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RESUMO

O musculo é um tecido dotado de plasticidade que se adapta a diferentes estimulos. A imobilizacdo
causa danos ao sistema muscular incluindo atrofia, perda da extensibilidade e resisténcia muscular. O alon-
gamento muscular e o ultrassom terapéutico sdo modalidades utilizadas para acelerar o processo de reparo
muscular, provendo aumento da sintese proteica e melhora da extensibilidade. Objetivo: Comparar o uso do
ultrassom terapéutico, associado ao alongamento, na remobilizagdo de musculo séleo, de ratos, submetido
ao encurtamento muscular, sobre os aspectos histomorfométricos longitudinais. Materiais e métodos: Vinte
e oito ratos Wistar foram imobilizados por 15 dias e, apds liberados do aparato de imobilizacéo, distribuidos
em quatro grupos: grupo (GA) apenas remobilizado por alongamento durante 10 dias; e os demais foram
submetidos a 10 dias de intervencdo terapéutica do ultrassom de TMHz a 1,0W/cm? (GAUS 1,0); 0,5W/cm?
(GAUS 0,5); e 0,2W/cm? (GAUS 0,2), e posterior alongamento dos musculos séleos. Ao final do tratamento, os
animais foram eutanasiados e tiveram seus musculos removidos para posterior andlise histolégica dos para-
metros longitudinais (contagem de sarcémeros). Resultados: Na analise intragrupo, quanto ao comprimento
muscular, apenas o grupo GAUS 0,5 ndo teve diferenca significativa. Quanto a contagem de sarcOmeros, 0s
grupos GA e GAUS 0,2 tiveram diferenca significativa. Quanto ao tamanho dos sarcomeros, nenhum grupo
teve diferenca significativa. Na anélise intergrupos, nenhum grupo apresentou diferenca significativa. Conclu-
sdo: O alongamento foi insuficiente para reverter os efeitos da imobilizagdo. Quando associado ao ultrassom
terapéutico, a dose 0,5W/cm? recuperou o comprimento muscular, e as doses 1,0 e 0,5W/cm? contribuiram
para o aumento da quantidade dos sarcomeros em série.

Palavras-chave: imobilizacdo, alongamento passivo, musculo esquelético, sarcomeros.

ABSTRACT

The muscle tissue is endowed with plasticity that adapts to different stimuli. Immobilization causes damage
to the musculature including atrophy, loss of muscle strength and extensibility. The stretching and ultrasound
treatment modalities are used to speed up muscle repair process as they can increase protein synthesis and improve
extensibility. Objective: To compare the use of therapeutic thermal and non thermal ultrasound, associated with
stretching, in the remobilization of the soleus muscle of rats subjected to position of muscle shortening on aspects
histomorphometric longitudinal muscle. Methods: 28 rats were immobilized for 15 days, later released from the
apparatus and divided into four groups: group AG only remobilized by stretching for 10 days and the others were
subjected to 10 days of therapeutic intervention 1MHz of ultrasound at 1.0W/cm? (GAUS 1.0), 0.5W/cm? (GAUS
0.5), and 0.2 W/cm? (GAUS 0.2), and further stretching to the soleus. At the end of treatment, the animals were
sacrificed and their soleus muscles were removed for later histological analysis of longitudinal parameters (count
of sarcomeres). Results: At intragroup analysis on the muscle length, only the group GAUS 0.5 did not present sig-
nificant difference. The count of sarcomeres in the groups GA and GAUS 0.2 was statistically different. The size of
the sarcomeres in both groups had no statistically significant difference. In inter-group analysis both groups had
no statistically significant difference for any of the variables. Conclusion: The stretching was insufficient to reverse
the effects of immobilization. When associated with therapeutic ultrasound, the dose 0.5 W/cm? recovered muscle
length significantly, and the doses 1.0 and 0.5 W/cm? contributed to the significant increase of the number of
sarcomeres in immobilized muscles.

