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RESUMO

A literatura refere que os estimulos produzidos pelos diferentes tipos de contracdo no
sistema musculo-esquelético geram adaptacdes especificas. A locomog¢do em aclive e
declive vem sendo utilizada como modelo de treinamento concéntrico e excéntrico para
estudos dessas adaptacdes em animais. Sendo assim este estudo teve o objetivo de avaliar
caracteristicas mecénicas e histolégicas do mdusculo so6leo de ratos submetidos a
treinamento em aclive ou declive. Foram avaliados 36 ratos Wistar machos (90 dias de
idade no inicio do treinamento) divididos igualmente em trés grupos: aclive (A), declive (D) e
controle (C). Os treinamentos foram realizados em uma esteira adaptada com raias
individuais e inclinagdo de + 16° (aclive) ou — 16° (declive). Os animais passaram por um
periodo de adaptacdo de uma semana na esteira com a inclinacao especifica e, em seguida,
foram avaliados quanto a velocidade maxima suportada. Os treinamentos aconteceram com
velocidade (relativa a maxima avaliada) e tempo progressivos ao longo de oito semanas (29
sessdes). Dois dias ap6s o ultimo treino os animais foram anestesiados com Tiopental
Sadico (x 5 ml), os musculos séleos direitos e esquerdos foram removidos e 0s animais
decapitados. Os musculos séleos da pata direita (n = 7C, 8A, 9D) foram submetidos a
ensaios de tracdo em uma maquina EMIC DL2000, com célula de carga de 50 N a
velocidade de 1,66 m-s™. Durante o ensaio, as amostras foram borrifadas com solucéo
salina a cada um minuto. Os musculos séleos esquerdos foram retirados para contagem de
sarcomeros (n = 4A, 4C e 5D) e analise na proteina titina por Western Blot (n = 4 por grupo).
Foi verificada a normalidade e homogeneidade dos dados e a confiabilidade das medidas foi
avaliada pelo coeficiente Alpha de Cronbach. Comportamentos individuais foram analisados
pelo Coeficiente de Correlacdo Intraclasse (ICC); ANOVA one way e post hoc de Bonferroni
e teste ndo paramétrico Kruskal-Walls foram aplicados para identificacdo das diferencas
entre os grupos. Dos 36 animais, trés morreram antes do final do experimento. Os
coeficientes Alpha de Cronbach indicaram confiabilidade das medidas com valores préximos
a um para todas as variaveis. Os dados mecanicos dos animais que treinaram em declive
apresentaram menores valores de ICC, mesmo assim significativos. As comparagdes entre
0s grupos indicaram aumento significativo da rigidez da curva tensdo X deformacédo para os
animais treinados em aclive e declive, e maior deformacdo da curva para 0s animais
controle. Foi encontrado aumento da média da tensdo passiva dos musculos dos animais
treinados (57 + 5 e 56 + 11 para A e D; 51,6 £ 7,7 para C), contudo essa diferenga nao foi
estatisticamente significativa, possivelmente devido a grande variabilidade dos dados
mecanicos. Em relagcdo ao numero de sarcdémeros em série 0s animais que treinaram em
declive apresentaram menores comprimentos de sarcomero (2,806 + 0,059 pm) e maior
namero de sarcomeros em série (8170 + 510) quando comparados aos grupos controle
(3,06 £ 0,054 um e 7510 £ 240) e aclive (2,990 + 0,023 ym e 7390 = 270). As demais
variaveis analisadas ndo apresentaram diferencas entre os grupos. E possivel concluir com
este estudo que adaptacdes estruturais nem sempre acontecem em paralelo as adaptacdes
funcionais, que o treinamento em declive parece produzir resultados com maiores variacdes
e que os diferentes estimulos provocam diferentes adaptacdes no musculo séleo de ratos.

Palavras-chave: Propriedades Mecanicas, Sarcomeros, Titina, Treinamento em Inclinagao



ABSTRACT

The literature states that the stimulus produced by different types of contraction in skeletal
muscle generates specific adaptations. Downhill and uphill locomotion have been used as a
model of concentric and eccentric training in studies that verify the different adaptations in
animals. Therefore this study intended to evaluate mechanical and histological properties of
rats’ soleus muscle submitted to uphill or downhill running. We evaluated 36 male Wistar rats
(90 days old at the start of training). They were divided equally into three groups: uphill (A),
downhill (D) and control (C). Training was performed on a treadmill adapted to individual
lanes and +16° (uphill) or -16° (downhill) incline. The animals went through a one week
adjustment period on the treadmill with the specific inclines, and then there were evaluated
the maximal speeds they reached. The training took place with progressive speed (relative to
the maximum tested) and time over 8 weeks (29 sessions). Two days after the last training
the animals were anesthetized with sodium thiopental (x 5 ml), the right and left soleus
muscles were removed and the animals were decapitated. The right soleus muscles (n = 7C,
8A, 9D) were subjected to tensile tests on one machine EMIC DL2000, with a load cell of 50
N, speed of 1,66 m.s™". During the test, the samples were sprayed with saline solution every
one minute. The left soleus muscles were removed for counting of sarcomeres (n = 4A, 4C,
5D) and the titin Western blot analysis (n = 4 per group). Data normality and homogeneity
were verified and reliability of the measures was assessed by Cronbach's Alpha coefficient.
Individual behaviors were analyzed by Intraclass Correlation Coefficient (ICC); one-way
ANOVA and post hoc Bonferroni test and nonparametric Kruskal-Wallis were applied to
identify the differences between the groups. Three out of the 36 animals died before the end
of the experiment. The Cronbach's Alpha coefficients indicated reliability of the measures
with values close to one for all the analyzed variables. The mechanical data of downhill
trained animals had significantly lower ICC, even though significant. Comparisons between
groups showed increased rigidity of the muscles of trained animals and greater deformation
of the muscles of control animals. It has been found greater passive tension mean for both
training groups (57 £ 5 and 56 + 11 for A and D; 51.6 + 7.7 for C), but it was not statistically
significant probably due to the high mechanical data variability. Regarding the number of
sarcomeres in series the downhill trained animals showed smaller sarcomere lengths (2.806
+ 0.059 uym) and greater serial sarcomere number (8170 £ 510) when compared to control
(3.06 £ 0.054 um and 7510 + 240) and uphill (2.990 + 0.023 um e 7390 + 270) groups. The
remaining variables did not differ between groups. It can be concluded from this study that
structural adaptations do not happen in parallel with functional adaptations, downhill running
appear to produce more variable results and that different stimuli generate different
adaptations in rats’ soleus muscle.

Keywords: Mechanical Properties, Sarcomeres, Titin, Incline Running



1 INTRODUCAO

1.1 O Problema e sua Importancia

O movimento é responsavel por todas as nossas interagdes com o ambiente
(BROMAN ET AL., 1985, DE LUCA & ERIM, 1994), portanto € de fundamental
importancia entender os mecanismos de controle de movimento e sua influéncia nas
respostas mecéanicas aos mesmos. O movimento € o produto do altamente
organizado sistema neuromuscular, o qual possui um mecanismo de controle
complexo que envolve diferentes respostas a diferentes estimulos para cada
estrutura do sistema. As caracteristicas mecanicas sao especificas para cada uma
destas estruturas, bem como para cada movimento que for executado (HERBERT
ET AL., 2002).

A fibra muscular possui uma capacidade Unica entre os tecidos biolégicos:
responde a estimulos elétricos, se contrai e gera forca. Diversas proposi¢cdes foram
formuladas para esclarecer esses mecanismos no musculo esquelético (Fenn, 1923;
Hill, 1938; Huxley, 1957; Iwazumi, 1970; Ter Keurs, Iwazumi & Pollack, 1978), mas a
teoria mais aceita hoje foi escrita inicialmente por dois pesquisadores Andrew Huxley
e Hugh Huxley (HUXLEY & HANSON, 1954; HUXLEY & NIEDERGERKE, 1954;
1958). Com base nos conhecimentos da época e observando as alteracfes

estruturais no sarcOmero durante a contracdo eles descreveram a contracao



13

muscular por meio do mecanismo de filamentos deslizantes. Seus estudos foram
publicados na revista Nature no inicio dos anos 50, e posteriormente aprofundados

formulando a teoria das “pontes cruzadas” (HUXLEY, 1957).

Na teoria das “pontes cruzadas” uma caracteristica funcional importante é a
dependéncia do comprimento da fibra muscular para a geracao de forca. Ja descrita
em 1894 por Blix, essa propriedade foi incorporada a teoria e publicada em 1966 por
Gordon, Huxley e Julian. Neste trabalho os autores produziram contracbes
isométricas em diferentes comprimentos de sarcébmero e encontraram uma fase
ascendente, na qual a forca e o comprimento de sarcOmero aumentam, uma fase de
platd e uma fase descendente, com aumentos extremos de comprimento e reducao
da forca (GORDON, HUXLEY & JULIAN, 1966). A explicacdo mais plausivel para
esse fenbmeno seria a quantidade de filamentos de actina e miosina sobrepostos,

conforme havia proposto Huxley (1957).

Alguns estudos mostram que no musculo ou em fasciculos essa relagao € um
pouco diferente, com um comportamento ascendente-descendente nao linear, mas
curvilineo (HERZOG & TER KEURS, 1988). Investigaces como as de Maganaris
(2001) e Kulig, Andrews e Hay (1984) e modelos como o de Woittiez e
colaboradores (1984) e do préprio Gordon (1966) consideram a for¢ca muscular total
composta por forca ativa dos elementos contrateis, sendo a soma da for¢a produzida
por cada sitio de ligacdo actina/miosina; e forca passiva dos elementos nao-
contrateis relacionados a fibras de colageno presentes no tecido conjuntivo denso

modelado que envolve as fibras musculares.

Entretanto Natori, ainda em 1954, demonstrou claramente a presenca de um
comportamento elastico em fibras com a membrana celular removida, resultados
apresentados também por Kawai e Brandt (1973), indicando a existéncia de uma
membrana ou estrutura elastica interna da fibra muscular. Entdo, em 1977, o grupo
de pesquisadores japoneses do qual Natori fazia parte publicou a primeira grande
sequéncia de estudos a respeito da estrutura e fungdo da grande proteina elastica
do musculo, a titina (conectina B) (MARUYAMA, MATSUBARA & NATORI, 1977;
MARUYAMA, MURAKAMI & OHASHI, 1977; MARUYAMA, KIMURA & KURODA,
1977).
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Estranhamente no ocidente apenas pesquisas mais recentes supéem que,
além da funcao estrutural, a titina poderia estar relacionada a propriedades elasticas
do sarcomero (LINKE ET AL., 1998; TSKHOVREBOVA & TRINICK, 2004;
PINNIGER, RANATUNGA & OFFER, 2006). Herzog e Leonard (2000) descrevem a
titina como uma mola capaz de armazenar energia eldstica durante alongamento.
Acredita-se também que suas caracteristicas de comprimento e rigidez se modificam
quando, por exemplo, o seu ambiente bioguimico altera — aumento de [Ca?'] durante
a ativacdo muscular; diminuicdo da possibilidade de quebra de ligacdes moleculares
tercidrias, que mantém a proteina em sua forma espiralada, ou seja, sua forma

conformacional de equilibrio.

Diversos estudos indicam que esses elementos ndo-contrateis, tanto fora
qguanto dentro da fibra muscular, sdo os principais responsaveis pelas chamadas
“propriedades temporais” do musculo, especificamente pelo aumento de for¢ca apds
alongamento ativo — evidéncias de que a forca isométrica restabelecida apds
alongamento é superior a forca isométrica maxima (ABBOT & AUBERT, 1952;
EDMAN, ELZINGA & NOBLE., 1978; 1982; HERZOG & LEONARD, 2000; RASSIER
ET AL., 2003a e b; PINNIGER, RANATUNGA & OFFER., 2006).

Dadas as caracteristicas estruturais e funcionais dos componentes contrateis
e nao-contrateis do musculo, existe ainda a capacidade de adaptacdo das mesmas,
ou seja, estas estruturas e, consequentemente seu comportamento, podem mudar
de acordo com as demandas funcionais. Modificaces como adi¢cdo de sarcémeros
em série, aumento da quantidade de proteina intramuscular e no tecido conjuntivo,
aumento de mitocondrias e hipertrofia sdo respostas estruturais a sobrecargas para
melhorar o desempenho de uma tarefa (WATERMAN-STORER, 1991; ADAMS ET
AL, 2004; TOIGO & BOUTELLIER, 2006).

Caracteristicas da tarefa como intensidade, frequiéncia, velocidade, amplitude
de movimento e tipo de contracdo predominante séo alguns exemplos de diferentes
demandas que geram consequentemente, diferentes adaptacdes. Estudos indicam
alteracdes estruturais como mudancas na area de seccéo transversa das fibras
(sarcomeros em paralelo), no comprimento muscular (sarcomeros em seérie) e nas
quantidades de proteinas contrateis e ndo contrateis (TOIGO & BOUTELLIER,
2006). Como efeitos funcionais podemos citar aumento na producéo de forga ativa e

passiva, mudancas na relacdo forca x velocidade (Caiozzo, Perrine & Edgerton,
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1981) e na relagéo forgca x comprimento (HERZOG ET AL., 1991).

