRECHIA; MAUVIEL, 2004). O músculo 

esquelético idoso revela aumento na concentração de colágeno, ligações cruzadas e 

AGEs, os quais têm sido associado com aumento da rigidez muscular e redução da 

função (HAUS et al,2007). Foi reportado que a proporção relativa de colágeno tipo I 

aumenta enquanto colágeno tipo III diminui com a idade em animais envelhecidos, 

avaliados por meio da técnica de imunohistoquímica, o que pode contribuir para a 

deterioração das propriedades mecânicas do músculo observadas com o 

envelhecimento (KRAGSTRUP el al, 2011). 

O aumento das pontes cruzadas do colágeno, verificadas principalmente no 

músculo esquelético envelhecido pode afetar a mecanotransdução bem como a 

extensibilidade músculo-tendínea (GOSSELIN et al,1998).  

 A quantidade de colágeno intracelular e extracelular é determinada pelo 

equilíbrio entre síntese e degradação (SIWIK et al, 2001). As metaloproteinases da 

matriz extracelular (MMPs) são responsáveis pela degradação e remodelamento do 

colágeno. Em condição fisiológica normal, a atividade das MMPs é regulada 

precisamente no nível da transcrição, pela ativação do precursor zimogênio, pela 

interação com componentes específicos da matriz extracelular e inibição por 
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inibidores endógenos. A inibição endógena das MMPs é executada pelos inibidores 

teciduais das metaloproteinases, as TIMPs (SIWIK, et al, 2001; VISSE; NAGASE, 

2003).  

  Uma MMP típica consiste de um pro-peptideo com cerca de 80 aminoácidos, 

um domínio catalítico com cerca de 170 aminoácidos, um ligante peptídeo de 

comprimento variável e um domínio do tipo hemopexina com cerca de 200 

aminoácidos. As MMPs são sintetizadas como pré-proenzimas e quando o peptídeo 

sinal é removido durante a translação as proMMPs são geradas.  Uma vez ativada, 

MMPs podem modular o potencial proteolítico global do meio extracelular por meio 

do zimogênio, ativar e degradar de maneira inibitória ou inativar outras proteases. 

Variados promotores das MMPs partilham inúmeros elementos cis em suas regiões 

promotoras, dos quais têm sido observado que algumas MMPs são co-reguladas por 

vários estímulos indutores, tais como fatores de crescimento e citocinas e podem ser 

também co-reprimidas por glicocorticoides e retinóides (LOFFECK et al, 2011).    

 É bem estabelecido que o equilíbrio entre a produção de metaloproteinases 

ativas e sua ibibição é critica para evitar as condições de descontrole do turnover da 

MEC, inflamação e crescimento celular e migração desregulada, os quais podem 

resultar em doença (LOFFECK et al,2011). Forças de estiramento e cisalhamento 

influenciam a expressão, produção e atividade de MMPs podendo causar 

desequilíbrio entre MMPs e TIMPs, que resulta em mudença no remodelamento do 

tecido, afetando suas propriedades mecânicas (NAGASE et al, 2006).  

 MMPs têm papel regulatório no crescimento e desenvolvimento do músculo, e 

também são importantes no processo de reparo após lesão traumática ou miopatias. 

Atrofia muscular também é acompanhada por mudanças tanto em MMPs quanto em 

TIMPs. MMP-2 é constitutivamente expressa em mioblastos e fibroblastos do tecido 

muscular normal, e tem sua expressão aumentada na MEC em muitas condições 

patológicas, processo inflamatório e exercício excessivo (CARMELI et al, 2004). 

Ainda, MMP-2 e MMP-9 são enzimas chaves envolvidas no processo de 

remodelamento do músculo esquelético (CARMELI et al, 2009; PEVIANI et al,2009). 

Em condições normais, o músculo produz MMP-2 enquanto a MMP-9 é apenas 

ativada na presença de lesão muscular (PEVIANI et al, 2009). No entanto, no 
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músculo sóleo de ratos jovens não foi observada modificação das MMP-2 e MMP-9, 

em resposta ao alongamento (PEVIANI et al,2009).  

 A deposição apropriada dos componentes da MEC evita fibrose e melhora o 

processo de mecanotransdução. O aumento da concentração de TIMP-1 e TIMP-2 

medeiam a atividade da protease e acúmulo dos componentes da matriz. MMPs 

desempenham papel no desenvolvimento da fibrose, pois o colágeno acumula 

quando sua taxa de síntese é maior que a taxa de degradação pelas MMPs, isto é, 

quando o equilíbrio entre a atividade da TIMP e MMP favorece a TIMP (MANN et al, 

2011). 

O envelhecimento pode alterar a constituição da MEC, conduzindo a um 

estado pseudofibrótico (PIETROANGELO, et al, 2009). Por exemplo, a baixa 

motilidade de mioblastos e miotubos senescentes pode ser atribuída ao aumento na 

deposição de componentes da matriz extracelular, como proteoglicanos, colágenos, 

e lamininas em vários pontos da diferenciação, somados à desregulação de 

citocinas e interferons (PIETROANGELO et al, 2009).  

Outro fator relacionado ao estado fibrótico é o TGF-β, que no músculo 

adulto, afeta negativamente a regeneração e induz a transformação de células 

miogênicas em fibróticas, após lesão (SAKUMA; YAMAGUCHI, 2012). TGF-β existe 

em três formas (TGF-β1, TGF-β2 e TGF-β3) com múltiplas funções envolvendo a 

regulação da proliferação celular, diferenciação, apoptose, adesão e migração, além 

do papel de pivô na patogênese de muitas doenças (LIU; PRAVIA, 2010).  

 Além disso, TGF-β também estimula a produção de EROS em vários tipos de 

células, induz a apoptose e regula a expressão de proteínas da MEC, incluindo 

colágenos e TIMPs (LIU; PRAVIA, 2010; BLESER et al, 1999; LIU et al, 2010 ).  

 Dessa forma o TGFβ é considerado regulador chave na composição e 

remodelamento da MEC. Sua ação é exercida através de duas vias 

complementares, uma que reduz a degradação da matriz e outra que estimula o 

acúmulo. Em termos simplificados, TGF-β inibe a síntese de proteinases extracelular 

enquanto aumenta a produção de seus inibidores e dos componentes estruturas da 

MEC (VERRECHIA; MAUVIEL, 2004).  Igualmente importante é a capacidade do 

TGF-β em diminuir a produção de enzimas que degradam a MEC, como as 
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colagenases, enquanto aumenta a produção de enzimas que inibem a degradação 

da MEC, como as TIMPs (MANN et al, 2011). 

TGF-β ativado induz os fibroblastos a produzir colágeno tipo I, fibronectina, 

fator de crescimento de tecido conjuntivo (CTGF) e suprime MMPs (GILLIES; 

LIEBER, 2011). A sinalização antagônica do TGF-β por agentes terapêuticos tem 

mostrado inibir a fibrose e melhorar a regeneração muscular em modelos animais 

(MANN et al, 2011). Begs et al (2004) sugerem que existe um intrigante 

relacionamento entre a via do TGF-β alterada, fibrose e envelhecimento muscular. 

Os autores relatam que a via de sinalização do TGFβ é ativa em progenitores 

miogênicos envelhecidos e que uma característica dessas células é a 

superexpressão do fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF) e subsequente 

fibrose. 

Entre os reguladores da transcrição do colágeno tipo I está a via de 

sinalização TGF-β/SMAD. Após ativação, a superfamília TGF-β inicia sua ação 

celular por meio da ligação aos receptores serina/treonina quinase. O receptor da 

família TGF-β consiste em duas subfamílias de estrutura similar, o receptor tipo I e o 

receptor tipo II, com as regiões extracelulares ricas em pequenas cisteínas e a 

região intracelular consistindo de domínios de quinases (VERRECHIA; MAUVIEL, 

2002). 

 Após ativação dos ligantes, a sinalização até o núcleo ocorre 

predominantemente pela fosforilação de mediadores citoplasmáticos que pertencem 

à família SMAD. Ainda, um terceiro grupo de proteínas da família SMAD, as SMADs 

inibitórias Smad-6 e Smad-7 previnem a fosforilação das outras SMADs. Após a 

transcrição do gene alvo, o complexo SMAD é liberado da cromatina e passa pela 

ubiquitinação, seguida pela degradação no proteassoma (VERRECHIA; MAUVIEL, 

2002). A figura 02 demonstra a transdução de sinal na via TGF-β/SMAD. 
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Figura 02: Transdução do sinal do TGF-β. Adaptado de VERRECHIA; MAUVIEL (2004). TGFβ: 
Transforming Growth fator beta, Fator beta de crescimento transformante. Quinase: enzima que 
catalisa a fosforilação de proteínas. TβRI: Receptor transmembrana do TGFβ tipo I, composto por 
cadeia tipo I de serina/treonina quinase. TβRII: Receptor transmembrana do TGFβ tipo II, composto 
por cadeia tipo II de serina/treonina quinase. FYVE: domínio da proteína Zinc Finger. SARA: SMAD 
anchor for receptor activation. Proteína. Ubn: ubiquitin-mediated degradation - Ubiquitinação. SMURF: 
Smad Ubiquitin Regulatory Factor. SMAD: Small mothers againts decapentaplegic, Família de 
proteínas envolvidas na translocação de sinais dos receptores do TGF-β. SMAD4: SMAD mediadora 
comum (Co-SMAD). P: fosforilação. Setas: Indicam a transdução do sinal do TGF-β. +++: Ativação de 
genes alvos. 
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O TNFα é uma citocina liberada por macrófagos que provoca localmente 

amplo espectro de respostas metabólicas e atividades celulares (GREENWEL et al, 

2000). Concentrações de citocinas podem ser influenciadas pela idade, sexo, 

suplementos antioxidantes, homeostase de cálcio, exercicio e drogas anti-

inflamatórias. Concentração aumentada de TNFα aumenta a atividade e degradação 

proteica enquanto inibe a síntese proteica. Processos anabólicos são também 

inibidos pelo TNFα (THOMAS, 2013). Na comparação entre homens idosos e jovens 

foi verificado aumento na expressão de vários genes inflamatórios e apoptóticos nos 

idosos (POEL et al, 2011). 

TNFα exerce suas funções pela interação com dois receptores (TNF-R1 e 

TNF-R2). Várias proteínas interagem direta ou indiretamente com os domínios 

citoplasmáticos desses receptores e que levam à ativação das vias do NFκB e JNK. 

JNK é normalmente ativada por uma variedade de sinais químicos e físicos, mas 

também pela citocina TNFα e podem ser sinalizados pela MAPK. A figura 03 

apresenta a sinalização do TNFα. 
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Figura 03: Transdução de sinal do TNFα. Adaptado de VERRECHIA; MAUVIEL (2004). TNFα: Fator 
alfa de necrose tumoral. TRAF2: tumor necrosis factor type 2 receptor associated protein. JNK: c-Jun 
N-terminal kinase.cJun: fator de transcriçãofator de transcrição que faz parte do complexo de 
transcrição AP-1.IκB: Complexo quinasse IkB (IKK), que contém a ação das subunidades catalíticas 
quinases IKKα e IKKβ e a e a regulação de proteínas não enzimáticas (NEMO). NFκB: Nuclear factor-
κB, fator de transcrição nuclear kappa B. Setas: Transdução do sinal de TNFα.  

 

O TNFα reduz a deposição da MEC pela indução e produção de colagenases 

ou pela inibição da síntese de componentes estruturais como o colágeno tipo I. 

TNFα também neutraliza a estimulação do receptor do TGFβ que estimula a síntese 

de colágeno tipo I. Dessa maneira o TNFα é reconhecido como antagonista da 
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sinalização do TGFβ, o que reflete uma natureza antagonica funcional dessas 

citocinas e que representa um complexo de sinais celulares que formam e 

remodelam a matriz extracelular (HIROSE et al, 2008; VERRECHIA; MAUVIEL, 

2004). 

Dessa forma, a matriz extracelular do músculo esquelético é de suma 

importância para o mecanismo de mecanotransdução, já que interfere na produção 

de força muscular, podendo prejudicar a manutenção da massa muscular durante o 

processo de envelhecimento (KRAGSTRUP et al, 2011; HAUS et al,2007; 

SNEDEKER; GAUTIERI, 2014; WOOD et al, 2014). Alem disso, as formações de 

pontes cruzadas intra e intermoleculares nas fibras colágenas, decorrentes do 

processo de envelhecimento, contribuem para a redução da amplitude de movimento 

articular, diminuindo a mobilidade (ABATE et al, 2010). Portanto, estratégias 

terapêuticas como os exercícios de alongamento, têm sido frequentemente utlizadas 

para minimizar o processo de envelhecimento músculo esquelético e otimizar a 

funcionalidade do idoso (ZOTZ et al, 2014; GALLO et al, 2015). 