Keywords: immobilization, passive stretching, skeletal muscle, sarcomeres.
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INTRODUCAO

Apesar de ser um recurso bastante utilizado para a reabilitacéo de
lesdes, a imobilizacdo acarreta diversos prejuizos ao sistema musculo-
esquelético’. Um curto periodo de imobilizagao (sete dias) ja € suficien-
te para que o musculo sofra adaptacdes morfométricas e mecanicas
como reducdo da massa e comprimento musculares, do nimero de
sarcomeros, aumento da densidade do tecido conjuntivo e reducao
da resisténcia méaxima de ruptura muscular®*. O aumento de tecido
conjuntivo induz a ligagdes cruzadas anormais das fibras de tecido
conjuntivo, o que resulta em rapida rigidez muscular e redugao de
amplitude de movimento'.

Contra esses efeitos deletérios, o alongamento previne a atrofia
muscular, a proliferacdo de tecido conjuntivo e a perda de sarcodmeros
em série, além da possibilidade de ativar a sintese proteica e induzir
hipertrofia e hiperplasia muscular'. Alguns autores alegam que alonga-
mento passivo com tempo de 30 segundos € suficiente para obter uma
maior mobilidade, enquanto outros autores nao encontraram nenhum
efeito®. O alongamento muscular promove um actimulo de miosina
RNAm oxidativa lenta na terminacéo das fibras que ajudam na sintese
de proteinas contréteis, na rdpida unido de sarcbmeros e na extenséo
das miofibrilas. Em especial, um grande espago citoplasmético con-
tendo polissomas abre-se entre as miofibrilas e o sarcolema da juncéo
miotendinea de fibras alongadas e muitas miofibrilas sdo encontradas’.

O ultrassom terapéutico (UST) é um recurso comumente apli-
cado nos disturbios do sistema musculoesquelético, bem como na
aceleragcao do reparo tecidual de lesdes musculares, aumento da
proliferacdo celular e sintese proteica durante a cicatrizacao, além
de ter efeito na circulacdo sanguinea. Este recurso se utiliza de ondas
sonoras de alta frequéncia para penetrar profundamente tecidos
moles®1°. A possibilidade de usar diferentes frequéncias entre 1 e
3MHz é importante na medida em que as frequéncias mais altas
(3MHz) sdo absorvidas mais intensamente, tornando-as mais es-
pecificas para o tratamento de tecidos superficiais, enquanto que
as frequéncias mais baixas (1MHz) penetram mais profundamente,
devendo ser usadas para os tecidos mais profundos'®.

Os efeitos do ultrassom séo classificados em térmicos e ndo térmi-
cos. Ter Haar''"'? relata que, dentre os efeitos ndo térmicos do ultras-
som, a medida que as ondas mecanicas do ultrassom atravessam os
tecidos elas provocam agitacdo das moléculas, o que confere maior
permeabilidade das membranas teciduais, permitindo, assim, melhor
troca de seus nutrientes e remocéo de catabdlitos. Além disso, pelos
efeitos ndo térmicos (mecanicos) do ultrassom, tem-se melhora do
metabolismo celular, além do auxilio na liberacédo de aderéncias, pela
separacao das fibras coldgenas'. Ja quanto aos efeitos térmicos, tem-se
0 aquecimento dos tecidos, o qual proporciona inimeros beneficios
fisiolégicos, principalmente o aumento do fluxo sanguineo na drea a
ser tratada, aumento da extensibilidade do coldgeno, diminui¢do da
rigidez articular, alivio da dor e diminuicdo de espasmos musculares''2,

Na pratica clinica fisioterapéutica, o ultrassom e o alongamento sdo
recursos bastante utilizados, porém muitas vezes néo se tem conhe-
cimento dos reais efeitos no nivel celular destas modalidades, neste
caso, sobre a fibra muscular. Sabendo-se disso e dos efeitos deleté-
rios da imobilizacdo sobre as fibras musculares, torna-se importante
compreender as implicagdes dos mesmos na recuperacdo do musculo
encurtado, para assim transpor estas informagdes a clinica.