Assim também o tipo de contracdo influencia de maneira diferente as
adaptacdes musculares. As contracfes excéntricas, por exemplo, causam maior
estresse mecanico ao musculo e, consequentemente, maior quantidade de
microlesbes. Parece haver entdo a instalacdo de um processo inflamatério no
musculo relacionado a maior sinalizagdo das células satélites para a recuperagéo do
tecido, ou seja, maior adaptacéao (JASPERS ET AL., 2004). Outro fendmeno descrito
€ 0 aumento do numero de sarcOmeros em série em resposta ao treinamento
excéntrico (LYNN & MORGAN, 1994; BUTTERFIELD, LEONARD & HERZOG,
2005).

Para analises das estruturas do musculo em resposta a diferentes demandas,
0 uso de animais tem permitido e identificacdo das adaptacbes internas com
avaliacbes diretas de quantidade de proteina, estrutura microscopica da fibra
muscular e dos sarcOmeros e caracteristicas mecénicas como a curva tensao
passiva x deformacédo, curva forca x comprimento e curvas forca x velocidade para
musculos isolados, fibras musculares, sarcobmeros e até mesmo filamentos isolados

de actina, miosina e titina.

Como modelo de diferentes demandas, a locomoc¢ao de animais em aclive ou
declive é aceita e amplamente utilizada para treinamento concéntrico ou excéntrico,
respectivamente (LYNN & MORGAN, 1994; GORDON ET AL., 1996; LYNN,
TALBOT & MORGAN, 1998; BUTTERFIELD & HERZOG, 2005; SOTIRIADOU ET
AL., 2006; CHEN ET AL., 2007). Quando andamos no plano o corpo esta sujeito a
trocas de energia potencial e cinética e estas trocas acontecem de forma bastante
equilibrada, sendo a soma das duas um valor muito proximo de zero (MARGARIA,
1968; CAVAGNA, 1977). Mais especificamente, produzimos trabalho positivo e logo
em seguida a mesma quantidade de trabalho negativo, e os dois se equilibram
durante o passo (MARGARIA, 1968). Ao descrever as variacbes de energia como
compostas por trabalhos positivos e negativos, Cavagna e colaboradores (1963;
1968) relacionam o trabalho positivo com a contracdo concéntrica — dependente
unicamente de energia metabolica — e o trabalho negativo com a contracao

excéntrica — colaboracdo das estruturas elasticas.

Quando andamos em inclinagbes as relacdes entre trabalho positivo e

trabalho negativo se alteram: o primeiro € maior em aclive e o segundo € maior em
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declive. Ademais, ao caminhar em declive o trabalho negativo se soma a forca da
gravidade. Em aclive a for¢ca necesséria para deslocar o centro de massa e a
aceleracdo da gravidade tem vetores em direcbes opostas que se subtraem,
consequentemente a forca necessaria deve ser maior; jA em declive a forca
necessaria para mover o centro de massa e a aceleracdo da gravidade tém vetores
na mesma direcdo e se somam, diminuindo a forca necessaria. Assim, a impulsédo
dependente da forca muscular ndo € mais a Unica forca a atuar para mover o corpo
para frente. A forca muscular necessaria diminui em até 60% (MARGARIA, 1968). A
aceleracéo da gravidade, entretanto, exige que o corpo desenvolva mecanismos de
desaceleracdo, gerando conservacao de energia elastica nas estruturas passivas, a
qual é transmitida na impulsdo. Assim, ha trabalho negativo aumentado pela

desaceleracao e trabalho positivo diminuido pela transmisséo de energia elastica.

Ensaios mecanicos de musculos em atividade ou ndo, que fornecam
informagdes forga X comprimento ou tensdo X deformag&o, podem apresentar
dados inerentes a contracdo muscular como forca ativa, forca passiva, rigidez
muscular, rigidez das estruturas elasticas em situacdes de locomogdo em plano
inclinado, bem como as adaptacdes do tecido muscular as mesmas (EDMAN ET
AL., 1978; 1982; HERZOG & LEONARD, 2002; PLANT, BEITZEL & LYNCH, 2005;
MACINTOSH & MACNAUGHTON, 2005). Gosselin e colaboradores (1998), por
exemplo, avaliaram rigidez muscular passiva em ratos apds treinamento em esteira

com +15% de inclinacéo, encontrando aumento em animais treinados.

Em fibras isoladas Toursel e colaboradores (2002) encontraram diminui¢cao
dos valores de tenséo da curva tensao X deformacao de fibras pela imobilizacdo dos
membros inferiores, especialmente em fibras de contracéo rapida. Da mesma forma
Muniz e colaboradores (2001) citam diferencas na magnitude de adaptacdo da
tensdo passiva ao treinamento para musculo com predominancia de fibras lentas

(so6leo) e com predominéancia de fibras rapidas (plantaris) em ratos.

Até mesmo curvas de tensdo X deformacdo ou forca X comprimento de
filamentos isolados de titina podem ser encontradas na literatura (MARUYAMA ET
AL., 1977; NEAGOE ET AL., 2003; LEAKE ET AL., 2004). Contudo, pouco se sabe
sobre suas adaptacdes, bem como adaptacdes estruturais e funcionais do
componente passivo ao treinamento, especialmente as diferentes demandas

impostas pela locomogao em aclive ou em declive.
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Considerando entdo as caracteristicas estruturais e funcionais do musculo
esquelético, sua capacidade de adaptacdo e as diferentes demandas da locomocé&o
em aclive e declive, o problema gerador desta pesquisa foi formulado da seguinte

forma:

Quais as modificagbes histoldgicas e mecéanicas do musculo séleo de ratos

em resposta ao treinamento em aclive versus declive em esteira?

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Analisar as modificacfes histologicas e mecanicas do musculo soéleo de ratos

em resposta ao treinamento em aclive e declive em esteira.

1.2.2 Objetivos Especificos

. Descrever o comportamento da curva “tensdo passiva x deformacao
relativa” do musculo soleo de ratos apoés treinamentos em aclive e declive: tensao
passiva, deformacéo, rigidez e trabalho;

. Verificar a quantidade de titina intramuscular apds treinamentos em
aclive e declive;

. Investigar a estrutura do sarcémero e da fibra muscular de ratos apos
treinamentos em aclive e declive: comprimento, nUmero de sarcobmeros em série e

densidade de sarcOmeros;
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Masculo Esquelético: estrutura e funcao

O movimento humano, como expressao das relacbes com o ambiente, é
produto de um organizado sistema. Suas caracteristicas vém intrigando pensadores
e cientistas desde os tempos antigos. Comecando por Aristoteles, com suas idéias
de movimento e conceitos iniciais da mecéanica, e Galeno com a primeira grande
obra sobre os mduasculos, passando por Da Vinci e Vesalius com suas
representacbes da anatomia humana (Rash, 1991) e chegando aos conceitos
estabelecidos hoje, ainda restam duvidas sobre os mistérios da contracdo muscular,
da producéo de forca e do movimento.

Sabe-se que 0 musculo esquelético € composto por fasciculos de fibras
musculares e que dentro destas fibras musculares existem organizagfes estruturais
em série e em paralelo, denominadas sarcomeros. Talvez uma das primeiras
descricbes dos sarcomeros tenha sido de Huxley e Hanson. Segundo os autores o0s
sarcbmeros sdo separados longitudinalmente por linhas Z e na posicdo medial,
denominada linha M, encontra-se uma regido mais densa, a zona H. Das linhas Z
partem filamentos finos de uma proteina isotropica denominada actina, da linha M
partem filamentos grossos de uma proteina anisotropica denominada miosina
(HUXLEY & HANSON, 1953).
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A partir do conhecimento da estrutura do sarcomero e observando seu
comportamento durante a contracdo surgiu a teoria mais aceita hoje como
explicacdo para 0 mecanismo da contragdo muscular. Simultaneamente o0s
pesquisadores Huxley e Niedergerke, na Universidade de Cambrige e Huxley e
Hanson, do Instituto de Tecnologia de Massachusetts observaram a diminuicdo da
regido de actina, denominada banda |, e o aumento da densidade da regido de
miosina, denominada banda A, durante a contracdo muscular (HUXLEY & HANSON,
1954; HUXLEY & NIEDERGERKE, 1954). Assim surgiu a hipétese de que a
contracdo muscular se daria por um mecanismo de filamentos deslizantes, ou

pontes cruzadas.

Por fim, em 1957, Huxley propde que os miofilamentos de actina deslizam
sobre os miofilamentos de miosina devido a pontes cruzadas estabelecidas entre a
cabeca da miosina e o0s sitios de ligacdo da actina. H& entdo ciclos de
acoplamento/desacoplamento encurtando os diversos sarcOmeros que compde a
fibra muscular e produzindo forgca por meio da contragao, descrevendo a “Teoria das
Pontes Cruzadas” (HUXLEY, 1957).

A partir da teoria, entdo, conforme o sarcOmero fosse encurtado e
aumentassem as pontes cruzadas estabelecidas, haveria aumento da forca de
contracdo. Sendo assim foi determinada a dependéncia do comprimento do
sarcdOmero na producédo de forca. Descrita por Gordon, Huxley e Julian em 1966, a
relacdo forca X comprimento descreve um comportamento ascendente com a
diminuicdo do comprimento do sarcoOmero, uma regido de platd, onde a forca
méaxima € atingida, e uma regido descendente com encurtamentos extremos. A
Figura 1 apresenta o esquema original de Gordon, Huxley e Julian (1966), com a
relacdo forca X comprimento e abaixo a representacdo do sarcOmero nos

respectivos comprimentos.
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Figura 1 - Relagdo forca X comprimento e

representacdo do sarcomero. Fonte: GORDON,
HUXLEY & JULIAN, 1966.

Depois de estabelecida a teoria, entretanto, surgiram varias criticas e novas
hipéteses para o fenbmeno, destacando trabalhos de Tatsuo Ilwazumi e Gerard
Pollack (TER KEURS, IWAZUMI & POLLACK, 1978; IWAZUMI, 1979; POLLACK,
1990). Mesmo pesquisadores adeptos a teoria passam a encontrar evidéncia de que
a mesma nao é completa. O préprio Huxley, recentemente, publicou um estudo com
complementos e lacunas da teoria citando, por exemplo, modificacdes no

comportamento das pontes cruzadas ao longo da contragcdo (HUXLEY, 2000).

7

Um dos primeiros complementos é a consideracdo da forca passiva dos
tecidos conjuntivos externos a fibra muscular quando considerada a relagéo forga X
comprimento em musculos. O modelo proposto por Woittiez e colaboradores (1984),
por exemplo, passa a incluir a forca das estruturas passivas na relagcédo forca X
comprimento. Da mesma forma Herzog e colaboradores (1992) avaliam as
propriedades da relagéo forca X comprimento em muasculos de gatos e separam a

forga total em forga passiva e forca ativa.
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Os componentes de producdo de forca passam a ser divididos em: a)
componentes ativos, relacionados principalmente com a parcela de sobreposi¢céo de
miosina e actina (HUXLEY, 1957; GORDON ET AL., 1966; MACINTOSH &
MACNAUGHTON, 2005; RASSIER ET AL., 1999;); e b) estruturas passivas como a
membrana celular, tecido conjuntivo intersticial e componentes do citoesqueleto
(GORDON ET AL., 1966; ALEXANDER, 2002; HERZOG & LEONARD, 2002;
MACINTOSH & MACNAUGHTON, 2005; PINNIGER ET AL., 2006).

Contudo, o comportamento que a teoria ndo explica e que intriga 0s
pesquisadores até hoje é anterior a propria teoria. Abbott e Aubert da Universidade
College, Londres, em 1951 observaram modificacées na capacidade de producéo de
forca em masculos isolados durante e depois de modificarem seu comprimento
(ABBOTT & AUBERT, 1952). Mais tarde, em 1978 e 1982 Edman, Elzinga e Noble
publicaram dois estudos sobre o mesmo fendmeno e o termo “History lenght-
dependence” — Propriedades Temporais — passou a ser utilizado. Contudo, essas
observacdes levam a questionamentos sobre a Teoria das Pontes Cruzadas
(Huxley, 19757): se a forca muscular € a soma do numero de pontes cruzadas
estabelecidas; e se 0 nimero de pontes cruzadas estabelecidas € proporcional ao
comprimento do sarcdmero; como 0 mesmo muasculo em um mesmo comprimento

pode produzir contracfes isométricas maximas com for¢as diferentes?

2.2 Propriedades Temporais

Até a metade do século XX muitas idéias ja surgiam sobre a capacidade do
musculo de se contrair. Experimentos em animais eram desenvolvidos isolando-se
musculos e fibras para verificar a capacidade de producdo de forca em resposta
estimulos elétricos em comprimentos fixos — contracfes isométricas (ABBOTT &
AUBERT, 1952).

O estudo de Abbott e Aubert (1952), no entanto, é o primeiro estudo
encontrado que utilizou contragbes com variacdo de comprimento. Os
pesquisadores estimularam eletricamente musculos isolados de peixes em
contracdo isomeétrica; apos aproximadamente trés segundos 0s musculos eram

alongados de 4 a 5 mm, mantendo o estimulo elétrico, e novamente a forca
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isométrica era medida. Da mesma forma o experimento foi realizado medindo a forca
isométrica em certo comprimento, encurtando o musculo mantendo o estimulo e

medindo a for¢a isométrica novamente.