 

2.3 Exercício de alongamento 

É característica do envelhecimento a redução da amplitude de movimento 

articular com consequente diminuição dos níveis de flexibilidade muscular, 

diminuição da mobilidade corporal e comprometimento da realização das atividades 

da vida diária de forma independente (ACSM, 2009; GALLO et al, 2013; RODACKI 

et al,2009; STATHOKOSTAS et al,2012; STANZIANO et al, 2009). Ainda, a redução 

da amplitude de movimento nas articulações do quadril e tornozelo constitui fator de 

risco de quedas em idosos (RODACKI et al,2009).  

Exercícios de alongamento são extensivamente utilizados na reabilitação, 

principalmente quando o objetivo é aumentar a amplitude de movimento 

(STATHOKOSTAS et al, 2012). Podem ser classificados de acordo com a técnica de 

execução em estático, dinâmico, ativo ou combinado (facilitação neuromuscular 

proprioceptiva) (McDERMOTT; MERNITZ, 2006). Comumente constituem programas 

de atividade física voltados para a pessoa idosa, e têm-se mostrado como recurso 
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capaz de melhorar o equilíbrio e padrão da marcha (RODACKI, et al, 2009; 

ACSM,2009), aumentar a amplitude de movimento e capacidade funcional em 

idosas da comunidade e institucionalizadas (GALLO et al, 2013; STANZIANO et 

al,2009; GALLON et al, 2011). Igualmente, a diminuição do risco de lesão e 

prevenção de quedas são motivos comuns para a recomendação de programas de 

alongamento para idosos (STATHOKOSTAS, et al,2012).  

Deste modo, é importante a avaliação individualizada do idoso para a 

definição dos objetivos a serem atingidos e da necessidade ou não da prescrição de 

exercícios de alongamento, sempre baseado em evidencias cientificas. Assim 

sendo, as recomendações para a prescrição de exercícios de alongamento para 

idosos são: 30 a 60 segundos de manutenção, sendo que para ganhos de amplitude 

de movimento é recomendada a manutenção de 60 segundos para cada grupo 

muscular alongado. A frequência deve ser maior que duas vezes por semana e 

referente à intensidade do exercício, a recomendação é que o idoso tenha a 

percepção de um leve desconforto. Ainda, é recomendado o alongamento estático 

(GARBER et al, 2011; ACSM,2014).  

O exercício de alongamento na população idosa possui importante aplicação 

prática, pois é um exercício de fácil aprendizagem e aplicabilidade, não exige 

material e local especifico e demonstra ser um importante aliado contra os efeitos 

deletérios do envelhecimento (GALLO et al, 2013).   

O estimulo de alongamento oferecido ao músculo esquelético pode resultar 

em mudanças moleculares, celulares, morfológicas, fisiológicas, biomecânicas, 

funcionais e clínicas. É relatado aumento da expressão do IGF-1 (YANG et al, 1997), 

de MRFs (ABE et al,2009) e MyoD (GOMES et al,2006), modificações na expressão 

da atrogina-1 e miostatina (PEVIANI et al,2007) e aumento da ativação de proteínas 

quinase JNK e p38 (BOPPART et al,2001; CHAMBERS et al,2009). Ainda, é descrito 

o aumento da síntese proteica (GOLDSPINK et al,2002) e indução da hipertrofia 

muscular (SAKAMOTO et al,2003). O alongamento muscular auxilia na prevenção 

da atrofia (GOMES et al,2007; COUTINHO et al,2004; GOMES et al,2004; 

SAKAKIMA; YOSHIDA,2002) e pode prevenir a proliferação de tecido conjuntivo e 
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promover o remodelamento do colágeno (COUTINHO et al,2006). O exercício de 

alongamento pode aumentar a amplitude de movimento (STATHOKOSTAS et 

al,2012), flexibilidade de tronco e quadril (GALLO et al,2015; STANZIANO et 

al,2009) melhorar o padrão de marcha e reduzir o risco de quedas em idosos 

(RODACKI et al,2009).  

As respostas celulares e moleculares do músculo esquelético ao estimulo do 

alongamento ocorrem devido ao processo denominado mecanotransdução. A 

mecanotransdução é o mecanismo pelo qual o estresse mecânico inicia a 

sinalização do meio extracelular para o intracelular (ZHAN et al, 2007; MARTINEAU; 

GARDINER, 2001; CAÇÃO-BENEDINI et al, 2014). As células do músculo 

esquelético são sensíveis à tensão mecânica, já que aplicação de carga mecânica 

pode aumentar o tamanho da célula, gerando hipertrofia, do contrário, isto é, na 

ausência de carga, pode ocorrer diminuição do tamanho da célula, denominando-se 

atrofia (MARTINEAU; GARDINER, 2001). 

A figura 04 é um desenho esquemático, demonstrando as estruturas extras e 

intracelulares, envolvidas na mecanotransdução desencadeada pelo estimulo de 

alongamento. Durante o alongamento muscular, o estimulo mecânico é transmitido 

da matriz extracelular, a qual é composta principalmente por colágeno e 

glicoproteínas que envolvem as fibras musculares, para proteínas transmembrana 

como as integrinas. Estas proteínas detectam o estímulo e o transmitem para o meio 

intracelular, promovendo a ativação de várias proteínas do costâmero, como a 

vinculina, talina e α-actinina, desencadeando “cascata de sinalização”, até atingir o 

núcleo da célula. Dependendo da intensidade do estímulo de alongamento, pode 

ocorrer o aumento da expressão de genes músculo-específicos, que posteriormente 

regulam a tradução de proteínas, contribuindo para o aumento da síntese protéica 

(MARTINS et al, 2013; CAÇÃO-BENEDINI et al, 2014; KANEKO et al, 2009; DE 

DEYNE, 2001; SALVINI et al, 2012; RASO et al, 2012). 
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Figura 04: Desenho esquemático do mecanismo de mecanotransdução induzido pelo estímulo de 
alongamento na fibra muscular esquelética (adaptado de DE DEYNE, 2001; RASO, GREVE, 2012). 
 

Várias vias de sinalização intracelular para a mecanotransdução tem sido 

sugeridas, e incluem a quinase de adesão local (FAK –focal adhesion kinase), 

paxilina, quinase ligada a integrina (ILK-1- integrin- linked kinase) e proteína quinase 

ativada por mitógeno (MAPK). A via da MAPK é essencial para a conversão da 

carga mecânica ao tecido de adaptação induzindo a sinalização do citosol até o 

núcleo (KJAER, 2004; MAMOTO et al,2012).  

 Já foi descrito que vários tipos de células e subgrupos de MAPKs, tais como a 

quinase regulada por sinal extracelular 1 e 2 (MAPK-erk1 2), proteína quinase 

ativada por estresse p38 (MAPK-p38), quinase c-jun NH2 (MAPK-JNK) e quinase 5 

regulada por sinal extracelular (MAPK-erk5), podem ser ativadas por estresse 

mecânico, bem como por ph baixo, fatores de crescimento, hormônios e espécies 

reativas de oxigênio (KJAER, 2004). 

No músculo, a via da MAPK pode ser ativada tanto como resultado de 

contração ativa quanto de alongamento passivo. Há indícios que o tipo específico de 

carga a que o tecido é submetido, e o tipo de exercício, irão estimular de forma 

diferente os subtipos de MAPK em miócitos e fibroblastos. Exercício de endurance 
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estimula a via da MAPK-ERK, enquanto exercício de força é mais propenso a usar a 

via MAPK-JNK. Exercício de alongamento passivo estimula a via da MAPK-p38 tanto 

no tecido muscular quanto no tecido conjuntivo (KJAER, 2004). 

 O alongamento do músculo sóleo de rato durante 5, 10, 30 e 60 minutos 

mostrou por meio da imunohistoquimica a ativação de JNK e da p38 (BOPPART et 

al, 2001). Chambers et al (2009) mostraram aumento da fosforilação da p38 com o 

alongamento do músculo extensor longo dos dedos de rato. Ainda, segundo esses 

autores, o estimulo mecânico aumenta a taxa de captação de glicose, produção de 

radicais livres e síntese proteica muscular. Assim, o alongamento estimula a 

produção de espécies reativas de oxigênio para ativar a MAPK p38 para aumentar o 

consumo de glicose (CHAMBERS et al, 2009).   

 Os principais componentes da matriz extracelular (MEC) do músculo 

esquelético são os colágenos tipo I e tipo III, os quais possuem funções importantes 

em relação à transmissão de força (PEVIANI, et al, 2009; HEINEMEIER et al,2007). 

Dessa forma, os colágenos ao serem ativados pelo estimulo de alongamento, 

apresentam alteração de seu estado conformacional. Coutinho et al (2006) 

demonstraram que sessões diárias de alongamento muscular, durante 3 semanas, 

foram capazes de reorganizar as fibras de colágeno de músculo previamente 

imobilizado de ratos, que pode contribuir para melhora da função 

musculoesquelética. 

 Cação-Benedini et al (2013) aplicaram protocolo de alongamento em músculo 

de ratas previamente imobilizado e verificaram que após um dia de alongamento, 

houve aumento na concentração de colágeno tipo III, e menor concentração de 

colágeno tipo I, indicando melhora na extensibilidade tecidual. 

 Heinemeier et al (2007) avaliaram o comportamento do colágeno muscular do 

gastrocnêmio frente aos 3 tipos de contração, excêntrica, concêntrica e isométrica. 

Apontaram aumento da expressão de colágenos tipo I e tipo III na contração 

excêntrica em comparação a concêntrica, sugerindo que o exercício excêntrico 

parece ter maior influência sobre a expressão de colágenos. 

 As fibras do colágeno tipo I são as mais tolerantes ao estresse e apresentam 

alta força tênsil e limitada elasticidade, indicando, portanto, maior capacidade de 
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transmissão de força (HAN et al., 1999) longitudinal (MATTIELO-SVERZUT et al., 

2013), além de ser predominante no músculo envelhecido (MATTIELO-SVERZUT et 

al., 2013; HINDLE et al., 2009). Do aspecto biomecânico, o colágeno tipo I 

representa a força tênsil durante a aplicação de uma carga na fase elástica e o 

colágeno tipo III representa a complacência tecidual durante o ciclo de deformação 

comprimento-tensão (MATTIELO-SVERZUT et al., 2013). 

 Ainda com relação à MEC, as metaloproteinases da matriz (MMPs) 

desempenham importante papel no seu remodelamento (PEVIANI et al, 2009). A 

mecanotransdução induzida pelo alongamento pode induzir o remodelamento do 

tecido conjuntivo, por meio das MMPs, uma vez que estas têm função de 

degradação dos componentes da MEC (MARTINS et al,2013).  

 Peviani et al (2009) mostrou que tanto em uma única sessão de alongamento 

(10 alongamentos com 1 minuto de duração, com intervalo de 30 segundos entre as 

repetições) quanto em mais sessões durante uma semana (2, 3 e 7 sessões), em 

rato jovem, não houve modificação da atividade da MMP-2, bem como não ocorreu 

alteração da expressão de MMP-9. Assim, os autores concluem que os protocolos 

de alongamento aplicados em músculo de rato jovem, não induziram modificação na 

via das MMPs, e sugerem que a MMP-2 não está envolvida no processo de 

remodelamento do músculo submetido ao exercício de alongamento.  

 Por outro lado, Wang et al (2011) realizaram alongamento cíclico in vitro de 

fibroblastos sinoviais do joelho de indivíduos com artrite reumatoide. As células 

foram submetidas à tração, por estimulação mecânica de 0.05 Hz, entre 3 a 5 

repetições. Os autores mostraram que o alongamento regula negativamente MMP-1 

e que o estiramento mecânico pode regular a expressão de citocinas inflamatórias 

pela via de sinalização da NF-kB.  Deste modo, são observadas poucas evidencias 

cientificas sobre o papel das MMPs na adaptação do músculo esquelético ao 

exercício de alongamento.  

Heinemeier et al (2007) analisaram os efeitos de diferentes tipos de 

contração, concêntrica ou excêntrica, no músculo gastrocnêmio de rato, por meio da 

eletroestimulação (10 estímulos, durante 2 segundos e intervalo de 18 segundos 

entre os estímulos), durante 4 dias consecutivos. Os autores verificaram que a 
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expressão do TGF-β, TIMP-1 e TIMP-2 no músculo são maiores no exercício 

excêntrico do que no exercício concêntrico. Dessa forma, sugerem que o 

treinamento excêntrico teria maior impacto na expressão do colágeno muscular, do 

que o concêntrico. Interessantemente, TIMPs são frequentemente ativadas ao 

mesmo tempo com as MMPs durante o exercício, indicando a ocorrência simultânea 

de estimulação e inibição dos componentes da matriz extracelular e balanço 

proteolítico final (KJAER, 2004). 