Diante disso, o objetivo do presente estudo foi verificar e comparar
0 uso de alongamento associado, ou n&o, ao uso do ultrassom tera-
péutico térmico e néo térmico, na remobilizacdo do musculo séleo, de
ratos, submetido a posicdo de encurtamento muscular, a respeito dos
aspectos histomorfométricos longitudinais destes musculos.
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MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 28 ratos machos albinos da linhagem Wistar, com
10 + 2 semanas de idade, obtidos no Biotério Central da Universidade
Estadual do Oeste do Parana (Unioeste). O estudo conduziu-se segundo
as Normas Internacionais de Etica na Experimentacdo Animal' e foi e
aprovado pelo Comité de Etica de Estudos com Animais da Unioeste.
Os animais foram agrupados e mantidos em gaiolas de polipropileno,
em condi¢des ambientais controladas, com ciclo claro/escuro de 12
horas, temperatura 23°C + 2°C, com acesso a agua e racao ad libitum.

Todos os animais tiveram o membro posterior direito imobilizado
em flexdo plantar maxima, por 15 dias consecutivos, e posteriormente
foram distribuidos, aleatoriamente, em quatro grupos com sete animais
cada para a intervencao terapéutica:

GA (Grupo Alongamento): no qual, apds o periodo de imobilizagdo,
os animais foram submetidos ao protocolo de alongamento estético
do musculo soleo;

GAUS 1,0 (Grupo Alongamento e UST de 1,0W/cm?): grupo em que
os animais foram submetidos ao protocolo de tratamento com UST e,
logo em seguida, ao protocolo de alongamento estético;

GAUS 0,5 (Grupo Alongamento e UST de 0,5W/cm?): semelhante
a0 grupo anterior, porém com dose de 0,5W/cm?;

GAUS 0,2 (Grupo Alongamento e UST de 0,2W/cm?): semelhante
aos grupos anteriores, porém com dose terapéutica de 0,2W/cm?.

Protocolo de imobilizacao

Para realizar o estudo, utilizou-se como aparato de imobilizacdo o
modelo desenvolvido por Coutinho et al.”®, o qual visa obter o encur-
tamento do musculo séleo. Para tanto, a articulagdo do tornozelo foi
imobilizada em flexdo plantar maxima. A posicdo de encurtamento foi
escolhida por ser a que provoca maiores prejuizos a fungao muscular'®,
Os animais foram diariamente observados, durante os 15 dias de imo-
bilizacdo, a fim de observar possiveis danos ao aparato. Apos a retirada
da imobilizacao, os ratos foram pesados e submetidos a tricotomia do
membro posterior direito na regidgo do musculo triceps sural (séleo).

Protocolo de aplicacdo do ultrassom

Para a realizacdo da terapia com ultrassom foi utilizado o aparelho
Sonopulse da marca Ibramed® com frequéncia de 1,0MHz e dose de
1,0W/cm?, 0,5W/cm?, 0,2W/cm?, respectivamente aos grupos GAUS 1,0,
GAUS 0,5 e GAUS 0,2, durante trés minutos sobre a regiao de séleo, do
membro posterior direito, por um periodo de 10 dias, com intervalo
de dois dias ao final de semana. Para aplicagdo do mesmo, utilizou-
-se um contensor artesanal na imobilizacdo, para minimizar o estresse
sofrido pelo animal.

Protocolo de alongamento

Para efetuar a técnica de alongamento no musculo séleo, a articula-
¢do do tornozelo foi mantida, manualmente, em flexdo dorsal méxima,
durante todo o perfodo de alongamento, no limite da tensdo tecidual.
A intervencgao consistiu em trés séries de 30 segundos, com intervalo
de repouso de 30 segundos entre as séries, durante 10 dias. Igualmente,
houve o descanso de dois dias ao final de semana.