Os resultados encontrados foram grande novidade para a época. Durante o
alongamento ativo do musculo havia o desenvolvimento de um pico de forca que
diminuia no mesmo segundo e a forca isométrica reestabelacida no comprimento
final, apos aproximadamente 4 segundos, era maior do que a forca isométrica
produzida no mesmo comprimento muscular sem o alongamento. Ja a forca
isométrica medida no mesmo comprimento final depois do encurtamento ativo era
menor do que a forca isométrica naquele comprimento sem o encurtamento
(ABBOTT & AUBERT, 1952).

Aprofundando um pouco mais seus estudos, os autores realizaram ainda o
encurtamento e o alongamento em diferentes velocidades. Aparentemente o pico de
forca e a forca reestabelecida ap6s alongamento ativo ndo variam com a velocidade.
Ja no encurtamento, parece que o pico inferior € menor em maiores velocidades, ja
a forca reestabelacida € menor em velocidades mais lentas de encurtamento
(ABBOTT & AUBERT, 1952).

Edman, Elzinga e Noble (1978; 1982) realizaram experimentos semelhantes
em fibras isoladas com auxilio de um transdutor de tensdo e ativacao elétrica. As
fibras eram mantidas em solucéo fisiolégica com temperatura controlada e ativadas
para alcancarem a tetania. Observaram pico de forca apdés alongamento ativo
independente do comprimento final, mas dependente da velocidade, com maior pico
de forca em maiores velocidades de alongamento; tal comportamento estaria
relacionado a propriedades viscosas das pontes cruzadas. A forca reestabelecida foi
maior apenas em comprimentos finais de sarcbmeros acima de 2,3 um; parece
também haver um deslocamento da relacdo forca X velocidade para maiores valores

de forca em uma mesma velocidade.

Além disso, foi observado que durante o alongamento ativo as bandas | de
cada sarcémero também se alongam, diminuindo o contato entre os filamentos de
actina e miosina o que, segundo a teoria das “pontes cruzadas”, deveria diminuir a
forca (GORDON, HUXLEY & JULIAN, 1966; HUXLEY & SIMMONS, 1971; EDMAN,
ELZINGA & NOBLE, 1978). Para os autores este comportamento de aumento de

forca em comprimento de sarcbmero acima de 2,3 ym poderia ser explicado por
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duas hipéteses: 1) forca adicional de um novo elemento em paralelo com
comportamento de uma mola capaz de absorver energia elastica durante
alongamento e libera-la para a contracdo; 2) o alongamento durante a contracao
ativaria as estruturas contrateis a produzirem pontes cruzadas mais fortes (EDMAN,
ELZINGA & NOBLE, 1978).

Outra hipétese também considerada recentemente é a nao uniformidade dos
sarcomeros durante a contracdo, possibilitando aumento das pontes cruzadas
durante o alongamento (RASSIER, HERZOG & POLLACK, 2003).

Resultados semelhantes foram encontrados novamente em 1982 e a
explicacdo da adicdo de uma forca elastica vinda dos elementos passivos se torna a
explicacdo mais plausivel devido a dependéncia da amplitude do alongamento, bem
como o deslocamento da relacao forca X velocidade (EDMAN, ELZINGA & NOBLE,
1982).

Outros estudos confirmam o comportamento da forca em resposta a ciclos de
encurtamento/ alongamento com diminuicdo de forca apos encurtamento e aumento
de forca ap6s alongamento (HERZOG & LEONARD, 2000; HERZOG, LEONARD &
WU, 2000; LEE, HERZOG & LEONARD, 2001; LEE & HERZOG, 2002).

Considerando que esse comportamento é encontrado tanto em musculos,
quanto em fibras isoladas, a explicacdo da forca elastica das estruturas passivas
como responsavel pelo aumento de forca apdés alongamento ativo sé poderia ser

aplicada se houvessem estruturas passivas no sarcomero.

Aliando entdo os varios estudos sobre a proteina gigante do sarcémero, a
titina (Maruyama ET AL., 1977; Linke ET AL., 1998; Trombitas ET AL., 1998;
Minajeva ET AL., 2001; Toursel ET AL., 2002; Tskhovrebova & Trinick, 2003), e suas
propriedades elasticas, parece que esta seria a responsavel pela conservacdo de

energia elastica durante o alongamento e sua liberagcéo para contracdo muscular.

Evidéncias ainda indicam a colaboracao da titina na forca muscular apenas
em alongamentos ativos e uma relagdo célcio-dependente da rigidez da titina
(JOUMAA ET AL., 2007; LEE, JOUMAA & HERZOG, 2007).
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2.3 Estruturas passivas: producédo de for¢ca além das pontes cruzadas

Além das estruturas contrateis, as pontes cruzadas de actina e miosina, 0
muasculo esquelético possui também estruturas nao contrateis responsaveis pela
resisténcia passiva, ou seja, resisténcia oferecida sem gasto de energia. Segundo
Wottiez e colaboradores (1984) a forgca passiva de uma fibra muscular em seu
comprimento 6timo de producéo de forca € de aproximadamente 6,5% da forca ativa
maxima em um abalo. J& em uma fibra alongada a 130% do seu comprimento 6timo,
a forca passiva € de aproximadamente 87% da forca ativa méxima, sendo o
aumento de forga exponencial ao alongamento. A Figura 2 apresenta a relagéo forga

X comprimento do sarcobmero com suas componentes: forca ativa e forca passiva.
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Figura 2 — Relacdo forca ativa X comprimento e
forca passiva X comprimento do sarcémero.
Adaptada: GORDON, HUXLEY & JULIAN, 1966.

As estruturas passivas do sistema muscular tém a propriedade de conservar
energia mecanica elastica durante o alongamento. A tensdo gerada pela energia
acumulada é responsavel pela retracéo espontanea do musculo para o comprimento
de repouso pela liberacdo da energia elastica acumulada (ALEXANDER, 2002;
GOSSELIN, 1998). Por isso o termo “propriedades elasticas” tem sido utilizado no
estudo da funcdo muscular (MACINTOSH & MACNAUGHTON, 2005;
SANDERCOCK, 2000). A Figura 3 apresenta a relacdo da tensdo passiva X

comprimento de sarcdémero para fibras rapidas e lentas.
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de sarcbmero para fibras lentas e fibras rapidas.
Fonte: MUTUNGI, TRINICK & RANATUNGA, 2003.

Mais especificamente, segundo Mutungi (2003), as estruturas passivas
apresentam um comportamento visco-elastico. Quando o alongamento ativo
acontece a tensédo pode aumentar proporcional ao aumento da velocidade (viscoso),
pode alcancar um platd (visco-elastico) ou pode ser independente da velocidade
(elastico). Em situagBes de velocidades baixas de alongamento ativo predomina a

tensao viscoelastica e elastica.

Joumaa, Leonard e Herzog (2007) citam que entre as estruturas envolvidas
na forca passiva estdo pontes cruzadas enfraquecidas, tecido conectivo (endomisio,
perimisio e epimisio), filamentos intermediarios, sarcolema e titina. Isso significa
capacidade de gerar forca passiva em cada sarcomero, nas fibras e no musculo.
Hoje, inclusive, j& se assume que cada ponte cruzada possui um elemento elastico,
mas nao se sabe ainda ao certo sua localizacdo (HUXLEY, 2000). J& se tem
evidéncias também de diminuicdo da forca passiva em musculos isolados e com a
remocao da actina, ou seja, parece que a propria actina tem fung¢éo na forca passiva
(GRANZIER & WANG, 1993).

O tecido conectivo que envolve as fibras, os fasciculos e o musculo todo &
composto por teias de fibras de colageno que formam endomisio, perimisio e
epimisio. Andlises microscépicas tém demonstrado que essas fibras, principalmente

no perimisio, mudam sua organizacdo durante alongamentos, desfazendo sua
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formacao ondulada e se organizando em paralelo. Esse processo de mudanca seria
responsavel por oferecer resisténcia ao alongamento muscular (BORG &
CAULFIELD, 1980; WILLIAMS & GOLSPINK, 1984; PURSLOW, 1989).
Considerando essa especial propriedade do perimisio, esta sendo estudada
inclusiva hipétese de que o tecido conectivo possa se contrair ativamente

aumentando a rigidez muscular durante alongamento (SCHLEIP ET AL., 2006).

Quanto aos filamentos intermediarios, Waterman-Storer (1991) explica que
estes se localizam nos discos Z e na periferia de miofibrilas, paralelos e
perpendiculares as fibras musculares com funcdo de manter a estrutura das
miofibrilas e evitar mudangcas muito grandes no comprimento de sarcOmeros

vizinhos.

Sandercock (2000) apresenta ainda resultados de somacédo de for¢ca nao-
linear nas fibras musculares. Segundo o autor cadeias de proteinas capazes de
transmitir forca lateral (filamentos intermediarios) sdo responsaveis por manter certa
homogeneidade de sarcémeros entre fibras vizinhas prevenindo lesdes e a
diminuicao da forca (SANDERCOCK, 2000).

Outra importante cadeia protéica responsavel pela forca passiva € a titina.
Conhecida também como a molécula gigante do sarcémero, além da funcéo
estrutural nos discos Z e na ligacdo da miosina ao disco Z a titina € capaz de
aumentar sua rigidez durante o alongamento do musculo. Joumaa e colaboradores
(2007), ao testarem miofibrilas isoladas (sarcémeros em série), observaram aumento
forca passiva depois de alongamento ativo. Concluiram que a titina como estrutura
passiva do sarcébmero deve ser responsavel pelo aumento de forca; e que o
aumento s6 acontece em alongamento ativo, ou seja, parece haver um aumento na
rigidez da titina induzido pela ativacdo muscular (JOUMAA ET AL., 2007).

2.3.1 Titina

A titina (também conhecida como conectina-f) € uma cadeia de proteinas
simples dentro do musculo (3,0 -3,5 Mega Daltons) e um dos maiores constituintes
do musculo estriado de vertebrados (DI COLA ET AL., 2005). Estruturalmente, ela é
considerada como o maior polipeptideo encontrado na natureza (TSKHOVREBOVA
& TRINICK, 2004).
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Em fragmentos de fibras e miofibrilas do musculo psoas de coelhos a titina
representa de 5-7% do peso total de proteinas. Contém 5% da sua composicdo de
lipidios e 1% de acUcares em miofibrilas. E composta ainda por 18 aminoacidos
também presentes na elastina e no colageno, que se distribuem diferentemente em

proteinas do musculo cardiaco e do musculo esquelético (MARUYAMA ET AL.,
1977).

A molécula de titina tem mais de 1 ym de comprimento e liga as linhas Ze M
do sarcomero (Figura 4). Faz parte do citoesqueleto com funcao estrutural na linha Z
e na parte que acompanha a miosina; possui propriedades elasticas na banda |
(TROMBITAS ET AL., 1998; MINAJEVA ET AL., 2001; TOURSEL ET AL., 2002).
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Figura 4 — Sarcomero do musculo estriado esquelético. Fonte: ALBERTS ET AL., 2002.

Esta envolvida em varios mecanismos regulatorios importantes do musculo,
relacionados ao seu desenvolvimento, organizacdo estrutural, elasticidade e como
sinalizador intracelular (TSKHOVREBOVA & TRINICK, 2003). Segundo Granzier e
Labeit (2006) a titina responde ao estresse mecanico sinalizando e regulando a
expressao génica.

Evidéncias recentes demonstram que além de sua fungdo elastica em
alongamentos ativos, a titina também estaria ligada ao mecanismo de pontes
cruzadas. Sua forte ligagdo com a-actinina no disco Z e com os filamentos de

miosina seria a responsavel por manter a estrutura do sarcOmero durante a
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contragéo, além de facilitar a interag@o entre actina e miosina no musculo cardiaco e
esquelético (NIEDERLANDER ET AL., 2004; LINKE, 2008). Resultados de Minajeva
e colaboradores (2002) sugerem ainda diminuicdo da velocidade de contracdo em
fiboras tratadas com tripsina, enzima que desintegra a estrutura da titina,

evidenciando a participagao da titina nos mecanismos da contragdo muscular.

A regido localizada na banda | é funcionalmente extensivel. Possui um
dominio PEVK, constituido por prolina (P), glutamato (E), valina (V) e lisina (K) e
regides poly-lg formadas por cadeias protéicas de imunoglobulina. A regido
localizada na banda | € funcionalmente extensivel, a regido localizada na Banda A é
rigida devido a forte ligacdo com a miosina (TROMBITAS ET AL., 1998; LINKE ET
AL., 1998; TSKHOVREBOVA & TRINICK, 2005). A estensibilidade da titina e sua
relacdo com a tensdo passiva foi também demonstrada por imuno-fluorescéncia e
imuno-eletrénica in situ, e por medigcbes mecanicas nas fibras e miofibrilas (LINKE
ET AL., 1998; DI COLA ET AL., 2005; NAGY ET AL., 2005).