 O TGF-β estimula a produção de proteínas da matriz extracelular e inibe a 

sua degradação, resultando em produção de fibrose e reparo tecidual (NAROLA et 

al,2013). Em idosos, as concentrações de TGF-β são maiores (SAKUMA; 

YAMAGUCHI, 2012), assim, a resposta à mecanotransdução é diferenciada. Em 

músculo maduro, TGF-β afeta negativamente a regeneração pela inibição da 

proliferação das células satélites, fusão de mioblasto e expressão de genes 

específicos do músculo, além de induzir a transformação de células miogênicas em 

fibróticas, após lesão (SAKUMA; YAMAGUCHI, 2012).  

 A citocina proinflamatória TNFα é potente ativador da p38 no músculo, e tem 

sido mostrado que desenvolve importante papel na reparação muscular e 

miogênese, além de ser reconhecido o seu papel patológico na mediação de 

doenças que apresentam perda de massa muscular (ZHAN et al, 2007). 

 A exposição permanente às respostas inflamatórias leva a alteração da MEC 

e aumenta as concentrações de fatores de crescimento e citocinas, incluindo TGF-β 

e TNFα (SAKUMA; YAMAGUCHI, 2012). TNFα induz a proteólise pelo aumento de 

MURF1, ao mesmo tempo em que inibem a sinalização PI3K-Akt. Já o aumento das 

concentrações de TGF-β inibe a ativação de células satélites, prejudicando a 

diferenciação do miócito (MARINI; VEICSTREINAS, 2010; SAKUMA; YAMAGUCHI, 

2012). 

 Zhan et al (2007) mostraram que o alongamento de 8-9% do comprimento 

inicial, realizado com um dispositivo de alongamento em mioblasto, ativa a p38 e 

miogênese em camundongo, e que esta ativação da miogênese é dependente de 

TNFα. Assim, esses resultados permitem dizer que o alongamento ativa a 

miogênese e que essa ação é mediada pela ativação da p38 via TNFα. 
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 Yang et al (2005) ao realizar alongamento em cultura de fibroblasto de 

tendão, encontrou que alongamento uniaxial cíclico diminuiu a inflamação, por meio 

da redução da expressão genica de COX2 e MMP-1, resultando em decréscimo na 

produção de prostaglandina E.  

 Pizza et al (2002) administraram uma única sessão de contração excêntrica, 

alongamento passivo ou contração isométrica com duração de 5 minutos em um 

grupo de camundongos, enquanto outro grupo foi submetido aos mesmos 

procedimentos acrescidos de uma sessão de contração excêntrica, 2 semanas 

depois. A observação importante desse estudo foi elevação de neutrófilos resultante 

da exposição ao protocolo tanto de alongamento estático quanto de contração 

isométrica, os quais não promoveram sinais histológicos ou funcionais de lesão. O 

estudo indica que a elevação de neutrófilos após alongamento passivo ou contração 

isométrica promoveu proteção contra lesão induzida por uma posterior contração 

excêntrica. Os autores ainda propõem que lesão de magnitude pequena pode ter 

ocorrido após alongamento e contração isométrica, liberando ou produzindo um ou 

mais quimioatratores para os neutrófilos.   

 Abe et al (2009) realizaram o alongamento mecânico em células C2C12 (uma 

linha de células originárias do músculo esquelético de camundongos), promovendo o 

alongamento cíclico da membrana celular durante 1 segundo, com 1 segundo de 

relaxamento. Foi verificado aumento significativo de MyoD e miogenina no grupo 

alongado comparado ao grupo controle, após 12 horas de alongamento de 

mioblastos in vitro, e aumento no numero de células no grupo alongamento após 24 

e 36 horas. Os resultados sugerem que a aplicação do alongamento mecânico 

promove a diferenciação e proliferação de mioblastos imediatamente após o 

alongamento, devido ativação da MyoD, e que esse estímulo pode influenciar no 

aumento do número de células. 

 Peviani et al (2007) mostraram que uma única sessão de alongamento 

passivo em musculo sóleo de rato jovem, que consistia em 10 repetições de 

alongamento, mantidas por 60 segundos cada repetição, com intervalo de 30 

segundos entre as repetições, aumentou a expressão gênica da MyoD, enquanto 

sessões diárias, durante 7 dias não mostraram mudanças. Ainda, o mesmo grupo de 



50 

 

 

 

 

autores mostraram aumento da expressão gênica da MyoD, 24 horas após uma 

única sessão de 30 minutos de alongamento no músculo sóleo de rato jovem 

(GOMES et al, 2006). 

 O efeito do alongamento na hipertrofia do músculo tem sido relacionado à 

estimulação da expressão de fatores regulatórios miogênicos, dos quais incluem 

Myo-D; miogenina e MRF-4 (ABE et al,2009; TATSUMI et al, 2005). O aumento da 

expressão destes fatores contribuem para a adição de sarcômeros em série (McKOY 

et al,1999; LYNN; MORGAN,1994; BUTTERFIELD et al, 2005; SECCHI et al,2008) e 

aumento da área de secção transversa das fibras musculares esqueléticas (AOKI et 

al, 2006). 

Com relação aos fatores de crescimento, Yang et al (1997), mostraram 

aumento da expressão de RNAm de IGF-1 após 6 dias de alongamento dos 

músculos tibial anterior e extensor longo dos dedos de coelhos jovens. O aumento 

de IGF-1 muscular pelo alongamento contribui para sarcomerogênese e hipertrofia 

muscular (McKOY et al,1999).  

 No entanto, Salvini et al (2006), avaliaram os efeitos do alongamento passivo 

(10 repetições mantidas por 60 segundos cada repetição com intervalo de 30 

segundos entre cada repetição), e revelaram que sessões aplicadas diariamente ou 

3 vezes por semana, foram efetivas para induzir a sarcomerogenese em músculos 

previamente imobilizados em posição de encurtamento, sem mostrar ganhos na área 

de secção transversa em comparação ao grupo apenas imobilizado. 

 Gomes et al (2004) identificaram que uma sessão de alongamento, aplicada 

uma vez por semana, durante 40 minutos, em músculo sóleo de rato jovem 

previamente imobilizado em posição de encurtamento, foi suficiente para prevenir a 

perda de sarcômeros em série e atrofia muscular. 

 Coutinho et al (2004) também verificaram que o alongamento impediu a 

atrofia muscular ao aplicarem 40 minutos de alongamento, 3 vezes por semana, 

durante 3 semanas, em músculo sóleo de ratos jovens previamente imobilizado em 

posição de encurtamento. Neste mesmo estudo, ainda foi observado que em 

músculos que não foram previamente encurtados por imobilização, o protocolo de 

alongamento induziu sarcomerogênese e hipertrofia muscular. 



51 

 

 

 

 

 Assim, nota-se que o músculo esquelético tem a capacidade de alterar suas 

características moleculares e morfofisiológicas em resposta ao estimulo mecânico 

(McKOY et al,1999). Porém, a capacidade de detectar e responder aos estímulos 

mecânicos é diminuída no músculo idoso (WU, et al, 2011). Owino et al (2001) 

afirmam que músculos envelhecidos apresentam capacidade reduzida para 

responder a carga mecânica, possivelmente em decorrência da diminuição de 

fatores de crescimento como o IGF-1 bem como fatores regulatórios miogênicos 

como Myo-D. 

O mecanismo de mecanotransdução gerado pelo alongamento promove 

respostas na matriz extracelular e no meio intracelular do músculo esquelético, 

mecanismo denominado remodelamento. O remodelamento do músculo esquelético 

depende da ação coordenada da degradação e síntese de proteínas intracelulares e 

de componentes da matriz extracelular. Tendo em vista que inibidores teciduais das 

metaloproteinases (TIMP) regulam a degradação da MEC, por controlar a atividade 

de MMPs especificas, é necessário melhor entendimento sobre a participação de 

MMPs e TIMPs na resposta do músculo idoso ao exercício de alongamento. 

Ainda, convém entender os efeitos do alongamento sobre o comportamento 

das citocinas inflamatórias, tendo em vista que o estimulo de alongamento promove 

ativação de vias celulares nas quais estas estão envolvidas. Até o presente 

momento, desconhece-se estudo que tenha analisado os efeitos do alongamento 

sobre as concentrações de TNFα em músculo de ratas idosas. 

 Rotinas de alongamento são recomendadas em programas de exercícios 

físicos voltados para a população idosa, e a ACSM (2014) recomenda uma 

frequência maior que dois dias por semana. Em mulheres idosas os efeitos agudos 

do alongamento têm demonstrado melhora na amplitude de movimento de quadril, 

joelho e tornozelo quando o alongamento foi realizado apenas uma vez, durante 60 

segundos (ZAKAS et al, 2005). Rodacki et al (2009) encontraram aumento na 

velocidade da marcha, comprimento do passo, e redução do tempo na fase de duplo 

apoio na marcha de idosas após uma única sessão de alongamento dos músculos 

extensores e flexores do quadril. Ainda, Gurjão et al (2010) relataram que uma única 
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sessão de alongamento estático com duração de 30 segundos, realizada durante 3 

repetições não comprometeu a capacidade de produzir força em mulheres idosas.  

No entanto, os mecanismos intracelulares relacionados ao processo de 

adaptação do músculo esquelético do idoso, em resposta ao alongamento, ainda 

não foram elucidados. Assim, o presente estudo teve por objetivo avaliar os efeitos 

agudos de um protocolo de alongamento, sobre a histomorfometria, imunomarcação 

e expressão de genes envolvidos com o remodelamento do músculo esquelético de 

ratas idosas. A compreensão dos efeitos histológicos e moleculares em resposta ao 

alongamento no músculo esquelético poderá contribuir para embasar a prescrição 

deste exercício para população idosa, afim de que os benefícios dessa modalidade 

de exercício sejam obtidos. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

 Avaliar os efeitos agudos do alongamento mecânico passivo estático, na 

histomorfometria, imunomarcação e expressão gênica no músculo sóleo de ratas 

idosas. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 - Avaliar a massa corporal e massa muscular; 

 - Mensurar a área de secção transversa das fibras musculares; 

 - Quantificar no músculo sóleo colágeno tipo I e III, TGF-β1, TNFα e TIMP-1; 

 - Analisar a expressão gênica dos colágenos tipo I e III e TGF-β1 

 

4. HIPOTESES 

H0: O alongamento muscular não modifica a histomorfometria, imunomarcação e 

expressão gênica do músculo sóleo de ratas idosas. 

H1: O alongamento muscular promove aumento da área de secção transversa das 

fibras do músculo sóleo de ratas idosas. 

H2: O exercício de alongamento possui efeito anti-fibrótico, diminuindo a 

imunomarcação e expressão de TGFβ e do colágeno tipo I no músculo sóleo de 

ratas idosas. 

H3: O exercício de alongamento apresenta propriedade anti-inflamatória, reduzindo 

TNFα no músculo sóleo de ratas idosas. 

H4: O exercício de alongamento aumenta a imunomarcação e expressão gênica de 

colágeno tipo III no músculo sóleo de ratas idosas.  

H5: O exercício de alongamento diminui a imunomarcação da TIMP-1 por promover 

processo de remodelamento no músculo sóleo de ratas idosas. 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

 Foi realizado estudo do tipo experimental, randomizado, controlado, cego e de 

caráter transversal. Os animais foram agrupados e mantidos em gaiolas plásticas 

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

claro/escuro) com livre acesso à água e ração peletizada, no biotério da PUC-PR. O 

estudo foi conduzido em conformidade com a Lei Federal 11.794, de 8 de outubro de 

2008, e Resolução nº 1, de 09 de julho de 2010, do Conselho Nacional de Controle 

de Experimentação Animal (CONCEA), sendo aprovado pelo Comitê de Ética no Uso 

de Animais da PUC-PR, sob o número 732 (anexo 01). 

 

5.1 Experimento 

 A amostra foi composta por 15 Rattus norvegicus, fêmeas, da linhagem 

Wistar, albino, com 26 meses de idade, divididas aleatoriamente em 2 grupos: 

 

Grupo 
Alongamento 

n=8 

Anestesia  

Alongamento muscular: 

1 série de 4 repetições (60 
segundos cada repetição; volume 
total 240 segundos). 3x/semana. 

Eutanásia  24 horas após a 
ultima sessão de 

alongamento. 

Grupo Controle 

n=7 

Anestesia 

240 segundos de anestesia. 
3x/semana. 

Eutanásia 24 horas após  ter 
sido posicionado pela ultima 

vez no aparato de 
alongamento. 