Eutanasia dos animais

Ao final do experimento, todos os animais foram pesados e euta-
nasiados por decapitagdo em guilhotina. Logo apds, isolou-se os mus-
culos soleos direito (tratado) e esquerdo (controle) para a limpeza e
pesagem em balanca analitica (Shimadzu®). Em seguida, os musculos
foram fixados em uma placa de isopor, em seu comprimento de repou-
so, para afericdo do comprimento utilizando-se paguimetro analdgico
(Mitutoyo®) e posterior preparo das laminas para analise histoldgica.
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Preparo das laminas e andlise histolégica

Apds a fixagdo em placas de isopor, os musculos foram mergu-
lhados em formol (10%) durante trés horas, para fixacdo dos tecidos.
Apds esse periodo, 0s mesmos foram imersos em acido nitrico (30%)
por 72 horas, visando a quebra do tecido conjuntivo e, em seguida,
armazenados em solucdo de glicerol (50%)".

Posterior a esse procedimento, os musculos foram colocados em
uma placa de Petri e, com o0 auxilio de lente 6tica (Micronal®), isolou-se
nove fibras musculares, com auxilio de pingas com pontas ultrafinas.
As fibras isoladas, entdo, foram posicionadas sobre laminas histolégicas
envernizadas. Das nove fibras selecionadas, cinco foram utilizadas para
a contagem do nuimero de sarcomeros em série (elegendo-se as com
melhor aspecto visual), no decorrer de 50um em seis campos nao
consecutivos, totalizando uma 300pm de analise.

Para realizar a andlise, utilizou-se um microscopio de luz comum
(Olympus®), com objetiva com magnificacdo do campo de visualizacao
em 40 vezes, acoplado a uma camera DCE-s, com a qual digitalizou-se
as imagens, e com o auxilio do programa Image-Pro-Plus 3.0, foi reali-
zada a contagem dos sarcOmeros na distancia correspondente a 50um.

Realizou-se o calculo de regra de trés simples para estimar o total
de sarcémeros em série no musculo analisado. As varidveis conside-
radas incluiram comprimento muscular do séleo, tamanho e nimero
de sarcobmeros em série.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados por meio do teste t de Student
(para comparagao dentro dos grupos) e ANOVA (para comparacéo en-
tre grupos), com pos-teste de Tukey. Em todos os casos, o nivel de
significancia aceito foi de 5%.

RESULTADOS

Andlise intragrupo

Com base nos parametros histomorfométricos longitudinais, dos
musculos séleos imobilizados de ratos Wistar, ndo houve diferenca
quando se comparou musculo esquerdo (controle) e direito (expe-
rimental, imobilizado e alongado com prévia aplicacdo de ultrassom
0,5W/cm?), (tabela 1. Quanto ao comprimento muscular, na analise
intragrupo, apenas o grupo GAUS 0,5 ndo apresentou diferenca signi-
ficativa. Em relacdo a contagem de sarcébmeros, os grupos GA e GAUS
0,2 tiveram diferenca significativa entre os musculos direito (tratado)
e esquerdo (controle). Enfim, quanto ao tamanho dos sarcémeros, ne-
nhum dos grupos apresentou diferenca significativa.

Andlise intergrupos

Os resultados mostrados na andlise entre os diferentes grupos de
tratamento (GA, GAUS 0,2, GAUS 0,5 e GAUS 1,0) nao apresentaram
diferenca estatisticamente para nenhuma das varidveis analisadas.

DISCUSSAO

O comprimento funcional de um musculo é importante para in-
fluenciar as suas propriedades contréteis'®?’ e determinar se 0 musculo
adiciona ou perde sarcomeros?",

No presente estudo, apenas o grupo imobilizado e alongado com
prévio ultrassom terapéutico na dose de 0,5W/cm? ndo apresentou
diferenca estatisticamente significativa, em relacdo a quantidade de
sarcobmeros em série e comprimento muscular, quando comparado o
musculo imobilizado e o ndo imobilizado; ou seja, essa dose associada
ao alongamento apresentou efeitos positivos quanto a recuperagcao
dos efeitos deletérios causados pela imobilizacao. Costa et al?? rela-
tam que o ultrassom produz aumento de temperatura nas estruturas
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Tabela 1. Resultado das varidveis comprimento muscular, quantidade de sarcémeros
em série e tamanho dos sarcomeros, de acordo com o grupo avaliado, comparando
os valores dos musculos séleo direito (MID) com os do esquerdo (MIE).