A Figura 5 apresenta a estrutura da titina em cada regido do sarcémero. De
acordo com Linke et al. (1998) a regido Ig alonga e resiste a menores comprimentos
de sarcbmero, enquanto que o dominio PEVK alonga e resiste a maiores
comprimentos de sarcomero. Ou seja, possivelmente os achados de aumento de
forca apos alongamento ativo, como um comportamento dependente do
comprimento inicial (EDMAN, ELZINGA & NOBLE, 1978), indicam maior

envolvimento na regido PEVK nesse fenémeno.

Poly-Ig PEVK Poly-lg
ey (IO, P TERACTTETIITIT oo
Regido extensivel
Disco Z < >Linha M
Banda | Banda A

Figura 5 — Regides da titina em relagéo as regifes do sarcémero. Fonte: LINKE ET AL., 1998.

Quando o sarcOmero realiza contracdo ou alonga a regido extensivel se
encurta ou estende na mesma propor¢cdo. Os gréaficos apresentados na Figura 6

demonstram o comportamento de um grupo de fibras musculares em diferentes
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situacOes observadas no experimento de Maruyama e colaboradores em 1977. A
Figura 6a representam filamentos de titina isolados e a tensdo ao longo do
alongamento. Segundo os autores, com pequenas deformacdes a titina se comporta
como um elastico perfeito retornando ao seu estado inicial; jA& em deformacdes
proxima a 40% do comprimento inicial existe uma deformac&o plastica. A Figura 6b
mostra que a tensdo passiva do musculo se desloca para maiores alongamentos
sem a miosina, mas a tensdo maxima nao se altera; ja com a remocao da actina ha
também reducado da tensdo maxima. Contudo, 0 que se destaca tanto na Figura 6b
quanto na Figura 6¢ € a reducao de tensao em fibras tratadas com solugdes alcalina,
que dissolveram as moléculas de titina. Por fim, novamente h& grande reducédo na
tensdo passiva em fibras tratadas com tripsina, uma enzima protease capaz de
degradar moléculas de titina ocasionando reducédo da concentracdo da mesma nas
fibras analisadas (MARUYAMA ET AL., 1977).
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Figura 6 — Rela¢Bes tensdo passiva X comprimento. A) filamentos de titina de musculo
cardiaco (o) e musculo esquelético (e); b) fibras isoladas (0) e depois da extracido da miosina
(1), extracdo da actina (2), tratamento com solugéo alcalina por 10 min (3) e tratamento com
solucdo alcalina por 30 min (4); c) fibras isoladas ap6s extragcdo de miosina e tratamento com
pH 7,0 (o); pH 11,0 (e); pH 13,0 (A) e pH 14,0 (x); d) fibras isoladas tratadas ou nao com tripsina
controle (0); 2 min com tripsina (e); 5 min com tripsina (x). Fonte: MARUYAMA ET AL., 1977.

Complementando os resultados até entdo apresentados, Tskhovrebova &
Trinick (2001) afirmam que, devido ao espaco de conformacdo, a tracdo e
compressdo da molécula dentro do sarcomero ocorrem de um modo mais
organizado ou com maior viscosidade e forcas maiores do que as que sao
observadas em estudos em solucdo de proteinas isoladas. Segundo os autores
acima citados, estas diferencas podem ser encontradas nos experimentos in vitro e

in situ.
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Em contrapartida, a colaboracdo da titina nas propriedades elasticas do
musculo, foi questionada recentemente por Lee, Joumaa e Herzog (2007).
Perceberam em seu estudo que o aumento da forca passiva se da com alongamento
ativo do musculo, e ndo com alongamento passivo, o que leva a conclusédo de que a
titina isoladamente né&o teria influéncias na forca total do musculo, e dificiimente

sofreria adaptacdes caracteristicas dos tipos de treinamentos aplicados.

Parece inclusive que a rigidez da titina aumenta durante o alongamento ativo.
A hipGtese mais aceita é que o aumento nas concentracdes sarcoplasmaticas de
calcio durante a ativacdo muscular poderiam estar influenciando e que a tenséo

produzida pela titina seja célcio-dependente (LABEIT, 2003).

Ainda concentradas na fungéo da titina como estrutura elastica e participante
da contracéo ativa do sarcomero, pesquisas sobre as adaptacdes crénicas da titina
intramuscular ao treinamento ou ao desuso s&o escassas na literatura. Estudo
descrito por Goto e colaboradores (2003) investigou as adaptacfes desta proteina
ao desuso, por meio da suspensdo das patas traseiras de ratos. Encontrou
adaptacdes na expressao da titina, com reducdo ao longo do tempo, seguida de
recuperacdo depois de um periodo de remobilizacdo. Da mesma forma Tatsumi e
colaboradores (2001) demonstraram que estruturas secundarias da parte elastica da
titina foram modificadas pelas ligacdes de Ca2+.

Estudo de Pinniger, Ranatuga e Offer (2006) apresentam aumento de forca
residual poés-alongamento em fibras musculares mesmo apdés a supressdo da
atividade da miosina, ou seja, esse aumento se daria devido a outras estruturas que

nao as pontes cruzadas, supostamente a titina.

Ja Horowits e colaboradores (1986) afirmam que as propriedades elasticas da
titina ndo sdo alteradas pelo exercicio, pelo aumento de [Ca2+] e atividade das
pontes cruzadas, apesar das propriedades elasticas ndo terem sido ainda bem

determinadas.

Entretanto ndo existem evidéncias suficientes para afirmar ou negar a
capacidade de adaptacao da titina ao treinamento e determinar sua funcéo na forca

muscular.
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2.4 Locomocao X Tipo de Contracao

Estudos com seres humanos e animais propéem que a locomocao se da
através do mecanismo do péndulo invertido: os membros agem de forma simultanea
e oposta (CAVAGNA ET AL., 1977; GRIFFIN ET AL., 2004). Durante esse processo
o centro de massa se desloca e ha trocas constantes de energia. A energia potencial
gravitacional e a energia cinética flutuam de forma inversa (CAVAGNA ET AL.,
1977).

Mais especificamente, quando o centro de massa atinge sua posicdo mais
alta durante a fase de apoio ha valores maximo de energia potencial, enquanto que
a energia cinética estd no seu valor mais baixo; entre a posicdo mais alta e a
posicdo mais baixa ha transicdo das energias de forma inversa, a energia cinética
aumenta e a energia potencial diminui; a soma das energias € um valor constante. A
variacdo do centro de massa e, consequentemente, das energias é descrita como
trabalho mecanico externo (CAVAGNA ET AL., 1963, 1977; CAVAGNA &
MARGARIA, 1966).

Da mesma forma Heglund e colaboradores (1982) relacionaram a energia do
centro de massa dos membros e a energia total (cinética e potencial). Para os
autores a energia mecanica total de um animal correndo pode ser descrita em
qualquer instante particular como o0 somatério das energias potencial gravitacional e
cinética do centro de massa, mais a energia cinética dos segmentos do corpo

relativa ao centro de massa e mais a energia potencial elastica do sistema.

Para quadrupedes esse mecanismo se assemelha a dois péndulos invertidos:
um deles nas patas da frente e o outro nas patas de trds. No entanto, esse
mecanismo ainda ndo esta muito bem esclarecido, pois, aparentemente, as energias
nao variam como nos bipedes e, por contar com quatro apoios e ndo somente dois,
ha maior oscilagdo do centro de massa durante a locomocdo em quadrupedes
(GRIFFIN ET AL., 2004).
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A capacidade de se locomover deslocando o centro de massa é
consequéncia da contracdo de varios grupos musculares, da forca passiva dos
tecidos, da energia metabdlica despendida, enfim, de todos os processos que
acontecem no organismo e permitem a producéo de forca (CAVAGNA ET AL., 1977;
GRIFFIN ET AL., 2004; BIEWNER, 2006).

Diversos estudos citam entdo uma relagdo entre o trabalho mecanico total e
os fendbmenos internos. Quando o trabalho externo é negativo, em declive de, no
minimo, 16°, ha predominancia de trabalho muscular excéntrico, em parte pela
intencdo constante de desacelerar o deslocamento do centro de massa; quando o
trabalho externo é positivo, em aclive de, no minimo, 15°, ha predominancia de
trabalho muscular concéntrico, em parte pela intencdo constante de acelerar o
centro de massa (CAVAGNA ET AL., 1963; 1968; CAVAGNA, HEGLUND &
TAYLOR, 1977; MINETTI ET AL., 1993). Além disso, o trabalho positivo depende
unicamente de energia metabdlica, enquanto que o trabalho negativo conta com a
colaboracédo das estruturas passivas (CAVAGNA ET AL., 1963; 1968)

A Figura 7 reflete a conseqiiéncia do maior trabalho positivo em aclive e do
maior trabalho negativo em declive, nas situa¢cdes caminhando e correndo. Observa-
se maior gasto de energia metabdlica em aclive (trabalho positivo) e menor gasto de
energia metabdlica em declive (trabalho negativo) e, segundo Margaria (1968) esse
aumento por km em aclive em relacdo ao plano € de 25%, enquanto que em declive
ha diminuicdo de 20% de gasto de energia. Outros estudos encontram ainda maior
ativagdo muscular concomitante ao aumento do trabalho positivo em aclive (GILLIS
& BIEWENER, 2002; DALEY & BIEWENER, 2003).
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Figura 7 — Gasto energético caminhando na velocidade mais
econdmica (W) e correndo (R) em relacdo a inclinacdo. Fonte:
MARGARIA, 1968.

Lee e colaboradores (2008) afirmam que as pernas dos animais encurtam
guando sustentam uma carga — neste caso 0 peso do corpo — e alongam produzindo
forca assim que a carga é retirada. Essa relacdo inversa reflete o funcionamento de
uma mola composta por todas as estruturas passivas do sistema musculo-
esquelético, um mecanismo capaz de conservar e dissipar/transmitir energia. Esse
comportamento elastico é considerado, junto com a forca da gravidade, um dos
principais fatores minimizadores do gasto de energia metabdlica na locomocdo em
declive (LEE ET AL., 2008).

Butterfield, Leonard e Herzog (2005) aplicaram o conceito em situagcdes
semelhantes a proposta do presente estudo, treinando ratos Wistar em esteira com
inclinacbes de +16 graus e -16 graus. Encontraram aumento do numero de
sarcOmeros em série no musculo Vasto Intermédio de ratos que treinaram em

declive por 10 dias, mas sem diferencas no musculo Vasto Lateral.

Aceitando que as estruturas passivas absorvem energia durante o
alongamento e a adaptacao funcional se da pelo recrutamento das estruturas, entéo,
o tipo de contracdo seria primordial no tipo de adaptacdo ao treinamento. A
contracdo excéntrica, por exigir desempenho durante o alongamento, deveria
resultar em maior adaptacdo das estruturas passivas do que a contragao

concéntrica.
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Segundo equacbes desenvolvidas por Alexander em 1997, em velocidades
negativas, ou seja, contracdo excéntrica, as propriedades do tendao seriam
evidenciadas e, consequentemente, o trabalho metabdlico seria reduzido sem

prejudicar o desempenho. Esse comportamento esté ilustrado na Figura 8.
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Figura 8 — Propriedades do musculo esquelético de
vertebrados a partir de equag¢des empiricas. a) relagéo
forca x velocidade de contracdo do musculo; b) relagcéo
do custo metabdlico pela velocidade de contracdo do

musculo. Fonte: ALEXANDER, 1997.

Assim, com a aplicagdo de um treinamento em aclive ou declive como
estimulo concéntrico ou excéntrico, respectivamente, espera-se que ocorram

diferentes adaptacdes na tensdo e nas estruturas passivas.



3 HIPOTESES

As hipoteses a seguir foram formuladas: a) considerando o musculo
esquelético como um tecido adaptavel a demandas funcionais e; b) considerando
que na locomocdo em aclive o musculo so6leo de ratos realiza contracdes
concéntricas e que na locomocao em declive o musculo séleo de ratos realiza

contracdes excéntricas;

1. Pela capacidade das estruturas passivas de adaptar ao exercicio (Mufiz ET
AL, 2001; Gosselin ET AL, 1998) e a maior utilizacdo das estruturas passivas em

contracdes excéntricas (Alexander, 2002), espera-se que:

0 A tensado passiva seja maior nos animais que treinaram em declive,
intermediaria nos animais que treinaram em aclive e menor nos animais

controle;

0 A rigidez do tecido seja maior nos animais que treinaram em declive,
intermediaria nos animais que treinaram em aclive e menor nos animais

controle;

o A integral da curva tensdo x deformacéo, representando o trabalho,
seja maior nos animais que treinaram em declive, intermediaria nos animais

gue treinaram em aclive e menor nos animais controle;

0 A expressao da titina seja maior nos animais que treinaram em declive

e semelhante nos animais que treinaram em aclive e nos animais controle.
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2. Pela adaptacé@o do numero de sarcOmeros em série ao treinamento excéntrico
(Lynn & Morgan, 1994; Lynn, Talbot & Morgan, 1998; Butterfield, Leonard &

Herzog, 2005), espera-se que:

o O numero de sarcOmeros em série seja maior nos animais que
treinaram em declive e semelhante nos animais que treinaram em aclive e

nos animais controle;

o O comprimento médio dos sarcOmeros seja menor nos animais que
treinaram em declive e semelhante nos animais que treinaram em aclive e

nos animais controle;



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento Experimental

O estudo tem um carater descritivo comparativo do tipo ex post facto
(CAMPBELL & STANLEY, 1979). Para a realizacdo do calculo amostral foram
utilizados dados de ensaios mecanicos apresentados por Mufiz e colaboradores
(2001) em estudo que avaliou efeitos de treinos de resisténcia em velocidade na
tensdo passiva de ratos Wistar. O célculo foi realizado no software WinPipe.
Considerando nivel de significancia p = 0,05, poder de 80% e diferencas minimas de
10% foi indicado numero de nove animais por grupo. Este tamanho amostral &
compativel também com trabalhos similares que avaliaram as demais variaveis
deste estudo (LYNN & MORGAN, 1994; ADAMS ET AL, 2004; SOTIRIADOU ET AL,
2006).