15 Rattus norvegicus 

Fêmeas 

26 meses  
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 Os animais foram distribuídos em cinco caixas (numeradas de 1 a 5), cada 

uma contendo três animais os quais foram numerados de 1 a 3. Para definição dos 

grupos, foi realizado o método de aleatorização simples, por meio do sorteio. 

Inicialmente foi selecionada a caixa com os animais para a definição dos grupos. 

Após foi realizado o sorteio para definição do grupo e na sequencia foi sorteado o 

numero do animal. Dessa forma, dois sorteios foram realizados: Sorteio 1: grupo 

alongamento ou grupo controle. Sorteio 2: número do animal (animal 1, animal 2, 

animal 3). Assim, animais do grupo controle e grupo alongamento permaneceram 

juntos nas caixas.  

 

5.1.1 Protocolo de alongamento 

 

 Para aplicação do alongamento passivo mecânico no músculo sóleo 

esquerdo, o animal foi previamente pesado em uma balança (Mettler/Toledo com 

capacidade de 25g a 3 Kg). Em seguida, foi anestesiado por via inalatória 

(isoflurano) e posicionado em um aparato de alongamento, desenvolvido por Zotz et 

al (2014), no qual a articulação talo-crural era fixada em flexão dorsal máxima, e 

assim, mecanicamente, o músculo sóleo era mantido em posição de alongamento 

pelo aparato (PEVIANI  et  al,  2007; ZOTZ et al., 2014). O aparato de alongamento 

desenvolvido por Zotz et al (2014) tem patente com registro BR1020150205740. 

O aparato de alongamento é constituído por uma célula de carga, capaz de 

captar a força necessária para promover a deformação músculo-tendínea. Assim, a 

força aplicada foi monitorada durante cada repetição de exercício de alongamento 

passivo mecânico estático (ZOTZ et al., 2014).  

   Os animais foram anestesiados com inalação de isoflurano (5% para 2,5 L 

O2 min-1) para o posicionamento no aparato de alongamento. Para manter a 

anestesia durante o alongamento foi utilizada concentração de 2,5% de isoflurano.  

As imagens do aparato de alongamento e o procedimento para indução do 

alongamento estão demonstrados na figura 05. 
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O protocolo de alongamento consistiu em uma série de 4 repetições 

(KERRIGAN et al.,2003; CRISTOPOLISKI et al.,2009, GALLON et al,2011; TAYLOR 

et al.,1990) com duração de 60 segundos cada repetição (FELAND et al, 2001; 

GALLON et al,2011; CRISTOPOLISKI et al.,2009; WATT et al, 2011; WATT et al, 

2011), com intervalo de 30 segundos entre elas (KERRIGAN et al, 2003; STAUBER 

et al, 2002), monitorado por um cronômetro (Technos).  

O alongamento foi realizado no músculo sóleo esquerdo, 3 vezes por semana 

(GALLON et al, 2011; ACSM,2011), durante uma  semana (KAMIKAWA  et al.,2013; 

PEVIANI et al, 2007), sempre no mesmo horário do dia, isto é, no período da manhã, 

pela mesma pessoa posicionando o animal no aparato de alongamento.  

 

 
Figura 05: Aparato de Alongamento. Desenho esquemático apresentando detalhes da posição da 
ratadurante o alongamento do músculo sóleo esquerdo (Zotz et al, 2014).  

 
 

5.2 Métodos de avaliação 

 

 Após uma semana de alongamento, isto é no 6º dia do experimento e 24 

horas após a última sessão de alongamento, os animais foram anestesiados por 

injeção intramuscular de 80mg/kg de ketamina e 8mg/kg de xilasina para coleta do 

músculo sóleo esquerdo.  Em seguida e ainda sob efeito anestésico, foi aplicado 
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uma injeção intracardíaca de 240mg/kg de ketamina e 24 mg/kg de xilasina para 

ortotanásia. 

 Após dissecação, o músculo foi pesado em uma balança analítica de precisão 

(Metter/Toledo) com capacidade mínima de 10 mg e máxima de 210 g e lupa 

(Olympus), e posteriormente os músculos foram gotejados periodicamente com 

solução salina (NaCl 0,9%) para evitar ressecamento tecidual. Foi observada a 

massa absoluta (expressa em gramas) e sua relação com a massa corporal do 

respectivo animal (massa relativa, expressa em porcentagem). 

Na sequência, os músculos foram divididos longitudinalmente, com uma 

lâmina (Feather) em duas partes iguais. A porção medial do músculo foi cortada 

transversalmente em duas partes iguais, em que a porção proximal foi destinada 

para a técnica de imunohistoquímica e mensuração da área de secção transversa. A 

análise do comprimento muscular e sarcômeros em série também foram realizadas e 

incluídas na tese de doutorado de ZOTZ (2014) 

Toda a porção lateral restante foi utilizada para avaliação da expressão 

gênica, sendo assim, armazenada em freezer a -80º C para posterior análise. 
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Figura 06: Desenho esquemático das secções realizadas no músculo sóleo. Em cada porção do 
músculo sóleo esquerdo seccionado, está descrito ao lado o tipo de processamento realizado. 
Imunohistoquímica e area de secção transversa das fibras musculares: os mesmos cortes 
histológicos processados para imunohistoquímica foram utilizados para a mensuração da AST das 
fibras musculares; Sarcômeros em série: porção destinada ao processamento para a contagem do 
número de sarcômeros em série; Expressão gênica: porção destinada à avaliação da expressão 
gênica. 
 

 

5.2.1 Área de secção transversa  

 Para fotomicrografia dos cortes histológicos foi utilizado o fotomicroscópio de 

Luz (Olympus BX50) capturadas em sistema de vídeo-imagem (câmera Sony CCD 

IRIS) por meio do Software Image Pro Plus 4.5. Foram avaliados os cortes 

histológicos corados com hematoxilina-eosina. 

Para análise da área de secção das fibras musculares (ASTFM) foi escolhido 

um campo contendo um corte histológico de cada músculo. A escolha do corte foi 

baseada na ausência de artefatos, isto é, maior quantidade de fibras musculares, 
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menor quantidade de depósitos de reagentes, presença de fibras dobradas, 

rasgadas ou mal focalizadas. Em seguida, o corte selecionado foi focalizado em 

objetiva de 10x em microscópio de luz (Olympus BX50) e fotografado em câmera 

digital (Camera Sony CCD IRIS). Posteriormente, a imagem foi transferida para um 

computador, onde 100 fibras foram selecionadas de modo aleatório, sem o 

conhecimento do grupo experimental, para tornar a análise com caráter cego, na 

região central da secção histológica como descrito por Coutinho et al. (2004) e 

Gomes et al. (2004). As ASTFM foram mensuradas com o auxílio do programa 

Image J (versão 1.45q), como representado na figura abaixo. 

 

Figura 07: Corte histológico transversal do músculo sóleo em objetiva de 10x. O contorno na cor 
amarela representa o método utilizado para mensuração das ASTFM, por meio do software Image J. 

Barra=20 µm. 

 

5.2.2 Imunohistoquimica  

 As lâminas de imunohistoquimica foram preparadas pela equipe coordenada 

pela Bióloga Marina Azevedo, do laboratório de Patologia Experimental, da PUC-PR, 

sob coordenação e anuência da Profa Dra Lucia Noronha. 
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 A porção lateral superior do músculo sóleo esquerdo coletado de cada rata foi 

fixado em formalina 10% durante 48 horas. Posteriormente, a porção foi desidratada 

e diafanizada e emblocada em parafina. A porção foi então seccionada 

transversalmente em micrótomo (Olympus), em cortes de 4µm, posteriormente 

transferidos para lâminas próprias (AutoWrite Green Adesin Sakura 76 X 26 mm) 

para imunohistoquímica. Após secarem overnight a 37ºC, foi realizada a 

desparafinização e o bloqueio da peroxidase endógena com solução de peróxido de 

hidrogênio e metanol 5% (peróxido diluído em metanol). Em seguida foi efetuada a 

recuperação antigênica: sendo as lâminas mergulhadas em recuperador 

ImunoRetriver (Dako®) e na sequencia lavadas em água destilada, e, riscadas com 

caneta hidrofóbica Dako pen (Dako®), delimitando a área do corte. 

 As lâminas permaneceram em tampão PBS (tampão fosfato-salino) tris pH 

7.3, até que as alíquotas de anticorpo fossem gotejadas, evitando a secagem do 

corte. Os anticorpos primários específicos para reações imunohistoquimicas foram 

Rabbit Polyclonal Collagen Type I (AB34710, Abcam, Cambridge, MA, USA), Rabbit 

Polyclonal Collagen Type III (AB7778, Abcam, Cambridge, MA, USA), Mouse 

Monoclonal TGFβ-1 (2C5: sc-52891, Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg, 

Germany), Human Monoclonal TNF alpha (MA-091-5, Imuny Biothecnology, 

Campinas, SP, BR) e Mouse monoclonal [102D1] to TIMP1 (AB1827, Abcam, 

Cambridge, MA, USA). As diluições dos anticorpos foram: TNFα 1:50, TGFβ-1 1:200, 

Colágeno I 1:200, Colágeno III 1:200 e TIMP-1 1:100.  

Para detectar a imunoatividade, o ImmPRESS™ kit (Anti-Mouse/Rabbit Ig 

Peroxidase Reagent, MP 7500, Vector Labs, USA) foi usado de acordo com as 

instruções do fabricante. Todos os anticorpos usados nesse experimento tem 

reatividade com ratos.  

As alíquotas (100 μl) das soluções dos anticorpos Colágeno I (Rabbit 

Polyclonal Collagen Type I, AB34710, Abcam, Cambridge, MA, USA), Colágeno III 

(Rabbit Polyclonal Collagen Type III, AB7778, Abcam, Cambridge, MA, USA), TGF-

β1 (Mouse Monoclonal TGFβ-1, 2C5: sc-52891, Santa Cruz Biotechnology Inc., 

Heidelberg, Germany), TNFα (Human Monoclonal TNF alpha (MA-091-5, Imuny 
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Biothecnology, Campinas,SP,BR)  e TIMP (Mouse monoclonal [102D1] to TIMP1 

AB1827, Abcam, Cambridge, MA, USA) foram gotejadas sobre os cortes e levadas 

para câmara úmida (Easy path) e à geladeira (Consul) overnight. 

No dia seguinte, as lâminas foram lavadas em tampão TBS tris pH 7.3 e 

deixadas no tampão por 15 min. Novamente foram lavadas em tampão, secadas e 

então foi administrado Advance link (Dako®) e deixado por 30 min. Em seguida, 

foram lavadas em tampão e gotejados Advance enzyme (Dako®), mantido por 30 

min. Novamente foram lavadas em tampão, secado e pingado cromógeno DAB (1:1) 

até a visualização da cor castanha, e na sequencia lavadas rapidamente em água 

destilada. Após, foram contracoradas com Hematoxilina de Gill por 5 min, lavadas 

em água da torneira e deixadas por 5 minutos, desidratadas com álcool etílico 

absoluto (3x 1 min.), diafanizadas com xilol (3 x 5 min) e então realizada montagem 

da lâmina com Entellan® (Merck, Germany). 

A coloração foi desenvolvida por meio do Kit ImmPACT™ DAB (Vector Labs, 

US). 

 As lâminas foram fotografadas em objetiva de 40x. Os critérios utilizados para 

realização da fotografia foram fotos preenchidas, sem dobra, sem rasgo, sem 

artefato de coloração, homogeneidade emr elação à coloração e sem sobreposição 

de foto.  Após aplicação desses critérios, foram fotografadas 10 imagens por animal 

utilizando a técnica de varredura.  

 As lâminas dos anticorpos TNFα, TGFβ, colágeno I, colágeno III TIMP e foram 

analisadas por meio do método quantitativo morfométrico (KONDO et al., 2011). As 

lâminas foram fotografadas no microscópio ZEISS Axio Scope A1, por meio do 

programa Axio Vision SE64. As imagens também foram analisadas utilizando o 

programa Image Pro Plus®. 

Foi fornecida ao programa uma amostra da coloração castanha considerada 

positiva para permitir a quantificação pelo método de colorimetria (RECHERT-

FARIA, 2012). Esta fotomicrografia passou a ser a “máscara”, de acordo com Calvi e 

colaboradores (2012), a máscara é confeccionada a partir de estrutura especifica 

que é demarcada em uma imagem.  
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Dessa forma, após selecionar a estrutura específica, o programa identificou 

os pixels da estrutura e, a partir disso, o software selecionou pixels adjacentes com 

cores similares e identificou a área da imunomarcação (CALVI et al.,2012), figura 08-

A. Ainda, com o programa Image Pro Plus, foi determinada a área da fibra muscular 

e assim, identificada a porcentagem de imunomarcação por área de fibra muscular 

total (Figura 08-B). 