GAUS E GAUS D p<0,05
Comprimento do 223 +0,14 2,05 +0,13* p = 00250
musculo
SarcOmeros em série | 11359,0 + 77,6,40 | 9988.00 + 1122,00% p =0,0393
Tamanho das 197 0,143 2,06 + 001173 p = 0,2892
sarcomeros
GAUS 1,0 E GAUS 1,0 D p<0,05
Comprimento do 224+ 007 207 + 0,12 p=00131
musculo
Sarcomeros em série | 11668,00 £ 975,60 | 10793,00 £ 745,60 p =0,1442
Tamanho dos 1,93+0,13 192012 P =09350
sarcomeros
GAUS 0,5 E GAUS 0,5 D p<0,05
Comprimento do 213 +0,14 2,03 +0,12 p=02016
musculo
Sarcomeros em série | 11410,00 + 793,30 | 10508,00 + 895,40 p =0,0728
Tamanho dos 1,86 0,04 1,94 %012 p=0,1636
sarcomeros
GAUS 0,2 E GAUS 0,2 D p<0,05
Comprimento do 2,14+ 0,09 204+ 0,13 p=0012
musculo
Sarcomeros em série | 11234,00 + 500,60 | 10359,00 + 782,20* p =0,0491
Tamanho dos 1,90 £ 0,07 1,98+0,14 p=03171
sarcomeros

* Diferenca estatisticamente significativa.

musculares, proporcionando relaxamento muscular e alteragdo na vis-
coelasticidade. Tais propriedades podem ter influenciado no retorno
do comprimento muscular para este grupo.

A vantagem da dose 0,5W/cm? pode estar ligada a presenca dos
efeitos ndo térmicos associados aos efeitos térmicos, 0s quais seriam
responsaveis pela producdo de uma alteracdo na permeabilidade da
membrana e estimulacdo do transporte de substancias, tais como os
segundos mensageiros. Esses segundos mensageiros estimulam a pro-
liferacdo de células satélites, as quais poderiam formar novas fibras em
caso de morte da célula ou ajudariam no reparo de uma lesdo focal’.
Bertolini et al?* analisaram os efeitos do alongamento e do ultrassom,
associados ou nao, e verificaram que o alongamento passivo estatico
associado ao ultrassom terapéutico de 0,5W/cm? produziu alteracdes
apenas no comprimento muscular em repouso, o qual foi aumentado,
coincidindo com o resultado deste estudo.

A aplicagao de UST 1,0W/cm?, associada ao alongamento, ndo foi
suficiente para restabelecer o comprimento muscular apds imobiliza-
cdo. Para Garret et al?, para obter efeito térmico com a aplicacdo de
ultrassom, sdo necessarios, no minimo, cinco minutos de aplicagao.
Sendo assim, o tempo de aplicagcdo de ultrassom no presente estudo
(trés minutos) pode néo ter sido suficiente para promover os efeitos
térmicos desejados com a dose de 1,0W/cm?.

Rantanen et al® ndo verificaram regeneracéo do tecido muscular
pela aplicagao de ultrassom ndo térmico. O mesmo foi verificado no
presente estudo, no qual a dose ndo térmica de 0,2W/cm?, ndo recu-
perou o comprimento muscular.