Prevendo possiveis perdas o estudo foi iniciado com 12 animais por grupo.
Foram utilizados ratos Wistar (total de 36 ratos machos adultos), com idade no inicio
do treinamento de 90 dias, massa corporal 291,22 + 29,39 g. Os animais foram
mantidos em caixas cobertas por grades (5 animais por caixa — Figura 9) no Biotério
da Farmacologia — ICBS, com agua e comida a vontade e ciclos de 12 h claro/ 12 h

escuro.
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Figura 9 — Caixa onde os ratos foram mantidos

Trés animais morreram antes do fim dos experimentos. Assim 0 grupo
controle (C) foi composto por 11 animais; o grupo Experimental em Declive (D) por
10 animais e o Grupo Experimental em Aclive (A) por 12 animais. A Tabela 1
apresenta a massa corporal média por grupo nos periodos pré-treinamento e pos-
treinamento. Nao houve diferencas significativas entre os grupos no periodo pré-
treinamento (F (2, 32) = 0,115; p = 0,892) e no periodo pés-treinamento (F (2, 32) =

1,473; p = 0,245), o que indica homegeneidade dos animais.

Tabela 1 — Valores de média e desvio padrdo da massa

corporal por grupo nos periodos pré e pos-treinamento.

Massa Corporal (g)

Grupo Pré-treinamento Pés-treinamento
Média DP Média DP
Controle 294 31 321 38
Aclive 293 23 324 33
Declive 288 35 301 28

Devido a necessidade de rapidez entre o sacrificio dos animais e a execucao
dos ensaios de tracdo tais experimentos foram realizados em seis dias (6
animais/dia). Assim, o0 inicio dos treinamentos também aconteceu em dias
diferentes, organizando o cronograma para que os animais fossem sacrificados dois

dias depois de 30 dias de treinamento.
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Os treinamentos, sacrificio dos animais e procedimentos histolégicos foram
realizados no Departamento de Ciéncias Morfologicas do Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude (ICBS) — Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS);
os procedimentos bioquimicos foram realizados no Departamento de Bioquimica da
UFRGS; os ensaios de tracdo dos musculos foram realizados no Laboratério de
Materiais Dentarios da Faculdade de Odontologia da Pontificia Universidade
Catolica do Rio Grande do Sul (PUC-RS). O estudo foi submetido ao Comité de
Etica da UFRGS e ao Comité de Etica para o Uso de Animais da PUC-RS e
aprovado sob protocolos 2007725 (31/08/2007 - UFRGS) e 08/00028 (23/07/2008 -
CEUA, PUC-RS), respectivamente.

4.2 Programa de Treinamento

O treinamento consistiu do modelo de aclive e declive adaptado a partir dos
estudos de Gosselin (1998), Butterfield ET AL. (2005) e Pereira ET AL. (2006), e
com referéncias do estudo piloto desenvolvido em 2008 (KRONBAUER ET AL,
2008). Foi utilizada uma esteira caseira adaptada com compartimentos individuais
ventilados e a cobertura escurecida na parte anterior do compartimento (Figura 10).

a) b) c)
Figura 10 — Esteira com compartimentos individuais ventilados; a) esteira inclinada com raias

individuais; b) animais correndo em declive; ¢) animais correndo em aclive.



41

O grupo experimental aclive treinou em inclinacdo de +16° e 0 grupo
experimental declive treinou em inclinagdo de -16° (GOSSELIN, 1998;
BUTTERFIELD ET AL., 2005). Foram realizadas quatro sessfes de adaptacao de 10
minutos cada, a velocidade de 3,5 m/min e em seguida uma avaliacao da velocidade
méaxima para cada animal nas respectivas inclina¢des, adaptada de Melo, Martinho e
Michelini (2003). Os animais foram divididos em quatro grupos: Al e A2 (aclive); D1

e D2 (declive). A Tabela 2 apresenta as médias das velocidades maximas por grupo.

Tabela 2 — Média das velocidades

(m/min) por grupo de treinamento.

Grupo de Média das velocidades
treinamento méximas (m/min)
Aclive 1 7,27

Aclive 2 6,31

Declive 1 8,07

Declive 2 6,50

A opgao por avaliar a velocidade dos animais se justifica pela relagdo
estabelecida por Margaria (1968) entre o custo de transporte em inclinacdes, e por
resultados apresentados por Wickler ET AL. (2000). Os autores relatam relagéo
entre a velocidade preferida e o menor custo de transporte, sendo que em aclive,

onde o custo de transporte € maior, a velocidade preferida desenvolvida pelos

animais é menor.

A velocidade de treinamento foi estabelecida considerando a velocidade
maxima média inicial (VMI) de cada grupo. Tomou-se o cuidado de aumentar a
velocidade de treinamento quando o tempo era mantido, e aumentar o tempo de
treinamento quando a velocidade era mantida. Foram também mantidas sessfes de
recuperacédo relativos a carga de treinamento. Aceitando que o desempenho dos
animais melhoraria durante o treinamento, a velocidade maxima também
aumentaria, sendo assim as intensidades sao relativas a velocidade maxima inicial

O Quadro 1 apresenta a velocidade relativa e o tempo para cada dia de treinamento.
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Quadro 1 — Dias e respectivos volumes de treinamento de ambos

0S grupos experimentais.

Dias Velocidade Tempo Dias Velocidade Tempo
1 60% VMI 10 min 24 60% VMI 40 min
2 60% VMI 15 min 25

Intervalo
4 26

Intervalo

5 27 80% VMI 40 min
6 70% VMI 20 min 28 85% VMI 40 min
7 65% VMI 20 min 29 90% VMI 30 min
8 70% VMI 25 min 30 95% VMI 30 min
9 70% VMI 25 min 31 100% VMI 30 min
10 75% VMI 25 min 32

Intervalo
11 Intervalo 33
12 34 100% VMI 35 min
13 70% VMI 30 min 35 105% VMI 35 min
14 75% VMI 30 min 36 110% VMI 30 min
15 80% VMI 30 min 37 105% VMI 40 min
16 80% VMI 35 min 38 110% VMI 35 min
17 75% VMI 40 min 39

Intervalo
18 40

Intervalo :

19 41 110% VMI 35 min
20 80% VMI 40 min 42 100% VMI 40 min
21 90% VMI 30 min 43 Intervalo
22 90% VMI 30 min 44
23 60% VMI 35 min 45 Sacrificio

Devido a especificidade dos procedimentos histoldégicos e a capacidade de
identificarem tanto adaptacfes agudas quanto adaptacdes crbnicas ao exercicio, 0s
altimos intervalos foram feitos em dias diferentes, para que todos os animais
treinassem dois dias consecutivos e mantivessem 48 horas de intervalo antes do

sacrificio.

4.3 Procedimentos Cirurgicos

Os animais foram anestesiados com tiopental sodico intra-peritonial (5 ml).
Apo6s os procedimentos os animais foram decapitados e descartados. Devido a
perda de amostras durante os procedimentos cirargicos e na fixacdo dos musculos
nas garras de pressao para 0S ensaios mecanicos o numero de amostras por grupo

esta indicado em cada procedimento.
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Para os ensaios de tracdo (n = 24 musculos; 7C, 8A e 9D):

O mdasculo so6leo da pata direita foi removido mantendo parte da origem e
insercao distal (fibula, musculos adjacentes e calcaneo) para melhor fixacdo na
maquina de ensaios (Figura 11). Com a utilizacdo de um paquimetro analégico da
marca Mitutoyo (150 mm; resolugdo 0,05mm) foram medidos o comprimento do
musculo, da origem fibular até a face inferior do calcaneo; e a espessura da face

anterior na regido intermediaria perpendicular a linha do comprimento muscular

Figura 11 — Mdsculo so6leo fresco com a origem (a)

e ainserc¢ao distal (b) logo apds a retirada.

Para analise bioquimica por western blot (n = 12 musculos; 4C, 4A, 4D):

O musculo séleo da pata esquerda foi retirado cuidadosamente para manter
apenas tecido muscular, pesado, acondicionado e imediatamente congelado em

nitrogénio liquido a -80°C, para em seguida ser conservado a -20°C.
Para microscopia (n = 13 musculos; 4C, 4A, 5D)

O musculo s6leo da pata traseira esquerda foi retirado cuidadosamente
verificada a massa, para em seguida ser fixado com alfinetes pelas extremidades em
laminas de poliestireno. O comprimento dos musculos fixados foi medido com o
paquimetro. Em seguida os musculos foram acondicionados em solucao fixadora de

paraformaldeido 4% diluido no tampao fosfato (TF) 0,1M, pH 7,4 e resfriados.
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4.4 Ensaios de Tracao

Para os ensaios mecanicos foi utilizada a maquina de ensaios EMIC modelo
DL 2000 com uma célula de carga de 50 N, com velocidade de 2 mm.min™ e garras
de presséo (Figura 12a). A captura dos dados foi feita pelo software Mtest LBP v.
3.0. Primeiramente foi medida a espessura dos musculos com um paquimetro
Mitutoyo 150 mm, resolucdo de 0,05 mm. Em seguida o musculo foi fixado as garras
pelas extremidades Osseas até a juncdo musculo-tendinea (Figura 12b). Solucao
salina foi borrifada as amostras a cada minuto a fim de manté-las umedecidas e
conservar as propriedades do tecido (WARD & LIEBER, 2005).

Figura 12 — a) Garra utilizada para fixar o material durante os ensaios de tracdo; b) misculo

soleo fixado as garras.

A Figura 13 ilustra uma curva de forca tipica deste ensaio. No eixo y
encontram-se os valores de forca em Newtons e no eixo x o comprimento do

musculo em centimetros.
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Figura 13 - Exemplo de curva forgca passiva X
comprimento de um ensaio de tragdo do musculo

soOleo de ratos na maquina EMIC.

4.5 SarcOmeros em Série

Os musculos soleos foram retirados, posicionados sobre uma lamina de
poliestireno com alfinetes na posicdo alongada e acondicionados em solucéo
fixadora de paraformaldeido 4% diluida em TF durante aproximadamente quatro
horas. Em seguida os musculos foram retirados das laminas e colocados em
solucédo de acido nitrico 30%, diluido em agua destilada e deionizada. Apés 48 horas
a solucéo foi substituida por uma solucéo de glicerina 50% diluida em agua destilada
e deionizada; os musculos foram mantidos nesta solucdo em frascos escuros em

temperatura ambiente.

Duas semanas depois os musculos foram retirados da solugdo de glicerina e
fibras foram isoladas com ajuda de uma pinca. As fibras foram fixadas em laminas
por meio de balsamo sintético do Canada. Foram retiradas quatro fibras laterais,
quatro fibras intermediarias e quatro fibras mediais do musculo. Apds a fixacao,
cinco campos de cada fibra foram fotografados com uma camera CCD Pro-Series
High Performance acoplada a um microscopio (400x) Nikon eclipse, totalizando 60
imagens por animal. Para cada imagem foi contado o nimero de sarcémeros em
série dentro de uma regido de interesse (RDI), conforme proposto por Hajjar, Méme
& Léoty (1999) e, posteriormente, o comprimento da RDI foi calibrado em ambiente
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matlab com a utilizacdo de uma régua de calibragcédo (Figura 14). Foi considerado um
sarcbmero a distancia entre a linha média de uma banda clara até a linha média da

banda clara seguinte.

Figura 14 — Régua de calibragcado para

calculo do comprimento do campo

A Figura 15 apresenta imagens de fibras musculares e o desenho do campo
onde os sarcdmeros foram contados. O tamanho das RDIs ao longo dos quais foram

contados os sarcémeros variou conforme a qualidade das imagens.

Figura 15 — Exemplos de imagens de fibras musculares e o desenho do campo; a) fibra

lateral do rato A5; b) fibra lateral do rato C9 e c) fibra medial do rato C9.