 

 

Figura 08: Análise das imagens pelo Image Pro Plus®. A: Imunomarcação, sinalizada pela cor 
castanha e demarcada pela cor vermelha. B: Mensuração da Área da fibra muscular. Barra 200µm. 

 

5.2.3 Extração de RNA total 

Após a dissecação e retirada do músculo sóleo, a porção medial foi 

congelada imediatamente em nitrogênio líquido e armazenada em freezer à –80ºC, 

para posterior extração do RNA total. 

Para a extração do RNA total, o fragmento do músculo sóleo foi macerado 

com nitrogênio liquido e homogeneizado com Trizol (Gibco) (1ml), seguindo as 

orientações do fabricante (Life Technologies, Inc., USA). Após a homogeneização foi 

acrescentado 0,2 ml de clorofórmio às amostras, misturadas por inversão e 

incubadas por 2 min em temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram 

centrifugadas por 15 min, 12.000 rpm (centrífuga refrigerada, Eppendorf). A fase 

aquosa, que contém o RNA, foi coletada e transferida para outro tubo autoclavado e 

adicionado 0,5 ml de álcool isopropílico. A mistura foi mantida à temperatura 

ambiente por 10 minutos visando a precipitação do RNA. 
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Ao final do período de precipitação, as amostras foram centrifugadas por 10 

min à 13.000 rpm (centrífuga refrigerada, Eppendorf). Foi realizada a lavagem do 

RNA precipitado com 1 ml de etanol (75%, diluído em água DEPC- diethyl 

pytocarbonate 97%). Após breve agitação, as amostras foram novamente 

centrifugadas por 5 min à 10.000 rpm e o álcool foi removido (sobrenadante). O RNA 

foi seco ao ar livre e posteriormente resuspendido em 30ml de tampão TE pH 7,6 

(TRIS HCL/EDTA). Para a solubilização do pelet, foi realizada incubação à 57ºC por 

5 minutos (Thermomixer- Eppendorf). 

A absorbância das amostras foi determinada por espectrofotometria 

(Nanodrop, Thermo Scientific), nos comprimentos de onda de 260nm e 280nm. No 

sentido de avaliar a qualidade do RNA isolado foi determinada a razão entre as 

absorbâncias 260 e 280 nm (razão ≥ 1,8). Foram considerados adequados os 

valores entre 1,6 e 2,0. A qualidade do RNA foi avaliada por eletroforese em gel de 

agarose.  

Estes procedimentos foram realizados no Laboratório de Entomologia Médica 

e Veterinária, do Departamento de Zoologia, do Setor de Ciências Biológicas, da 

Universidade Federal do Paraná (UFPR), com anuência do coordenador, Prof. Dr. 

Mario Navarro.  

 

5.2.4 RT-PCR (Reverse Transcriptase – Polymerase Chain Reaction) 

 

 A reação da transcrição reversa (RT) contendo 1 ug de RNA total, 1 ul de 

oligo (dT) primer (Invitrogen, Carlsbad, CA) e água (para volume de 10,5ul) foi 

incubada à 70ºC por 10 minutos e então resfriada rapidamente em gelo. Foi 

adicionada a cada amostra uma mistura contendo: 1ul de dNTPmix (deoxynucleotide 

triphosphate) contendo 0,2 mmol·L-1 de cada dNTP (ATP, CTP, GTP e TTP) 

(Promega, Madison, WI), 2ul de DTT 0,1 mol·L-1, 4ul de tampão 5x e 200U 

daenzima M-MLV RT (Promega, Madison, WI) e então as amostras foram 

reaquecidas a 42ºC por 60 min e a 95ºC por 10 min.   

A integridade do produto da RT (cDNAs) foi conferida em de gel de agarose 

(1%) não desnaturante, corado com Safer em tampão TBE 1x. Este procedimento foi 
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realizado no Laboratório de Entomologia Médica e Veterinária, do Departamento de 

Zoologia, do Setor de Ciências Biológicas, da Universidade Federal do Paraná 

(UFPR), com anuência do coordenador, Prof. Dr. Mario Navarro. 

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

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

Biosystems). As reações foram efetuadas utilizando-se 40ng/ul de cDNA, para todos 

os genes avaliados, adicionado a uma reação contendo 25ul de SYBR Green PCR 

master mix, e 180nM do primer, em uma solução com volume final de 55ul, dividido 

em dois tubos (duplicata). Para cada gene, todas as amostras foram amplificadas 

simultaneamente e em duplicatas. Os dados foram analisados usando o método 

comparativo do ciclo limiar (Ct). A expressão de cada gene alvo foi normalizada para 

o gene GAPDH. Além disso, foi utilizado um controle negativo contendo água.  

As condições de ciclagem consistiram em 2 passos: 50ºC por 2 min e 95ºC  

por 10 min, seguido de 40 ciclos com duas etapas, 15s de denaturação à 95ºC e 60s 

de anelamento à 60ºC. Após a reação de PCR, foi possível determinar o início da 

fase de amplificação exponencial (Ct, cycle threshold) de cada amostra, que foi 

utilizada como dado para a análise da expressão gênica do gene alvo. 

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

polimerase em cadeia foram: 

 

Genes alvos e gene referência: 

RNAm Forward Reverse 

Col1A1a 5’-ATCAGCCCAAACCCCAAGGAGA -3’ CGCAGGAAGGTCAGCTGGATAG 

Col 3A1a 5’-TGATGGGATCCAATGAGGGAGA-3’ GAGTCTCATGGCCTTGCGTGTTT 

TGF-β-1a 5’-CCCCTGGAAAGGGCTCAACAC-3’ TCCAACCCAGGTCCTTCCTAAAGTC 

GADPHa 5’-CCATTCTTCCACCTTTGATGCT-3’ TGTTGCTGTAGCCATATTCATTGT 

 

Para análise da expressão gênica através do PCR-RT foi utilizado o método 

delta-delta Ct (ΔΔ Ct). Calculou-se inicialmente o ΔCt da cada amostra, subtraindo-

se os valores de Ct (treshould cycle ou limiar do ciclo), do gene controle GAPDH dos 

valores de Ct dos genes alvos (TGF-β-1A, Col1A1a e Col3A1a). Para o cálculo do 
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ΔΔcT a média do ΔCt do grupo foi subtraída do valor de ΔCt de cada amostra. Após, 

para se chegar ao valor da Unidade Arbitrária (UA), foi calculada a potência do valor 

do ΔΔCt de cada amostra. 

O PCR Real Time foi realizado no Laboratório do Núcleo de Fixação de 

Nitrogênio do Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade 

Federal do Paraná (UFPR), com anuência do coordenador; Prof Dr. Emanuel M. de 

Souza.  

 

5.3 Análise Estatística 

 

Os resultados foram descritos como média±desvio padrão. A análise de 

normalidade dos dados foi realizada com o teste Shapiro-Wilk e a homogeneidade 

pelo teste Levene. Para comparação entre grupos, quando os resultados 

apresentaram distribuição normal e homogênea aplicou-se ANOVA one way. E, para 

dados não paramétricos foi utilizado o teste Kruskall. O teste t pareado foi usado na 

comparação entre as massas corporal inicial e final em cada grupo. 

Os valores foram considerados significativos quando p ≤ 0,05, para todas as 

comparações. As análises foram realizadas no pacote estatístico SPSS versão 20.0 
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6. RESULTADOS 

 

6.1 Massa corporal, massa muscular absoluta e relativa e histomorfometria 

 

6.1.1 Massa corporal inicial e final 

 

 Os resultados da massa corporal inicial e final apresentaram distribuição 

normal (p=0,28, Shapiro Wilk e p=0,35, Shapiro Wilk, respectivamente) e 

homogênea (p=0,33, Levene; p=0,56, Levene, respectivamente). Não foi encontrada 

diferença significativa entre os grupos (p=0,98, ANOVA one way, F1,13=0,001) na 

comparação entre a massa corporal inicial e final. No entanto, na comparação intra 

grupo, o grupo controle mostrou redução estatisticamente significativa da massa 

corporal (p=0,009, teste t de Student pareado) enquanto o grupo alongamento não 

apresentou diferença significativa (p=0,62, teste t de Student pareado). 

 

 

Figura 09: Massa corporal inicial e final das ratas idosas. Grupo controle (n=7): Massa corporal inicial 
346,42±54,18 e massa corporal final 341,00±43,32. Grupo alongamento (n=8): Massa corporal inicial 
347,12±61,90 e massa corporal final 354,12±52,92. *p=0,009 em relação à massa corporal inicial. 
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6.1.2 Massa muscular 

 
 Os resultados da massa muscular apresentaram distribuição normal (p=0,66, 

Shapiro Wilk), e homogeneidade (p=0,86 Levene). Não foi observada diferença 

estatisticamente significativa na massa muscular absoluta (p=0,38 ANOVA one way 

F1,13=0,79) e relativa (p=0,43 ANOVA one way F1,13=0,64) no grupo alongamento 

quando comparado ao grupo controle.  Os resultados estão apresentados na tabela 

01. 

 

Tabela 01: Comparação da massa corporal inicial e final, massa muscular absoluta e 
massa muscular relativa entre os grupos. 

Grupo Massa corporal 
inicial (g) 

Massa corporal 
final (g) 

Massa 
muscular (g) 

Massa muscular 
relativa (%) 

Controle  
346,42±45,18 

 

 
341,4 ± 43,32 

 

 
0,179 ± 0,02 

 

 
0,05 ± 0,01 

 
Alongamento  

347,12±61,90 
 

 
354,1 ± 52,92 

 
 

 
0,266 ± 0,257 

 

 
0,08 ± 0,10 

 

Valor de p 0,98 0,98 0,38 0,43 
Os resultados estão descritos como média e desvio padrão.  
 

6.1.3 Área de secção transversa das fibras musculares (ASTFM) 

 

Os dados da área de secção transversa das fibras musculares não 

apresentaram normalidade (p=0,001, Shapiro Wilk), e homogeneidade (p=0,05, 

Levene). A ASTFM foi significativamente menor (17,5 ± 31,1%) em ratas idosas 

submetidas ao exercício de alongamento, quando comparadas às ratas do grupo 

controle (4148 ± 1568 µm2 vs 5032 ± 2125 µm2; p=0,001, Kruskall wallis). 
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Figura 10: Área de secção transversa das fibras musculares (ASTFM). *p=0,001, Kruskall Wallis, em 
relação ao grupo controle. Os resultados estão apresentados em média e desvio padrão.  

 
 
 
6.2 Imunohistoquímica 

 

6.2.1 Imunopositividade para TNFα por área total de fibra muscular 

 

A área de imunopositividade do TNFα foi expressa em porcentagem por área 

total de fibra muscular. Os resultados da área de imunopositividade não 

apresentaram distribuição normal (p=0,00, Shapiro Wilk), mas apresentaram 

homogeneidade (p=0,08, Levene), e não foram estatisticamente diferentes entre os 

grupos (p=0,08, Kruskall wallis). Os resultados da porcentagem de TNFα por área 

total de fibra muscular não apresentaram distribuição normal (p=0,001, Shapiro 

Wilk), e homogeneidade (p=0,01, Levene), e foram estatisticamente diferentes entre 

os grupos (p=0,04, Kruskall wallis). Os resultados estão apresentados na tabela 02. 
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Tabela 02. Comparação da área de imunopositividade e porcentagem de TNFα no 
músculo sóleo entre os grupos. 

*Comparado ao grupo controle (p=0,04, Kruskall Wallis). Os resultados estão descritos como a 

média±desvio padrão.  

 

A figura 11 demonstra a análise qualitativa morfológica, indicando maior 

imunopositividade do TNFα no grupo alongamento (A) comparado ao controle (B). 

Figura 11: Fotomicrografia de corte histológico transversal do músculo sóleo de 
ratas idosas com imunopositividade para TNFα. 

 
Objetiva de 40x. A: Grupo Controle. B: Grupo Alongamento. Setas demonstram marcação positiva 
para TNF-α. Barra 50µm.  

 

6.2.2 Imunopositividade para TGF-β1 por área total de fibra muscular 

 

A área do TGF-β1 foi expressa em porcentagem por área total de fibra 

muscular. Tanto a imunopositividade quanto a porcentagem de TGF-β1 por área 

total de fibra muscular apresentaram redução estatisticamente significativa no grupo 

alongamento quando comparado ao grupo controle (p=0,02, p=0,04, Kruskall- Wallis, 

respectivamente). Os resultados estão apresentados na Tabela 03. 