A sintese do DNA, do musculo, parece ser controlada por sua ativi-
dade contratil?>® e estimulos mecanicos, tais como alongamento?’28, A
imobilizagdo em posigdo de encurtamento induz a atrofia e perda de
proteina tecidual®®*. Além disso, fatores promotores de crescimento
ndo atuam no musculo imobilizado em posicdo de encurtamento e,
portanto, perde sarcodmeros e sofre atrofia?'.

A perda do nimero de sarcomeros, em série, pode ser causada por
um ajuste das fibras em suas extremidades, com sobreposicéo ideal
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de actina e miosina em miofibrilas para desenvolver a tensdo maxima
em posicao de encurtamento??!. No presente estudo, verificou-se
que, apesar do alongamento, ndo houve reversao da diminuicdo da
quantidade de sarcomeros em série, decorrente da imobilizacdo em
posicdo de encurtamento. Em estudos anteriores®>*, o alongamento
de curto perfodo, por si s6, também nao normalizou a quantidade de
sarcoOmeros em série comparando-se com o musculo controle.

A falta de resultados positivos no presente estudo quanto ao alonga-
mento pode ser atribuida a falta de intervalos entre as intervencoes com
0 mesmo, tendo em vista que outros estudos>** sugeriram que uma baixa
frequéncia de alongamento impediria a degeneragdo e as alteracoes da
fibra muscular. Sendo assim, o tempo de aplicacdo de alongamento, 30
segundos, realizado aqui, pode ndo ter sido suficiente. Além disso, a alta fre-
quéncia de aplicacao pode nao ter disponibilizado tempo para recuperagao
muscular. Sugere-se, entao, uma analise com o periodo de alongamento
maior que 30 segundos, bem como dias de intervalo entre as aplicagoes.

Nos grupos em que foi utilizado alongamento associado ao UST
1,0 e 0,5W/cm? ndo se apresentaram diferencas significativas entre os
membros direito e esquerdo, em relagdo a quantidade de sarcoémeros;
ou seja, foi revertido o efeito de redugdo de sarcomeros em série de-
corrente da imobilizacdo. A possivel adicdo de sarcomeros pode ser o
resultado da proliferacdo de células satélites, que se fundem com as
células da fibra muscular preexistente®.

Nos grupos GAUS e GAUS 0,2W/cm?, houve diferenca significativa
entre a quantidade de sarcobmeros em série, quando comparados os
membros direito e esquerdo; ou seja, ndo houve recuperacéo da quan-
tidade de sarcémeros. Deyne®® analisou os efeitos do alongamento
e da estimulacdo contratil sobre a miofibrilogénese e néo verificou
o alongamento como fator importante para o desenvolvimento e
manutencao das estruturas sarcoméricas musculares. Quando uma
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substancia é exposta a uma forca passiva (alongamento), iré defor-
mar de acordo com as propriedades do material, e quando uma forca
relativamente baixa € sustentada por um longo periodo de tempo, a
maioria dos materiais deforma-se em uma maneira tempo-dependente.
Dessa forma, a duracao do alongamento realizado isoladamente pode
ter sido insuficiente para promover essa deformacéo®.

O aumento no comprimento do sarcdmero em musculos encur-
tados se deve ao alongamento dos sarcOmeros restantes, permitindo,
assim, o desenvolvimento da tensdo maxima do musculo mesmo es-
tando encurtado®'. Os grupos GA, GAUS 0,2, GAUS 0,5 e GAUS 1,0 ndo
apresentaram diferenca significativa quanto ao tamanho dos sarcome-
ros entre os membros imobilizados e ndo imobilizados, demonstrando
o possivel retorno ao tamanho pré-imobilizacao.

CONCLUSOES

No presente estudo, o alongamento de forma isolada nao foi su-
ficiente para reverter os efeitos deletérios da imobilizagdo. Quando
associado ao ultrassom terapéutico, apenas a dose 0,5W/cm? recuperou
o comprimento muscular significativamente, e as doses 1,0 e 0,5W/cm?
contribuiram para o retorno significativo da quantidade dos sarcoémeros
em série a valores normais dos musculos submetidos a imobilizacdo.
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