4.6 Expressdao da titina por Western Blot

Uma porgcdo do ventre muscular foi seccionada e homogeneizada com
tampdo de amostra (Tris—HCI 0,0625M, pH 6,8, SDS 2% (p/v), EDTA 0,0015M),
Apés as amostras foram fervidas por 3 minutos e centrifugadas a 20.000 g por 5
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minutos a 20°C, a quantidade de proteinas totais foi quantificada pelo método de
Peterson modificado (PETERSON, 1977). As amostras foram entdo colocadas em
tampéo de corrida (Tris—HCI 0,0625M, pH 6,8, SDS 2% (p/v), B-mercaptoetanol 5%
(p/v), glicerol 10% (v/v), azul de bromofenol 0,002% (p/v)), e em seguida aplicadas
em gel poliacrilamida-SDS e as proteinas separadas em bandas especificas de
acordo com seu peso molecular por eletroforese. Foram testadas concentragdes de
4% para o gel de entrada e 10% para o gel de corrida (Wang & Greaser, 1985),
observando-se que as proteinas se deslocaram normalmente pelo gel, contudo a
titina ndo entrou no gel de corrida. A partir dessa constatacao foi testada uma
concentracdo menor do gel de corrida (Anderson ET AL., 2002; Neagoe ET AL.,
2003) e neste caso, conforme mostra a Figura 16, os fragmentos de titina se

espalharam pelo gel de corrida.

Figura 16 — Revelacdo com anticorpo das bandas de titina corridas

em gel poliacrilamida-SDS 6%.

Por fim, a partir dos estudos de Granzier e Wang (1993) e Niederlander ET
AL. (2004), foi produzido um gel gradiente 4-10% e, em seguida testadas as
concetragcbes de 4% para gel de entrada e 10% para gel de corrida mantendo a
corrente de separagdo a 90 V por uma hora e 150 V por 3 horas. Para os testes
das concentracfes de gel as bandas de titina foram reveladas com a utilizacdo do
anticorpo monoclonal anti-titina 9D10 (Hybridoma Bank, University of lowa, USA)
por imunodeteccdo (WANG & GREASER, 1985). Por meio dessa técnica foi
possivel também identificar a posicdo da titiha nas membranas. A Figura 17
apresenta as bandas da titina separadas no gel gradiente.
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Figura 17 — Revelacdo com anticorpo das bandas de titina corridas em

gel gradiente poliacrilamida-SDS 4-10%.

Apoés definidas as concentracdes do gel, os parametros de corrida e a
posicdo da titina foi realizada uma nova eletroforese. As proteinas foram
transferidas para membranas de nitrocelulose (Amersham Biosciences) em
voltagem oscilante (proxima a 25 V) e amperagem definida multiplicando-se a area
da membrana por 3 mA. Para estabelecer a relacdo entre a expressao da titina e
da miosina sem a necessidade de adquirir mais anticorpos as membranas foram
coradas com Red Ponceau. ApOs retirar 0 excesso com &gua destilada as
membranas foram fotografadas com luz UV e as bandas quantificadas pelo
software ImageQuant 350. As técnicas e solucdes utilizadas estdo descritas

detalhadamente no Apéndice.

4.7 Anélise

4.7.1 Ensaios Mecéanicos

Apés a realizacdo dos ensaios mecanicos e a reconstru¢do das curvas de
forga passiva X deformacgao, foi construida uma nova curva de tenséo passiva (o)

X deformacéo relativa (€), do inicio do ensaio até o pico de forga, sendo:

() =1Ho
o = F/ASTE;
onde:

£ = comprimento do musculo em m

{, = comprimento inicial, em m, na primeira for¢a detectada no ensaio
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F =forcaem N

ASTE = area de seccéo transversa estimada em m?

A ASTE foi estimada considerando o musculo como um cilindro perfeito e a

AST deste cilindro como:

AST = 11 (1/2)%;
onde:

r = média de trés medidas da espessura do musculo em m

A Figura 18 apresenta exemplos de curvas ¢ X €. Considerando que 0s
ensaios foram realizados com o musculo isolado e fixado em garras de pressao
com ranhuras, uma limitacdo do método € a fase de acomodacao dos tecidos nas
garras. Além disso, segundo Mufiz e colaboradores (2001) a fase inicial dos
ensaios representa a amplitude fisiologica do mdusculo, onde n&o existem

deformacd@es plasticas.

Considerando que o objetivo foi analisar a tensdo em amplitudes supra-
fisiolégicas verificando a capacidade maxima de tensdo até a ruptura e com o
intuito de minimizar as variacdes decorrentes da acomodacao dos tecidos nas
garras, foi estipulado um valor minimo de tens&o de 10 kN.m™ para a anélise das
curvas; o valor maximo (valor de pico) foi assumido como o valor final da curva. A
partir dessa nova curva foram calculados o trabalho (W), considerado a integral da
curva e a rigidez do tecido foi obtida pela inclinacédo da reta ascendente para cada

animal e média para cada grupo.
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4.7.2 SarcOmeros em Série

50

Apds a medida do comprimento do musculo séleo fixado, a contagem dos

sarcomeros e a calibragcdo da RDI foram calculados o comprimento médio do

sarcdOmero (fs), o numero de sarcémeros em série (Ns) e a densidade (p) dos

sarcdmeros para cada animal, sendo:

{s = ERD| / ns
Ns = Eﬁbra /s

p =ns/ {rp
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onde:

fs = comprimento médio dos sarcdmeros

froi = comprimento da regido de interesse

ns = numero de sarcémeros na regiao de interesse
Ns = namero de sarcOmeros em série

fibra = comprimento da fibra muscular

p = densidade

Devido a limitagBes técnicas nao foi possivel medir o comprimento de cada
fibra muscular. Para determinar o numero de sarcOmeros em série foi considerada
relacdo entre o comprimento da fibra e o comprimento muscular total, assumindo a
razdo de 0,69 para o soOleo de ratos proposta por Eng e colaboradores (LIEBER &
FRIDEN, 2000; ENG ET AL, 2008).

4.7.3 Titina

A guantificacdo da proteina é dada em pixels relativos ao nimero de pontos
pretos da RDI da membrana corada. Foi utilizado um padrdo de peso molecular
para identificacdo da miosina e da titina. A seguir a expressdo, em pixels, das
bandas de cada proteina para cada sujeito foi normalizada pela area de captura da
imagem. Calculou-se entdo a razdo entre a expressdo da titina e da miosina para

os valores brutos e normalizados.

4.8 Tratamento Estatistico

Utilizou-se estatistica descritiva e inferencial para a andlise dos dados.
Primeiramente foi verificada a normalidade da distribuicdo pelo teste de Shapiro-
Wilk para todos os dados. Para avaliar a confiabilidade das medidas de
comprimento e densidade do sarcomero foi verificado o coeficiente de variacdo
para cada animal e o coeficiente Alpha de Cronbach para as 60 RDI das 12 fibras

musculares de cada animal.
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Em seguida foram comparados a relacdo massa do séleo/ massa corporal
total, o comprimento médio dos sarcomeros, a densidade, 0 nimero de sarcémeros
em série, a tensdo passiva maxima, o trabalho mecéanico, o coeficiente de
elasticidade e a expressdo da titina entre os grupos. Foi verificada a
homogeneidade das variancias dos grupos pelo teste de Levene, as diferencas
entre os grupos (C, A e D) por meio de multiplas Andlises de Variancia de um fator

e a identificacédo especifica das diferencas com teste post-hoc de Bonferroni.

Os dados de rigidez da curvas o X € ndao obedeceram aos critérios de
normalidade, sendo aplicada estatistica ndo paramétrica. O teste de Kruskal-Wallis
foi aplicado para detectar diferencas e, para as comparacdes dois a dois foi

utilizado o teste U de Mann-Whitney.

Ainda, para verificar similaridades dos comportamentos individuais e a
confiabilidade da medidas das curvas o X € normalizadas e do trabalho mecénico
em cada grupo foi utilizado o Coeficiente de Correlagdo Intraclasse aliado ao
Coeficiente Alpha de Cronbach.

Para analise do ICC foram consideradas correlacdes fracas, moderadas e
fortes, respectivamente: ICC < 0,4; 0,4 < ICC < 0,75 e 0,75 < ICC (FLEISS, 1986).

Foi utilizado o programa SPSS versao 13.0, com nivel de significancia < 0,05.



53

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas gerais

Para questdes de caracterizagcdo dos grupos, antes da preparacao para que
fossem retiradas as fibras o musculo séleo da pata esquerda foi pesado e seu
comprimento medido apoés fixacdo na barra de poliestireno. A Tabela 3 apresenta
as médias, desvios padrao e coeficientes de variacdo da massa do séleo, da
relacdo da massa do séleo com a massa corporal total do animal e do comprimento

do musculo para cada grupo.

Tabela 3 — Média, desvio padréo (DP) e coeficiente de variacéo (CV) para a massa do séleo,

arelacdo massa do s6leo/ massa corporal total e o comprimento muscular.

Massado Massado séleo/ Comprimento do Comprimento da

Grupo séleo (g) massa corporal musculo (mm) fibra (mm)
Média 0,122 0,041 33,0 22,79
Controle DP 0,016 0,001 1,2 0,86
CV (%) 13,3 12,0 4,0 4,0
Média 0,139 0,044 31,54 21,76
Aclive DP 0,021 0,002 0,99 0,69
CV (%) 15,4 4,3 3,0 3,0
Média 0,145 0,046 32,8 22,65
Declive DP 0,021 0,004 14 0,97

CV (%) 14,3 9,0 4,0 4,0
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Podemos observar variagfes de 13 a 15% na massa do soleo, de 4 a 12%
na razdo massa do sOleo/ massa corporal total de menos de 5% no comprimento
da fibra para os trés grupos. Os dados foram considerados normais e homogéneos.
N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas para massa do
séleo (F(2, 11) = 1,557; p = 0,263), para relacdo massa do s6leo/ massa corporal
total (F(2, 11) = 3,949; p = 0,059) e para comprimento muscular (F(2, 12) = 1,71; p

= 0,23), mesmo com médias superiores dos animais que treinaram.

A massa do musculo pode ser indicativo de adaptacdo muscular, mas
também influenciada pelo tamanho do animal. Nesse sentido a razdo massa do
séleo/ massa corporal total € mais adequada para ser analisada. Os resultados sao
semelhantes aos valores apresentados por Goto e colaboradores (2003), em
estudo que investigou as caracteristicas do séleo de ratos Wistar controle e com
suspensao das patas traseiras. Encontraram valores de 0,45 £+ 0,03 para o grupo
controle, proximo da média dos animais treinados no presente estudo, e de 0,30 +
0,04 para o grupo experimental (GOTO ET AL., 2003). Parece entdo que, mesmo
sem alteracBes significativas existe uma diferenca entre as médias do presente

estudo, indicativa de maior massa nos animais treinados.

Adams e colaboradores (2004) apresentam valores de razdo massa soleo/
massa corporal como indicativo de hipertrofia muscular. Aplicando estimulos
elétricos durante alongamento, encurtamento e isometria encontraram aumento da
razdo para 0s animais treinados em 11%, 12% e 14%, respectivamente. Esses
dados sdo um forte indicio de que as médias encontradas no presente estudo
refletem uma tendéncia a adaptacdo na massa muscular que possivelmente se

confirmaria com maior niumero de individuos.

5.2 Caracteristicas Mecanicas

A Figura 19 mostra o comportamento das curvas o X € para cada animal de
cada grupo. Em relagdo a tensdo se observam valores entre 35 e 65 kN.m? para
os grupos controle (a) e aclive (b) e entre 40 e 80 kN.m™ para o grupo declive. Em
relacdo a deformacdo o grupo aclive parece apresentar um comportamento mais

uniforme se comparado aos demais.
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Figura 19 — Curvas o X € a partir do valor minimo de tensao de 10 kN.m? para

cada animal. a) controle; b) aclive; c) declive.
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O comportamento das curvas se assemelha aos resultados encontrados por
Mufiz e colaboradores (2001) em ensaios com 0 séleo isolado de ratos. Estudos
sobre a funcéo passiva feitos com fibras isoladas (Toursel et al., 2002), ou mesmo
in vivo em humanos (Gajdosik, 2001; Hoang, Herbert & Gandevia, 2007)
apresentam curvas muito semelhantes, contudo a diferenca nos métodos néo

permite a comparagéo dos valores absolutos.

A Figura 20 apresenta as curvas individuais de trabalho para cada grupo,
calculadas a partir da integral das curvas apresentadas na Figura 18. Os

comportamentos entre 0s animais para cada grupo sao bastante semelhantes.
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A Tabela 4 apresenta o ICC para cada variavel analisada. O coeficiente
Alpha de Cronbach associado ao ICC indica confiabilidade das medidas, com

valores proximos a um em todas as variaveis para todos 0s grupos.

Conforme os pontos de corte do ICC estabelecidos nos métodos,
observamos correlagéo forte apenas na deformacéo do grupo aclive, resultado que
fica evidente ao analisarmos qualitativamente a Figura 20b. As demais correlacdes
apresentadas na Tabela 4 sdo moderadas, mas significativas (p < 0,001), com
valores inferiores nas curvas da integral. Parece entdo que, apesar da discrepancia
nos valores absolutos das curvas o X g, principalmente para o grupo declive
(Figura 19c), o comportamento é bastante semelhante, com valores mais altos de
ICC. Ja nos resultados da integral, apesar de curvas mais proximas, 0S

comportamentos diferem mais, com valores de ICC mais baixos.