Grupo 
Área total de fibra muscular 

(µm²) 
Área total de 

imunopositividade (µm²) 

Porcentagem de 
TNFα por área total 
de fibra muscular 

(%) 

Controle 85.238.709 ± 14.870.670 62.689 ± 80.724 0,07±0.08 

Alongamento 80.228.598 ± 18.662.926 97.528 ± 93.094 0,12±0.11* 
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Tabela 03: Comparação da área de Imunopositividade para TGFβ no músculo sóleo 
entre os grupos.  

*Área significativamente menor quando comparado ao grupo controle (p=0,02, Kruskal-wallis).
§ 

Porcentagem significativamente menor quando comparado ao grupo controle (p=0,04, Kruskal-wallis). 
Os resultados estão descritos como a média±desvio padrão. 

 

A figura 12 demonstra o aspecto morfológico da menor imunopositividade do 

TGF-β1 do grupo alongamento (B) em relação ao grupo controle (A). 

Figura 12: Fotomicrografia de corte histológico transversal do músculo sóleo de 
ratas idosas com imunopositividade para TGF-β1. 

 
Objetiva de 40x. A: Grupo Controle. B: Grupo Alongamento; Setas demonstram marcação positiva 

para TGFβ. Barra 50µm.  

 

6.2.3 Imunopositividade para Colágeno tipo I por área total de fibra muscular 

 

Os dados da imunopositividade para o colágeno tipo I mostraram distribuição 

normal (p=0,60, Shapiro Wilk), mas não foram homogêneos (p=0,001, Levene). 

A área do colágeno I está expressa em porcentagem por área total de fibra 

muscular. Foi encontrada redução significativa da imunopositividade e porcentagem 

Grupo 
Área total de fibra 

muscular 
(µm²) 

Área total de 
imunopositividade (µm²) 

Porcentagem de 
TGFβ por área 
total de fibra 
muscular (%) 

Controle 72.102 ± 13.606 1.280 ± 1.871 1,90 ± 2,85 

Alongamento 72.663 ± 12.961 1.009 ± 928* 1,60±1,69
§
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de colágeno tipo I no grupo alongamento comparado ao controle (p=0,001 e 

p=0,001, Kruskal-Wallis, respectivamente, tabela 04). 

 

Tabela 04. Comparação da área de Imunopositividade para Colágeno tipo I no 
músculo sóleo entre os grupos.  

*Área significativamente menor quando comparado ao grupo controle (p=0,001, Kruskal-wallis). § 
Porcentagem significativamente menor quando comparada ao grupo controle (p=0,001, Kruskal-
wallis). Os resultados estão descritos como a média±desvio padrão. 

A figura 13 apresenta a morfologia demonstrando maior imunopositividade do 

Colágeno tipo I nos grupos controle (A) em relação ao alongamento (B). 

 
Figura 13: Fotomicrografia de corte histológico transversal do músculo sóleo de 
ratas idosas com imunopositividade para Colágeno tipo I. 

 
Objetiva de 40x. A: Grupo Controle. B: Grupo Alongamento. Setas demonstram marcação positiva 
para Colágeno tipo I. Barra 50 µm.  

 

Grupo 
Área total de fibra 

muscular 
(µm²) 

Área total de 
imunopositividade (µm²) 

Porcentagem de 
Colágeno I por 

área total de fibra 
muscular (%) 

Controle 137.043 ± 19.334 996 ± 1013 1,67 ± 1,91 

Alongamento 88.980 ± 14.231 752 ± 547* 1,41±1,21
§
 



72 

 

 

 

 

6.2.4 Imunopositividade para Colágeno tipo III por área total de fibra muscular 

 

Os dados da imunopositividade do colágeno tipo III mostraram distribuição 

normal (p=0,81, Shapiro-Wilk), porém não homogênea (p=0,001, Levene). 

A área do colágeno III foi expressa em porcentagem por área total de fibra 

muscular. Foi observado aumento significativo da imunopositividade e porcentagem 

de colágeno tipo III no grupo alongamento comparando ao grupo controle (p=0,001 e 

p=0,001, Kruskal-Wallis, respectivamente). Os resultados estão apresentados na 

tabela 05.  

 

Tabela 05: Comparação da área de Imunopositividade para Colágeno tipo III no 
músculo sóleo entre os grupos. 

*Área significativamente maior quando comparado ao grupo controle (p=0,001, Kruskal-wallis). § 
Porcentagem significativamente maior quando comparado ao grupo controle (p=0,001, Kruskal-
wallis). Os resultados estão descritos como a média±desvio padrão. 

 

A figura 14 apresenta a morfologia demonstrando o aumento da 

imunopositividade do Colágeno tipo III no grupo alongamento (B) comparado ao 

controle (A).  

 

 

 

 

 

Grupo 
Área total de fibra 

muscular 
(µm²) 

Área total de 
imunopositividade (µm²) 

Porcentagem de 
Colágeno III por 

área total de fibra 
muscular (%) 

Controle 67.412 ± 12.159 2.924 ± 2.210 4,92 ± 5,30 

Alongamento 69.349 ± 15.524 3.915 ± 2.864* 7,06 ± 6,88
§
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Figura 14: Fotomicrografia de corte histológico transversal do músculo sóleo de 
ratas idosas com imunopositividade para Colágeno III.  
 

 
Fotomicrografia do músculo sóleo. Imunohistoquimica. Objetiva de 40x. A: Grupo Controle. B: Grupo 
Alongamento. Setas demonstram marcação positiva para Colágeno tipo III. Barra 50µm. 
 

6.2.5 Imunopositividade para TIMP por área total de fibra muscular 

  

A área da TIMP foi expressa em porcentagem por área total de fibra 

muscular. Os resultados da imunopositividade e porcentagem de TIMP por área total 

de fibra muscular não apresentaram distribuição normal (p=0,001, Shapiro Wilk; 

p=0,001, Shapiro Wilk, respectivamente), mas apresentaram homogeneidade 

(p=0,09, Levene; p=0,34, Levene, respectivamente). Não foi encontrada diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos (p=0,64, p=0,89, Kruskal Wallis, 

respectivamente). 

 
Tabela 06: Comparação da área de imunopositividade para TIMP no músculo sóleo 
entre os grupos. 

Grupo 
Área total de fibra 

muscular 
(µm²) 

 
Área total de 

imunopositividade 
(µm²) 

Porcentagem de 
TIMP por área 
total de fibra 

muscular 
(%) 

Controle 83.213.892±12.264.786 2.407.248±3.139.133 3,10±3.62 

Alongamento 80.478.661±12.386.708 2.352.003±2437.509 2.56±2.53 

Os resultados estão descritos como a média±desvio padrão.  
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A figura 15 demonstra a imunomarcação da TIMP nos grupos controle (A) e 

alongamento (B) de forma semelhante. 

Figura 15: Corte transversal do músculo sóleo de ratas idosas com 
imunopositividade para TIMP. 
 

 
Objetiva de 40x. A: Grupo Controle. B: Grupo Alongamento. Setas demonstram marcação 
imunopositiva para TIMP. Barra 50µm. 
 

 
 
6.3 Expressão gênica no músculo sóleo de ratas idosas submetidas ao 

exercício de alongamento 

 
 Os resultados da expressão dos genes TGF-β-1a; Col1A1a e Col 3A1a 

apresentaram distribuição normal (p=0,32, Shapiro Wilk; p=0,11, Shapiro Wilk; 

p=0,46, Shapiro Wilk, respectivamente) e homogeneidade (p=0,40, Levene; p=0,05, 

Levene; p=0,83, Levene). Não foi observada diferença significatica entre os grupos 

na expressão gênica do colágeno tipo I (p=0,21, ANOVA one way, F1, 2 = 2,12) e na 

expressão gênica do colágeno tipo III (p=0,94, ANOVA one way, F1, 2 =0,00).  

A expressão gênica do TGF-β-1a apresentou diminuição estatisticamente 

significativa no grupo alongamento quando comparada ao grupo controle (0,83 ± 

0,89 vs 4,47± 5,65, 0,001, ANOVA one way). 
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Tabela 07: Expressão gênica no músculo sóleo. 

Gene Grupo Controle 
Grupo 

Alongamento 
Valor de p 

TGF-β-1a 4,47± 5,65 0,83 ± 0,89* 0,001 
Col1A1a 0,52 ± 0,45 0,13 ± 0,11 0,21 
Col 3A1a 0,15±0,13 0,14 ± 0,12 0,94 

*Diferença estatisticamente significativa quando comparada ao grupo controle (ANOVA one way). Os 

valores são unidade arbitrária (UA). Os resultados estão descritos como a média±desvio padrão 
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7. DISCUSSÃO 

 

 Este estudo buscou identificar e compreender os efeitos agudos do exercício 

de alongamento, realizado no músculo sóleo de ratas idosas, analisados 24 horas 

após a última sessão. Os resultados mostraram que alongamento muscular estático 

mecânico passivo, aplicado três vezes durante uma semana, causou atrofia 

muscular, mas promoveu efeito antifibrótico. 

A redução de 17,5±31,1% da área de secção transversa das fibras do 

músculo sóleo, após o protocolo de alongamento, causou estranheza, no sentido de 

que o músculo idoso apresenta redução da massa muscular, denominada 

sarcopenia, e dessa forma poderia ser entendido que o exercício de alongamento 

estaria favorecendo o estado sarcopênico (ARTHUR; COOLEY, 2012; NILWIIK et al, 

2013; NARICI; MAFFULLI, 2010; WILLIANS et al, 2002).  

Entretanto, embora o músculo alongado tenha mostrado redução da ASTFM, 

isso não foi refletido em diminuição da massa muscular absoluta. Outros autores 

também observaram redução (14%) da ASTFM após 3 sessões de alongamento, 

realizadas 1 vez por semana, durante 3 semanas, porém, em ratos jovens (GOMES 

et al, 2004). Estes autores reportaram que a falta de diferença na massa muscular 

absoluta pode ser atribuída a baixa porcentagem de atrofia muscular, que não foi 

suficiente para alterar a massa muscular total (GOMES et al, 2004). Além disso, a 

mensuração da ASTFM é um método mais preciso quando comparado à avaliação 

da massa muscular absoluta, para avaliar o trofismo muscular (GOMES et al, 2004). 

 Salvini et al (2012) afirmam que o remodelamento do músculo esquelético 

após alongamento passivo pode envolver tanto a ativação de vias da atrofia quanto 

da hipertrofia. 

 Peviani et al (2007) aplicaram alongamento estático manual passivo no 

músculo sóleo de ratos jovens em uma única sessão, constituída de 10 repetições, 

mantidas durante um minuto cada repetição, com intervalo de 30 segundos entre 

cada repetição. Os animais foram avaliados 8, 24, 48, 72 e 168 horas após o 

alongamento. Os resultados mostraram aumento na expressão gênica da atrogina-1, 
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48 horas após uma única sessão de alongamento quando comparada ao grupo 

controle.  Em um segundo momento do estudo, novos grupos de ratos foram 

alongados durante 2, 3 ou 7 dias, seguindo a mesma prescrição. Os resultados 

também mostraram aumento da expressão da atrogina-1, nas 3 situações, quando 

comparado ao grupo controle, sendo que quando o alongamento foi realizado 3 

vezes durante uma semana, a expressão da atrogina foi maior que nas outras 

situações. Os autores apontam que repetições curtas de alongamento estático 

manual passivo ativam a via proteassoma no músculo sóleo de rato, a qual contribui 

para atrofia muscular. 

 Gomes et al (2006) realizaram o alongamento muscular do músculo sóleo 

durante 30 minutos consecutivos em ratos jovens e compararam os efeitos após 

uma única sessão, duas sessões, 3 sessões ou sete sessões. Os resultados 

mostraram aumento da expressão gênica da atrogina-1 nos animais que receberam 

2, 3 e 7 sessões de alongamento, enquanto não foi observado alteração na 

expressão gênica após uma única sessão, demonstrando ativação de via da atrofia 

quando o estímulo de alongamento é realizado com frequência igual ou superior a 2 

sessões semanais. 

Assim, apesar dos estudos anteriores terem sido realizados com ratos jovens, 

pode-se sugerir que o músculo idoso responde de maneira semelhante. Além disso, 

detectou-se que quando o estimulo do alongamento é realizado intermitente, isto é, 

sem imobilização e por um período de apenas uma semana, pode ocorrer atrofia 

muscular. 

 Entretanto, tem sido descrito que o exercício de alongamento é considerado 

um potente estímulo para prevenir a atrofia e induzir a hipertrofia muscular 

(COUTINHO, et al,2004; GOLDSPINK et al, 2002). SALVINI et al (2006), em 

contrapartida, não encontraram diferença na área de secção transversa do músculo 

sóleo de ratos jovens, previamente imobilizado em posição de encurtamento, 

durante 4 semanas e posteriormente submetido a um protocolo de alongamento, 

constituído de 10 repetições de 1 minuto, intervaladas por 30 segundos, 3 vezes por 

semana, durante 3 semanas. Os autores relatam que apesar de não observarem 

alteração na ASTFM, encontraram aumento do numero de sarcômeros em série e 
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sugerem que o protocolo proposto foi mais eficiente para ativar sensores mecânicos 

envolvidos na sarcomerogênese (crescimento em série) do que os envolvidos no 

crescimento radial (em paralelo). Ainda, em estudo do mesmo grupo de pesquisa, 

verificaram que quando protocolo semelhante de alongamento foi realizado 3 vezes 

por semana, impediu a atrofia e quando realizado diariamente causou hipertrofia 

muscular esquelética, demonstrando maior efeito do alongamento no trofismo 

muscular, quando a frequência semanal é aumentada (COUTINHO et al, 2006).  

Dessa forma, observa-se que o exercício de alongamento induz modificações 

no musculo esquelético dependendo da frequência semanal e do período de 

treinamento. Quando a frequência semanal foi de 1 vez por semana causou atrofia, 

quando realizou-se 3 vezes por semana impediu atrofia e o treinamento diário 

induziu hipertrofia (GOMES et al, 2004; COUTINHO et al, 2006). Além disso, quando 

o período de treinamento foi de1 semana, ocorreu aumento da expressão de genes 

relacionados com a atrofia e redução da área de secção transversa das fibras 

musculares, porém, quando realizado por 3 semanas, observaram aumento da área 

de secção transversa das fibras musculares (GOMES et al, 2004; GOMES et al, 

2006; PEVIANI et al, 2007; COUTINHO et al, 2004). Assim, verifica-se que o efeito 

de 3 sessões de alongamento estático mecânico passivo, realizadas durante uma 

semana, em músculo sóleo de ratas idosas, apresentou o mesmo comportamento do 

músculo sóleo de ratos jovens, submetidos ao alongamento estático manual passivo, 

isto é, causou atrofia. 

No sentido de investigar os mecanismos envolvidos com o processo de atrofia 

muscular induzida pelo alongamento, o presente estudo analisou a expressão das 

citocinas TNFα e TGF-β1, proteínas estruturais (colágeno tipo I e tipo III) e inibidores 

da degradação proteica da matriz extracelular (TIMPs) do músculo sóleo.  

 Por meio da técnica de imunohistoquimica, verificou-se que o grupo 

submetido ao alongamento apresentou maior porcentagem de imunomarcação do 

TNFα por área de músculo quando comparada ao grupo controle, o que pode ter 

contribuído para a atrofia muscular.  

O TNFα faz parte de um grupo de peptídeos denominados caquectinas, 

devido seus efeitos catabólicos e, contribuem para diminuição de massa muscular 
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(GREIWE et al,2001) e está associada com o aumento da expressão do gene 

ubiquitina e ubiquitinização de proteinas do músculo esquelético (HAMADA et al, 

2004). Ping Li et al (2005) sugerem que o TNFα atua via p38 para aumentar a 

expressão do gene atrogina no músculo esquelético. É importante observar que 

concomitante ao decréscimo na área de secção transversa no grupo alongamento 

foi observado o aumento da imunomarcação de TNFα, o que sugere que o TNFα 

pode ter sido responsável pela sinalização da via da atrofia e possivelmente pela 

atrofia. 

 O envelhecimento é caracterizado por estado inflamatório crônico de baixa 

intensidade (MARTINIS, et al,2006). Baixo grau de inflamação sistêmica pode 

causar aumento de 2 a 3 vezes na concentração plasmática de TNF-α, IL-1, IL-6, IL-

1ra, sTNF-R e proteína C reativa (CALVO et al,2010; PETERSEN; PEDERSEN, 

2006; BRUUNSGAARD; PEDERSEN, 2000) e são considerados fatores de risco 

para morbidade e mortalidade em idosos (MARTINIS, et al,2006; PEREIRA et 

al,2013; GREIWE et al,2001). Existem fortes evidências indicando a importância dos 

fatores inflamatórios na redução de massa muscular relacionada à idade (POEL et 

al, 2011).  

 Músculo mecanicamente alongado pode induzir inflamação local e atrair 

leucócitos que exercem funções essenciais e favoráveis nos processos de 

adaptação, remodelamento e reparo do músculo esquelético. A resposta inflamatória 

de curta duração promovida pelo próprio musculo exercitado é necessária para 

iniciar a adaptação ao exercício. Em contrapartida, a inflamação sistêmica crônica 

tem impacto negativo na homeostase do músculo, resultando em atividade 

proteolítica desequilibrada e prejudicial à capacidade de regeneração (BEITER et al, 

2015).  

 Perturbações simples do músculo esquelético tal qual o alongamento ativo 

durante um exercício excêntrico, aumenta marcadamente a expressão da 

interleucina 1 (IL-1β) e TNFα (BUTTERFIELD et al, 2006). Os neutrófilos são os 

primeiros a chegar e sinalizar a resposta inflamatória durante o exercício e lesão de 

tecidos moles. No entanto, essa resposta imediata por parte dos neutrófilos tem sido 

observada após exercício de alongamento e exercício isométrico sem lesão do 
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músculo, mostrando que a presença dos neutrófilos não necessariamente significa 

lesão (BUTTERFIELD et al, 2006).  

 Pizza et al (2002) realizaram alongamento passivo do músculo extensor longo 

dos dedos, em camundongos adultos. O alongamento consistiu no posicionamento 

do músculo em comprimento 20% maior comparado ao seu comprimento inicial, 

durante 5 minutos, realizado uma única vez. Foi observado aumento de 5,5 vezes no 

número de neutrófilos comparado com o grupo controle, 3 dias após o alongamento 

passivo, enquanto não houve aumento significativo no número dos macrófagos em 

comparação ao grupo controle. Estes autores reportaram que o músculo extensor 

longo dos dedos dos camundongos submetidos ao alongamento, apresentou 

aumento da concentração de neutrófilos sem apresentar sinais histológicos e 

funcionais de lesão. Estes achados também foram observados no grupo de 

camundongos submetidos à contração isométrica.  

Dessa forma, mesmo na ausência de lesão muscular, o estudo de Pizza et al 

(2002) confirma a existência de resposta inflamatória local decorrente do 

alongamento passivo, também observado no presente estudo, pelo aumento da 

imunomarcação do TNFα no músculo sóleo. 

 Cação Benedini et al (2014) reportaram que ratas fêmeas imobilizadas e 

posteriormente submetidas ao alongamento por 3 dias, apresentaram 

significativamente mais macrófagos quando comparadas com ratas que foram 

imobilizados e mantidas livres também por 3 dias, com ratas imobilizadas e 

alongadas apenas em 1 dia, bem como com ratas imobilizadas e alongadas durante 

10 dias. Os autores sugerem que esse resultado pode ter sido decorrente de lesão 

do musculo sóleo induzida pelo alongamento passivo realizado durante 3 dias. Os 

autores ainda reportaram que na análise da citoarquitetura das miofibrilas que foram 

imobilizadas e posteriormente remobilizadas pelo livre movimento ou alongamento 

muscular, observou-se padrão descontinuo da distrofina e ondulações no sarcolema, 

principalmente quando o alongamento foi realizado por 3 dias. A descontinuidade 

desses elementos observados ao longo do sarcolema sugere vulnerabilidade 

intersticial dos elementos extracelulares, evidenciada pelo aparecimento de grande 

numero de macrófagos na fase inicial pós-imobilização (3 dias).  
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As fibras musculares em condições de lesão, alongamento mecânico bem 

como contração muscular têm capacidade notável para alterar o meio inflamatório 

local e assim atrair leucócitos, os quais exercem funções de adaptação, 

remodelamento e processos de reparo no músculo esquelético. Essa resposta 

inflamatória pode ser decorrente do dano às miofibrilas por sobrecarga excêntrica, 

mas também é um pré-requisito para o subsequente remodelamento e adaptação do 

tecido muscular esquelético (BEITER et al, 2015).  

Evidentemente, resposta inflamatória aguda, iniciada ou promovida pelo 

próprio musculo exercitado é necessária para iniciar a adaptação ao exercício. O 

exercício agudo provoca estado pró-inflamatório transitório, que afeta a homeostase 

corporal e metabolismo, e especificadamente alvos inflamatórios locais no músculo 

esquelético. Resposta inflamatória bem controlada é importante para o subsequente 

processo reparativo e adaptativo, incluindo a ativação de células satélites e 

diferenciação (BEITER et al,2015). 

O exercício de alongamento passivo pode estimular a diapedese dos 

neutrófilos, com subsequente localização dos neutrófilos na MEC do músculo 

esquelético (BUTTERFIELD et al,2006). Dessa forma, o aumento das células 

inflamatórias após exercício, pode indicar que elas desempenham outro papel além 

de apenas o reparo tecidual, já que no presente estudo não foram encontrados 

sinais de lesão nos músculos submetidos ao alongamento (KOH et al,2003). 

 Dessa forma, pode-se sugerir que o aumento do TNF observado no presente 

estudo, pode ter sido decorrente de processo inflamatório induzido pelo efeito agudo 

do exercício de alongamento. Outros autores tem reportado aumento da 

concentração de células inflamatórias como neutrófilos, não acompanhado de lesão 

muscular, após protocolo de alongamento (Pizza et al, 2002).  

 O músculo esquelético adapta-se às condições mecânico-biológicas que 

estão presentes ou ausentes, induzindo respostas celulares e moleculares, as quais 

regulam a área de secção transversa, comprimento e tipo de fibras musculares. O 

processo mecânico-biológico se inicia na matriz extracelular em resposta a 

estímulos, tais como o alongamento (TOIGO; BOUTELLIER, 2006). Portanto, 
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mudanças na síntese e degradação da matriz extracelular são eventos importantes 

que ocorrem em resposta ao estresse mecânico (CHIQUET et al, 2009).  

 Os inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPs) são frequentemente 

ativados juntos com as metaloproteinases (MMPs), em resposta à atividade física, 

indicando estimulação e inibição simultânea da degradação dos componentes da 

matriz extracelular. Ao invés de considerar isso como uma atividade competitiva, é 

provável que a atividade das MMPs preceda a atividade da TIMP, e assim TIMPs 

atuam como reguladores da degradação, a fim de garantir quantidade limitada desta 

(KJAER, 2004). 

TIMP-1 é sintetizada por vários tipos de tecidos conjuntivos e pelos 

macrófagos (CHEN; LI,2009) e são regulados em nível transcricional por várias 

citocinas e fatores de crescimento (MURPHY, 2011).  

TIMPs equilibram a degradação da MEC por parte das MMPs e mostram 

aumento de RNAm mais tardiamente após o exercício de alongamento tanto in vivo 

quanto in vitro, sugerindo que o aumento precoce da atividade das MMPs ativam o 

remodelamento da MEC e da migração das células satélites. Ainda, a expressão da 

TIMP em momentos mais tardios após o exercício, aumentam para equilibrar as 

ações das MMPs (PASSEY et al, 2011). 

 Dennis et al (2008) compararam a expressão de genes envolvidos com a 

inflamação, sinalização celular ou remodelamento e crescimento no músculo 

esquelético de jovens (32 ± 7 anos) e idosos (72 ± 5 anos) antes e após 72 horas de 

uma sessão de exercício resistido em membro inferior. As concentrações de RNAm 

de MMP-2 foram menores em idosos humanos comparadas a de jovens no estado 

de repouso, enquanto TIMP-1 mostrou-se mais responsiva ao exercício em jovens 

(DENNIS et al,2008). Em parte, estes resultados poderiam explicar a não 

responsividade da expressão da TIMP-1, 24h após a realização do protocolo de 

alongamento, realizado nas ratas idosas do presente estudo.  

 Outro achado do presente estudo foi a menor imunomarcação e expressão 

gênica do TGF-β1 no músculo sóleo submetido ao exercício de alongamento. 

Podemos sugerir que o exercício de alongamento ativa fator pré - transcricional, que 
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se reflete na pós transcrição, e que promove respostas nos componentes da matriz 

extracelular.   

 TGF-β é uma proteína multifuncional que desempenha papel importante na 

fibrose muscular relacionada à idade. Quando o TGF-β encontra-se ativado, pode 

induzir o fibroblasto a produzir colágeno tipo I, fibronectina e fator de crescimento do 

tecido conjuntivo (cTGF) e ainda suprimir a atividade das MMPs. Estes desfechos 

contribuem para explicar a redução da imunomarcação e expressão do TGFβ-1 e do 

colágeno I, bem como a não responsividade da TIMP, indicando o efeito anti-fibrótico 

do alongamento (NAROLA et al, 2013; KARASIK; COHEN-ZINDER, 2012). 