Tabela 4 - Coeficientes de Correlacdo Intraclasse (ICC) e Coeficientes Alpha de

Cronbach para as variaveis mecanicas por grupo.

variavel Grupo Coeficiente de Correlacdo Alpha de
Intraclasse (ICC) Cronbach
Controle 0,706 ]0,479; 0,923 p<0,001 0,979
Tensao (kN.m'z) Aclive 0,712]0,501; 0,913[ p<0,001 0,979
Declive 0,693 ]0,489; 0,895[ p<0,001 0,977
Controle 0,763 ]0,554; 0,941[ p<0,001 0,984
Deformacéo Relativa Aclive 0,774 10,584; 0,963 p<0,001 0,985
Declive 0,644 10,433; 0,873[ p<0,001 0,972
Controle 0,585 ]0,345; 0,877[ p<0,001 0,966
Integral da Curva o X ¢ Aclive 0,685 ]0,468; 0,903 p<0,001 0,976
Declive 0,552 ]0,338; 0,826 p<0,001 0,959

Ao compararmos gualitativamente os coeficientes entre 0os grupos, podemos
também perceber menores valores no grupo declive, seguido pelo grupo controle,
para todas as variaveis. Aparentemente as diferencas individuais no grupo aclive
Sado menos perceptiveis, com maiores valores de ICC para todas as variaveis

analisadas.

A Tabela 5 apresenta os valores médios das variaveis mecanicas para cada
grupo. O teste de Shapiro-Wilk indicou dados ndo normais na rigidez (p = 0,044).

Optou-se entdo por aplicar estatistica ndo-paramétrica para esta variavel.
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A andlise de variancia ndo encontrou diferencas significativas entre os
grupos para tensdo passiva (F(2, 23) = 0,819; p = 0,454) e integral da curva (F(2,
23) = 1,188; p = 0,324). Contudo a deformacéao relativa foi diferente (F(2, 23) =
6,018; p = 0,009) entre os grupos controle e aclive (p = 0,05) e controle e declive
(p = 0,009).

Tabela 5 — Média e desvio padrdo (DP) de tensdo passiva, deformacéo relativa, integral da

curva o X ¢ e rigidez para cada grupo.

~ -2 . I Integral da Rigidez

Grupo Tensdo (kN.m™) Deformacédo Relativa curva (kN.m'z) (kN.m'z)*
Controle® Média 51,6 0,261 9,2 208
ontrole

DP 7,7 0,024 1,6 37
Aclive” Média 57,0 0,228 8,8 268
clive

DP 50 0,023 1,3 35
Declive® Média 56 0,219 8,2 298
eclive

DP 11 0,028 11 83

Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos nas variaveis assinaladas com

*9

“asterisco™”.

Esses resultados parecem demonstrar que 0os musculos dos animais que
nao treinaram sdo menos rigidos e, consequentemente alcancam maiores
deformacgbes. Muiiz e colaboradores (2001) citam adaptacbes semelhantes a
exercicios em esteira sem inclinacdo, com maior deformacdo nos musculos de
animais que nao treinaram. Contudo, descrevem ainda aumento da tensédo passiva
em animais treinados (MUNIZ ET AL., 2001).

A integral da curva, que representa o trabalho, calculada a partir da tenséo e
da deformacdo, parece nao sofrer influéncia da deformacdo - maiores
deformacfes ndo geram maiores valores de integral; seria l6gico deduzir que a
tensdo passiva dos animais controle € menor, contudo esse resultado se apresenta
apenas em valores médios. Possivelmente os altos desvios padrédo da tensdo e da
integral impecam a determinacdo de diferengas significativas. A Figura 21
apresenta as curvas médias de o X € com seus respectivos desvios padrdo para

cada grupo.
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Figura 21 — Curvas o X € médias para cada grupo com desvios padrdao dos

valores de tenséo passiva.

Em relacdo a rigidez foram encontradas diferengas significativas entre os
grupos (p = 0,032). A analise por pares indicou diferencas significativas na rigidez

entre os grupos controle e declive (p = 0,049) e controle e aclive (p = 0,011).

Gosselin e colaboradores (1998) relatam comportamento oposto, com
diminuicdo da rigidez em ratos velhos treinados em aclive. Contudo essas
diferencas ndo sao perceptiveis em animais jovens que apresentam, inclusive,
médias superiores de rigidez em animais treinados, mas sem diferencas
estatisticas, resultado que corrobora com o presente estudo. Os autores citam que
o exercicio fisico melhora o equilibrio entre deposicédo de fibras novas de colageno

e degradacéao das fibras velhas, diminuindo sua concentracéao.

A literatura apresenta também investigacbes sobre o efeito agudo do
treinamento excéntrico citando, por exemplo, a diminuicdo da tensdo passiva nos
primeiros dias e aumento depois de uma semana, aumento na rigidez depois de 24
horas (Hoang, Herbert e Gandevia, 2007).

Ainda sobre o efeito agudo de uma Unica sessao de treinamento excéntrico
unilateral, Reisman, Allen e Proske (2009) avaliaram a tensdo passiva apés
alongamento. Encontraram diminuicdo do torque passivo imediatamente apoés

alongamento e aumento ao longo do tempo, contudo com maiores valores de
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torque passivo para a perna que havia realizado o treino excéntrico anteriormente.

Entretanto sdo poucos os estudos que investigam as adaptacdes da forca passiva

a periodos de treinamento excéntrico mais longo.

5.3 Sarcémeros

Para medida do comprimento médio dos sarcomeros e da densidade foram

utilizadas 60 imagens de 12 fibras musculares sendo cinco RDI diferentes por fibra

para cada animal. A Tabela 6 apresenta médias, desvios padréo e coeficientes de

variagdo do comprimento dos sarcOmeros e da densidade para cada animal

avaliado.

Tabela 6 — Média, desvio padrdo (DP) e coeficiente de variacdo (CV) do comprimento

de sarcbmero e da densidade para cada animal.

Comprimento de Sarcémero (um)

Densidade (sarcémeros/mm)

Animal
Média DP CV (%) Média DP CV (%)

Cc8 3,12 0,16 51 3,21 0,17 5,2
C10 3,03 0,13 4,5 3,31 0,15 4,5
C11 3,09 0,12 3,9 3,24 0,13 4,0
C12 3,00 0,10 34 3,33 0,11 34
A5 2,96 0,14 4,9 3,38 0,16 4,9
A6 2,98 0,02 5,2 3,37 0,18 55
A7 3,01 0,11 3,7 3,32 0,12 3,7
A10 3,00 0,16 54 3,34 0,19 5,8
D2 2,72 0,10 3,6 3,68 0,13 3,6
D5 2,83 0,12 4,3 3,54 0,15 4,4
D9 2,87 0,14 4,8 3,49 0,17 4,9
D11 2,77 0,16 5,8 3,62 0,22 6,0
D12 2,84 0,10 3,6 3,52 0,13 3,8

Cx = grupo controle; Ax = grupo aclive; Dx = grupo declive

Podem-se observar em relacdo aos coeficientes de variagdo que em

nenhum caso houve valores maiores de 6%. A confiabilidade das medidas foi

confirmada pelo coeficiente Alpha de Cronbach com valor de 0,907 para o

comprimento dos sarcébmeros e 0,982 para a densidade.
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Em relacdo & média do comprimento do sarcémeros para o0 grupo controle
os valores variam de 3,0 a 3,1; j& para o grupo aclive variam de 2,9 a 3,0 e o0 grupo
declive, com valores menores de 2,7 a 2,8. Quanto a densidade, o grupo controle
variou de 3,2 a 3,3, 0 grupo aclive se manteve em 3,3 e 0 grupo declive, com
valores maiores, variou de 3,4 a 3,6. Os dados foram considerados normais e

homogéneos.

A Tabela 7 apresenta os valores de comprimento médio dos sarcomeros,
densidade e ainda o numero de sarcbmeros em série, calculado a partir do

comprimento médio dos sarcomeros e do comprimento do musculo, para cada

grupo.

Tabela 7 — Média, desvio padréo (DP) e coeficiente de variacdo (CV) para comprimento

de sarcbmero, densidade e numero de sarcémeros em séria por grupo.

Grupo ComPrimento do D(Aansidade NUmero dfa _sarcémeros
sarcoOmero (um)  (sarcémeros/mm) em série (x10)
Média 3,060 3,275 751
Controle DP 0,054 0,056 24
CV (%) 1,8 1,7 3.3
Média 2,990 3,353 739
Aclive DP 0,023 0,026 27
CV (%) 0,8 0,8 3,7
Média 2,806 3,570 817
Declive DP 0,059 0,077 51
CV (%) 2,1 2,2 6,0

Novamente se observam variacdes inferiores a 6% em todas as variaveis
para todos o0s grupos. Especialmente no comprimento e na densidade dos
sarcoOmeros a variacdo nao passa de 2,2%. Os dados foram considerados normais

e homogeneos.

Os valores médios de comprimento dos sarcomeros foram 3,06, 2,99 e 2,80
para 0s grupos controle, aclive e declive, respectivamente. Tabary e colaboradores
(1976) apresentam comprimento meédio do sarcomero de séleo de gatos de 2,722 +
0,064 um. Kurushin e colaboradores (2009) apresentam comprimentos entre 2,4 e
2,6 um para sarcomeros do soleo de ratos Wistar com dois meses de idade. Da

mesma forma Hajjar, Méme & Léoty (1999) apresentam valores inferiores,
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proximos de 2,4 ym, para sarcomeros do semitendinoso de ras. Ja em estudo de
Tardieu e colaboradores (1977) o comprimento médio dos sarcomeros de séleos

de coelhos variou de 3,39 até 3,72 pm.

Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas para
comprimento do sarcomero (F(2, 12) = 29,125; p < 0,01), densidade (F(2, 12) =
30,249; p < 0,01) e niumero de sarcémeros em série (F(2, 12) = 5,787; p = 0,021).

Observa-se diminuicdo do comprimento médio de sarcOmeros nos animais
que treinaram em declive em relacdo ao controle e ao aclive (p < 0,01), sem

diferencas entre os dois ultimos (p = 0,116), conforme a Figura 22.
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Figura 22 — Média e desvio padrao do comprimento de sarcémero

por grupo. *p <0,01

A densidade (Figura 23), que representa 0 nimero médio de sarcémeros por
mm de fibra muscular, indicou diferencas significativas também do grupo declive
para o0 grupo aclive e o grupo controle (p < 0,01), com maior quantidade de
sarcdOmeros por mm. Novamente os valores do grupo controle e do grupo declive

nao apresentaram diferencas estatisticamente significativas (p = 0,2).
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Figura 23 — Média e desvio padrédo da densidade de sarcémeros por

mm de fibra por grupo. * p < 0,01

A analise do numero de sarcbmeros em série esta apresentada na Figura
24. Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas apenas entre o
grupo declive e o grupo aclive (p = 0,033), com maior numero de sarcbmeros em
série no grupo declive. Diferentemente das varidveis anteriores, nao foram
encontradas diferencas entre o grupo declive e o grupo controle (p = 0,076), apesar

da média superior para o grupo declive.

Considerando as diferencas encontradas na densidade, parece que a média
mais alta dos comprimentos das fibras musculares no grupo controle (Tabela 3)
influenciou no numero de sarcébmeros em série nado indicando diferencas

significativas entre o grupo declive e o grupo controle.

Tardieu e colaboradores (1977) encontraram diminuicdo do comprimento e
aumento do numero de sarcOmeros em resposta a imobilizacdo de musculos em
posicdo alongada. Koh e Herzog (1998) também citam o mesmo tipo de resposta
em musculos com maior excursdo. Ambos os estudos justificam essa adaptacao

pela tentativa de manutengéo de um comprimento 6timo de produgéo de forca.

A relagdo forca X comprimento determina entdo um intervalo de
comprimento de sarcémero onde o platé € atingido, sendo este aceito como o
comprimento 6timo de producéo de forca (GORDON, HUXLEY & JULIAN, 1966).
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Assim, o comprimento 6timo de producéo de for¢ca de uma fibra muscular ou de um
musculo seria o comprimento onde ha maior quantidade possivel de pontes
cruzadas estabelecidas por sarcomero. Para manter o comprimento 6timo de
producdo de forca em musculos alongados ou com maior excursdo (variacao de
comprimento) a adicdo de sarcomeros em série é a estratégia adotada (TARDIEU
ET AL., 1977; KOH & HERZOG, 1998).

Herzog e colaboradores (1991) encontraram o deslocamento da curva
torque X angulo do musculo reto femoral em ciclistas e corredores. Os corredores
gue atuam com o reto femoral mais alongado apresentaram maior capacidade de
producdo de torque com o0 musculo em maiores comprimentos. Ja os ciclistas que
atuam com o reto femoral mais encurtado deslocavam a curva torque X angulo
para comprimentos menores. Segundo 0S autores essa Seria uma resposta

funcional a adaptacdes estruturais no comprimento dos sarcomeros.