Um dado interessante em nosso estudo, é que simultânea à redução do TGF-

β1 foi também observada redução significativa na imunomarcação do colágeno tipo 

I. Dessa forma, é possível sugerir que a redução da expressão do TGF-β1 se refletiu 

em inibição da síntese de colágeno tipo I.  

 Além disso, no presente estudo foi verificado maior imunomarcação do TNFα 

e menor expressão do TGF-β1, os quais contribuem para redução da porcentagem 

de colágeno tipo I, sugerindo efeito anti-fibrótico (VERRECHIA; MAURRIEL, 2004; 

GREENWEL et al,2000; KOUBA et al,1999).  

 TNFα reduz a deposição da MEC, tanto pela indução da produção de 

colagenases ou pela inibição da síntese de componentes estruturais como o 

colágeno tipo I, o maior componente estrutural do tecido conjuntivo. TNFα ainda 

contrapõe o TGF-β no estímulo à expressão do gene colágeno tipo I (VERRECHIA; 

MAUVIEL, 2004). Os resultados do presente estudo corroboram com estes 

mecanismos envolvidos no remodelamento da matriz, já que, o aumento do TNFα foi 

acompanhado pela redução do TGFβ-1 e do colágeno tipo I. 

No entanto, apesar da diminuição da imunomarcação do colágeno I, não foi 

observada alteração da expressão gênica do colágeno I. Hirose et al (2008) 

examinaram os efeitos da suspensão da pata posterior, na expressão do gene 

COL1A2, conteúdos de TGFβ-1 e TNFα, e na fosforilação da SMAD3. Durante a 

imobilização, o conteúdo de RNAm de COL1A2 diminuiu nos primeiros dias e 

retornou aos valores iniciais no 7º dia. Por sua vez, a suspensão do membro durante 

3, 7 e 14 dias resultou em aumento no conteúdo de TNFα no músculo sóleo, quando 
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comparado ao grupo controle e com o grupo que teve a pata suspensa apenas por 1 

dia. O conteúdo de TGFβ-1 aumentou no 7º dia diminuindo gradativamente até o 14º 

dia. Os autores consideraram que o aumento do TNFα apartir do 3º dia até o 14º 

dias suprimiu a sinalização da via TGFβ/Smad por meio do NFκB.  

A ativação do receptor do TGFβ-1 (TGFβRI) aciona duas vias de sinalização, 

a via SMAD 2/3 e a via TAK1 MAPK, que medeiam várias ações intracelulares do 

TGF-β, incluindo a síntese de proteínas da MEC (MENDIAS et al, 2012). 

 Assim, nossos resultados sugerem que o alongamento mecânico passivo 

estático do músculo idoso, diminui o TGF-β1, em nível transcricional e pós 

traducional que consequentemente pode ter contribuído para reduzir a síntese de 

colágeno tipo I mediada pelo TNFα.  

Tamaki et al (2014) observaram aumento de tecido conjuntivo, diminuição do 

recrutamento motor e da velocidade de contração do músculo extensor longo dos 

dedos em ratos idosos quando comparado com ratos jovens. Na análise do 

conteúdo de colágeno tipo I no músculo plantar, por meio da técnica de 

imunohistoquimica, foi constatado que o grupo de ratos idosos mostrou conteúdo 

significativamente maior do que os outros grupos, sem diferença entre ratos adultos 

e ratos adultos de meia idade. Os autores sugerem que a rigidez muscular pode ser 

maior em ratos idosos devido ao aumento no conteúdo de colágeno tipo I, sugerindo 

afetar os aspectos funcionais do músculo (TAMAKI et al, 2014). No presente estudo 

foi observada redução da porcentagem de colágeno tipo I, indicando que o protocolo 

de alongamento causou efeito anti-fibrótico, já que o músculo de animais idosos 

apresenta maior conteúdo de colágeno tipo I em comparação com animais jovens. 

A característica estrutural da molécula de colágeno tipo I fornece ao músculo 

maior força tênsil e elasticidade limitada quando agregado às miofibrilas e dessa 

forma, mudanças na quantidade de colágeno tipo I podem ter significância na rigidez 

muscular (HIROSE et al, 2008).  

Ainda, nossos resultados mostraram maior conteúdo do colágeno tipo III no 

músculo sóleo submetido ao alongamento em comparação ao grupo controle. 

Kaneko et al (2009) investigaram as mudanças na expressão dos colágenos 

após aplicação de 3 horas de alongamento cíclico in vitro, em fibroblastos de 
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ligamento de coelhos. Foram analisadas a expressão dos genes colágeno tipo I e 

colágeno tipo III, por meio do PCR-RT, imediatamente após o alongamento e 2, 6,12 

e 18 horas depois. Duas horas após o termino do alongamento, a expressão do 

colágeno tipo I foi 40% maior e do colágeno III foi 71% maior que a do grupo 

controle. Seis horas após o alongamento, a expressão do gene colágeno tipo I foi 

67% maior enquanto a expressão do colágeno III foi 131% maior que a do grupo 

controle. Doze horas após, a expressão dos colágenos I e III continuou supra 

regulada. Entretanto, 18 horas após o término do alongamento, nenhuma expressão 

foi observada.  

Hsiech et al (2002) investigaram o efeito do alongamento em fibroblastos do 

ligamento cruzado anterior de ratos, ao longo de 20h após o alongamento. Foi 

verificado que 1 hora após o alongamento a expressão do colágeno tipo I estava 

aumentada, porém, após 2 horas já estava reduzida. Apesar de estes resultados 

terem sido observados em fibroblastos de ligamento, podem em parte explicar os 

achados do presente estudo, já que não foi observada modificação da expressão do 

Colágeno I e III no músculo sóleo, 24h após a última sessão do protocolo de 

alongamento. 

  Os achados do presente estudo sugerem que os efeitos agudos no musculo 

idoso em resposta ao exercício de alongamento agudo inclui resposta da matriz 

extracelular, por meio da redução do colágeno tipo I, aumento da porcentagem do 

colágeno tipo III por área de músculo e diminuição da área de secção transversa da 

fibra muscular, mediados pelo TNFα e TGF-β1. 

   

Hipóteses de eventos celulares envolvidos na resposta aguda do músculo 

esquelético do idoso ao exercício de alongamento: 

 

Sugere-se que os efeitos agudos do exercício de alongamento no músculo 

idoso tenham sido mediados pela sinalização do TNFα e TGF-β1. Propomos abaixo, 

na figura 16, as vias de sinalização envolvidas nesse processo. O estimulo do 

alongamento sinalizaria o segundo mensageiro MAPK por meio do TNFα. Ainda, os 

efeitos agudos do alongamento também poderia aumentar a atividade do NFκB, já 
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que detectamos redução da área de secção transversa das fibras musculares 

(COFFEY; HAWLEY, 2007; ZHAN et al,2007; BOPPART et al,2001). 

  O estimulo do alongamento provavelmente promoveu aumento das células 

inflamatórias no músculo sóleo, que contribuíram para o aumento do TNFα. O TNFα, 

por sua vez, ativa dois receptores de membrana que sinalizam duas famílias de 

fatores de transcrição, MAPK e NFκB. O NFκB sinaliza a maquinaria ubiquitina-

proteassoma (COFFEY; HAWLEY, 2007). 

 A sinalização do TGFβ é mediada pela fosforilação de membros da família 

SMAD. Porém, SMAD foi sugerida como capaz de mediar a inibição do TGF-β 

quando ativada por citocinas inflamatórias (VERRECHIA; MAUVIEL, 2002).  

A ativação da via da MAPK interfere na interação SMAD-DNA, para inibir a via 

de sinalização do TGFβ/SMAD. Ainda, NFκB pode induzir a expressão de SMAD-7 

que impede a fosforilação das outras SMADS. O TNFα também diminui a ativação 

do receptor do TGF-β e estimula a degradação da matriz extracelular pela da 

indução das proteinases e inibição da síntese de componentes estruturais (HIROSE 

et al,2007; VERRECHIA; MAUVIEL, 2002; GREENWEL et al,2000).  

O TGFβ inibe a síntese de proteinases da matriz extracelular enquanto regula 

de forma positiva a produção de seus inibidores (TIMP) e componentes estruturais 

da matriz (VERRECHIA; MAUVIEL, 2004). 

 Dessa forma, sugere-se que os efeitos agudos ao estimulo do alongamento 

no músculo esquelético de ratas idosas pode ter sinalizado duas vias, NFκB e 

MAPK, que inibiram a sinalização do TGFβ via SMAD e dessa forma a síntese de 

colágeno tipo I. Por sua vez, MMPs podem ter sido sinalizadas, embora não 

analisadas no presente estudo, mas que poderia ter favorecido o aumento do 

colágeno tipo III, indicando efeito anti-fibrótico.  
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Figura 16: Prováveis vias de sinalização envolvidas na resposta aguda do músculo esquelético ao 
exercício de alongamento. Estímulo do alongamento aumentou a imunomarcação de TNFα no 
músculo sóleo, e o TNFα pode ter ativado a via da MAPK e NFκB. A via da MAPK pode ter inibido a 
fosforilação da SMAD via TGFβ e assim inibido a imunomarcação de colágeno tipo I. Ainda, TNFα 
pode ter inibido a ativação do receptor do TGFβ e assim, a via TGFβ/SMAD. MAPK ainda pode ter 
sinalizado e ativado metaloproteinases (MMPs) que têm sua atividade controlada por seus inibidores 
(TIMPs). TNFα ainda pode ter sinalizado a via NFκB que pode ter ativado a proteólise via sistema 
ubiquitina-proteassoma. Linhas pontilhada na cor azul: representa a membrana celular; emaranhados 
na cor cinza: Representam as fibras de colágeno e elastina da matriz extracelular; setas contínuas: 
indicam ativação; setas pontilhadas: indicam inibição; TNFα: receptor do TNFα; TGF: receptor do 
TGFβ; NFkb:Fator de Transcrição; MAPK: proteína quinase; SMAD: Família de proteínas envolvidas 
na translocação de sinais dos receptores do TGF-β; ERK: proteína kinase regulada por sinal 
extracelular; JNK: Kinase c-JUN-N-terminal; p38: proteína quinase ativada por mitógeno p38 MMP: 
Metaloproteases; TIMP-1: inibidor tecidual das metaloproteases; MEC: Matriz extracelular. 

 

 Entretanto, sugerimos para estudos futuros a investigação das vias de 

sinalização aqui propostas, para melhor compreensão dos efeitos agudos do 

exercício de alongamento no músculo esquelético em processo de envelhecimento. 

Cabe ainda, a investigação de quais metaloproteinases são envolvidas nesse 

processo e de que forma seus inibidores são sinalizados. Ainda, recomenda-se que 
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os mecanismos sejam analisados imediatamente e nas horas subsequentes ao 

exercício de alongamento, afim de que seja possível compreender a atividade dos 

genes envolvidos. 

 

Aplicações clínicas: 

 

O processo de envelhecimento pode causar redução de massa muscular, 

aumento de tecido conjuntivo e adiposo (BUFORD et al 2012, IMAMURA et al,1999).  

O aumento do tecido conjuntivo contribui para fibrose do tecido muscular do 

idoso e pode estar relacionada com o aumento das concentrações de colágeno tipo I 

na matriz extracelular, reduzindo o comprimento da unidade musculo-tendínea 

(ARTHUR; COOLEY, 2012; GILLIES; LIEBER, 2011; TAMAKI et al, 2014). Todos 

estes fatores podem causar redução da amplitude de movimento articular e da 

mobilidade, comprometendo a realização das atividades da vida diária de forma 

independente e aumentando o risco de quedas (ACSM, 2009; GALLO et al, 2013; 

RODACKI et al, 2009; STATHOKOSTAS et al, 2012; STANZIANO et al, 2009; 

RODACKI et al, 2009). 

Nesse sentido, o presente estudo mostrou que o alongamento mantido por 

240 segundos, realizado três vezes por semana, durante uma semana, induziu efeito 

anti-fibrótico. Assim, sugere-se que o exercício de alongamento seja prescrito para 

impedir a redução da amplitude de movimento, podendo contribuir para manutenção 

da independência nas atividades de vida diária, assim como prevenir quedas.  
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8. CONCLUSÃO 

 

O efeito agudo do protocolo de exercício de alongamento foi atrofia muscular, 

que pode ter sido mediada pelo TNFα e TGF-β. Porém, induziu efeito anti-fibrótico, 

demonstrado pela redução do conteúdo de colágeno tipo I e do TGF-β bem como 

pelo aumento do conteúdo de colágeno tipo III. Portanto, sugere-se que o 

alongamento muscular pode ser prescrito para impedir a redução de mobilidade em 

idosos.  
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