A mesma adaptacdo é citada também em estudos sobre efeito do
treinamento excéntrico. Com a utilizacdo do modelo aclive X declive e as mesmas
inclinacbes do presente estudo Lynn e Morgan encontraram resultados
semelhantes com aumento do nimero de sarcémeros em série no grupo declive
em relacdo ao aclive, e sem diferencas entre aclive e controle para o musculo
vasto intermédio (LYNN & MORGAN, 1994; LYNN, TALBOT & MORGAN, 1998).
Esses estudos estdo de acordo com a hipotese de adaptacdo no numero de

sarcdOmeros em série em resposta ao treinamento excéntrico.

Parece, contudo, que o estimulo do treinamento excéntrico difere do
estimulo de maiores amplitudes de movimento. Lynn e Morgan (1994) explicam
que durante contracBes excéntricas a diminuicdo da sobreposicdo de actina e
miosina nos sarcoOmeros acaba tensionando sarcémeros vizinhos e,
consequentemente, os tubulos transversos e o reticulo sarcoplasmatico. Essa
tensdo € responsavel por destruir as membranas e liberar célcio no reticulo
sarcoplasmatico. Por isso o aumento do numero de sarcémeros em série € uma
resposta mais evidente no treinamento excéntrico, como fator de protecdo e
prevencdo de novas rupturas, ndo necessariamente para a manutencdo do

comprimento 6timo de producéo de forca.
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Figura 24 — Média e desvio padrdo do numero de sarc6meros em

série por grupo. * p = 0,033

Fibras musculares isoladas mantidas em ambiente de cultura a 80% e 105%
do comprimento inicial de producdo de tensdo parecem também responder de
maneiras diferentes. As fibras mantidas a 80% nao apresentaram modificacbes no
namero de sarcdOmeros em série, mas aumentaram a forca em tetania,
principalmente no comprimento em que foram mantidas. Os autores especulam
que talvez proteinas como a titina e a reorganizacdo das fibras de colageno
extracelulares possam ser responsaveis por esse comportamento (JASPERS ET
AL., 2004). Ja em fibras mantidas a maiores comprimentos foi encontrado aumento
do numero de sarcémeros em série depois da segunda semana em cultura apenas
em alguns exemplares, aliado ao aumento no tempo até o relaxamento. Esse
comportamento indica adaptacéao seletiva de fibras rapidas. Contraces excéntricas
in vivo — em alongamento — parecem promover aumento de células satélite e suas
ligaces com a fibra muscular. Contudo no estudo apresentado, como as fibras sao
isoladas, uma das explicacbes para a ndo adaptacdo das fibras lentas poderia

estar na dificuldade de sinalizacdo mecanica das células satélite no endomisio.

Butterfield, Leonard e Herzog também utilizaram modelo de treinamento
aclive X declive para avaliar o nimero de sarcobmeros em série dos masculos vasto
lateral (VL) e vasto intermédio (VI) de ratos. Depois de cinco dias de treinamento

nao encontraram diferencas significativas entre os grupos controle, aclive e declive.
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Depois de dez dias de treinamento, no entanto, relatam diminuicdo do namero de
sarcomeros em seérie no grupo aclive para VI e VL e aumento no grupo declive
apenas para VI (BUTTERFIELD, LEONARD & HERZOG, 2005).

Em contrapartida, Koh e Herzog encontraram resultados controversos
utilizando contragbes excéntricas eletricamente estimuladas em coelhos.
Realizaram treinamentos de 50 contracdes, duas vezes por semana durante 12
semanas. Nao encontraram aumento no numero de sarcOmeros em série no
extensor longo dos dedos e em fasciculos profundos do tibial anterior. Apenas um
aumento de 3% foi encontrado em fasciculos superficiais do tibial anterior (KOH &
HERZOG, 1998). Contudo, diferengcas metodoldgicas como periodo e protocolo de
treinamento, bem como a utilizacdo do membro contra-lateral como controle,

podem ter influenciado diferencas nos resultados.

5.4 Titina

A Tabela 8 apresenta os valores brutos e normalizados da expressédo da
titina e da razéo titina/miosina por grupo. Observamos que os valores normalizados
apresentam, aparentemente, melhor qualidade com menores coeficientes de

variacao.

Toursel e colaboradores (2002) investigaram a titina de fibras isoladas do
musculo séleo de ratos Wistar apds suspensdo das patas traseiras. Encontraram
valores inferiores da razao titina/miosina, entre 0,2 e 0,3. Contudo, utilizaram gel
gradiente de 2-12%, o que pode ter permitido melhor empilhamento dos
fragmentos de titina. No presente estudo foram utilizadas concentracdes de 4% e
10% para gel de entrada e separacao, respectivamente, o que talvez explique as
diferencas dos valores.
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Tabela 8 — Média, desvio padrdo (DP) e coeficiente de variagdo (CV) dos dados brutos e

normalizados da expressao datitina e da razao titina/miosina por grupo.

Grupo Expresséo dg titina N Razéo_ Expres_séo datitina Razéo titing/miosina
em Megapixels titina/miosina normalizada (x100) normalizada

Controle  Média 23,3 0,46 451 0,88
DP 6,2 0,07 6,5 0,03
CV (%) 26,4 16,0 1.4 3,1

Aclive  Média 25,6 0,62 455 0,89
DP 8,4 0,28 17 0,03
CV (%) 32,9 45,0 3,8 3,6

Declive  Média 21,7 0,38 452 0,87
DP 6,6 0,06 13 0,03
CV (%) 30,4 17,0 2,9 3,3

N&o foram encontradas diferencas significativas para a expressdo da titina
(F(2,14) = 0,387; p = 0,687), para a razao titina/miosina (F(2,14) = 2,505; p =
0,123), para a expresséo da titina normalizada (F(2,14) = 0,170; p = 0,846) e para a
razao titina/miosina (F(2,14) = 0,917; p = 0,426). A Figura 25 apresenta um recorte
da membrana corada e fotografada, utilizada para quantificagdo das bandas de

titina e miosina.

Figura 25 - Imagem corada com Red Ponceau e
fotografada para a quantificacdo das bandas de
titina e miosina. Ratos A9, C5 e D10.
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Estes resultados corroboram com o estudo de Kyrolainen e colaboradores
(2005). Os autores investigaram o efeito de treinos de poténcia na forca e na
composicdo dos musculos. Encontraram adaptacdo na inclinacdo das curvas de
forca, ou seja, os individuos alcancavam a forca maxima em menos tempo, mas
nao houve diferencas significativas na expressdo da titina em resposta ao

treinamento.

Toursel e colaboradores (2002) destacam diminuicdo na razéo
titina/miosina em animais com suspensdo das patas traseiras. Ja Goto e
colaboradores (2003), em estudo semelhante ndo encontraram adaptacbes da
titina a trés dias de suspensdo das patas traseiras. Seus resultados, entretanto,
demonstram aumento da expressdo da [-conectina (titina) apds trés dias de

remobilizagdo das patas traseiras.

5.5 Adaptacdes estruturais e funcionais: consideracdes

O objetivo desta investigacdo foi descrever e comparar os efeitos do
treinamento em aclive ou em declive no musculo séleo de ratos. As hipéteses
relacionadas ao aumento da tensédo passiva e do trabalho em animais treinados
nao se confirmaram. Houve diferencas na rigidez do musculo séleo entre o grupo
controle e os grupos experimentais. Contudo, observaram-se desvios padréo
superiores aos artigos de referéncia utilizados no célculo amostral para os dados
de tensdo, ou seja, a grande variabilidade pode ter impedido a identificacdo de

diferencas significativas.

Para verificar a influéncia do niamero de individuos no resultado utilizamos
valores de tenséo obtidos nesse estudo para a realizagdo de um novo calculo
amostral. Os dados de entrada no software WinPepi foram: poder observado de
80%, indice de significancia de 5%, diferenga minima esperada entre os grupos de
10% da média dos trés grupos e os desvios padrao dos grupos testados. O numero
sugerido foi de 22 individuos para cada grupo, superior ao valor encontrado com os



70

mesmos dados de entrada e valores de referéncia da literatura (MUNIZ ET AL.,
2001). Possivelmente a variabilidade dos dados do presente estudo se deve as
técnicas de avaliacdo e mensuracao utilizadas. Estudos com menor variabilidade
dos dados sé&o realizados com os musculos ainda inseridos ou fibras isoladas e o

auxilio de micromanipuladores que permitem fixagcdo mais precisa das estruturas.

Em relagéo a estrutura da fibra muscular o niumero de sarcémeros em série
foi maior e o comprimento médio dos sarcémeros menor em resposta ao
treinamento em declive, possivelmente como fator de protecdo ao treinamento
excéntrico. A andlise bioquimica da titina ndo indicou adaptacfes na expressao da

proteina nem na razao titina/miosina em resposta ao treinamento.

Parece entdo ndo haver uma relacdo clara entre as adaptacfes estruturais
da titina e funcionais da tensdo passiva neste estudo. Deve-se entender, no
entanto, que as adaptacdes estruturais sdo dependentes de caracteristicas
especificas de cada tecido, além de fatores individuais como a genética (TOIGO &
BOUTELLIER, 2006). Assim, segundo Toigo & Boutellier (2006), adaptacdes
estruturais ndo significam necessariamente melhor desempenho; a habilidade em

uma tarefa é distinta da habilidade de adaptag&o dos tecidos.

Ademais, Tabary e colaboradores (1976) avaliando curvas de tensao ativa X
comprimento fazem uma critica a estudos com musculos isolados. Segundo os
autores possivelmente existam adaptacdbes em amplitudes fisiolégicas de
movimento do musculo em questdo, contudo quando o musculo é retirado ele
passa a atuar, tanto de forma ativa quanto de forma passiva, em comprimentos nao

fisiolégicos, o que pode interferir nos resultados.

Especificamente em relacdo a adaptacdo mecanica sem a adaptacdo da
titina, a proteina elastica dos sarcbmeros, Herzog e colaboradores (1991)
comentam que no musculo a for¢ca passiva pode ser influenciada por tecidos
extracelulares como as estruturas musculo-tendineas, as quais possivelmente
adaptaram as diferentes demandas funcionais impostas, mas ndo foram

investigadas neste estudo.

Existem ainda algumas criticas sobre a utilizacdo do modelo do duplo
péndulo invertido em quadrupedes. Segundo Griffin e colaboradores (2004) esse

mecanismo nao esta muito bem esclarecido, pois, aparentemente, as energias nao
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variam como nos bipedes e, por contar com quatro apoios e ndo somente dois, ha

maior oscilacdo do centro de massa durante a locomoc¢do em quadrupedes.

Lee et al. (2008) comentam a possibilidade de contatos simultaneos e
assimetrias de membros individuais durante a locomocéao, podendo néo ser o duplo
péndulo a andlise mais fidedigna. Aparentemente as patas dianteiras tém funcao
de gerar movimento (trabalho positivo) e as patas traseiras de absorver energia
(trabalho negativo). Assim, as patas dianteiras contribuem para o trabalho total
positivo em aclive e as patas traseiras para o trabalho total negativo em declive. O
punho néo realiza trabalho, enquanto o tornozelo faz trabalho negativo em declive

e positivo em aclive.

A sobrecarga muscular e articular parece também néo ser a mesma. Gregor
ET AL. (2001), por exemplo, observaram que o musculo s6leo atua com mais forca
na movimentacdo do tornozelo em declive, enquanto que em aclive o musculo
gastrocnémio aumenta sua forca e o séleo diminuiu. Além disso, a absor¢do da
energia ocorre pelas articulacdes distais no plano e em aclive, e pelas proximais
em declive — as metacarpofalangianas e as metatarsofalangianas desempenham
maior trabalho negativo em aclive, e ndo desempenham trabalho em declive, pois
sua capacidade de dissipar energia parece ser reduzida pela diminuicdo dos
momentos articulares em declive (LEE ET AL., 2008).

Temos entdo estudos que encontram resultados estruturais semelhantes
com a utilizacdo da locomocdo em aclive e declive (Lynn & Morgan, 1994; Lynn,
Talbot & Morgan, 1998; Butterfield, Herzog & Leonard, 2005) e resultados
controversos apresentados por Koh e Herzog (1998) com a utilizacdo de
contracdes puramente excéntricas. Temos ainda estudos que utilizam o modelo
aclive X declive como estimulo concéntrico ou excéntrico (Lynn & Morgan, 1994;
Lynn, Talbot & Morgan, 1998; Butterfield, Herzog & Leonard, 2005) e temos
estudos que questionam a relacdo entre o duplo péndulo invertido e o trabalho
positivo (concéntrico) e negativo (excéntrico) em quadrupedes (GREGOR ET AL.,
2001; GRIFFIN ET AL., 2004; LEE ET AL., 2008)

Ou seja, parece que as diferencas individuais e nos métodos de pesquisa
podem ter influenciado nos resultados deste estudo tanto quanto influenciam os

resultados conflitantes que a literatura disponibiliza.
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6 CONCLUSAO

O objetivo desta investigacdo foi descrever e comparar caracteristicas
mecanicas e histolégicas do musculo soéleo de ratos submetidos a treinamento em

aclive ou declive.

Concluimos que o treinamento causa adaptacbes na rigidez muscular,
aumentada para o grupo aclive e o grupo declive, no maior nimero de sarcomeros
em série e menor comprimento médio de sarcdmeros para 0S animais que

treinaram em declive.

N&o foram encontradas diferencas significativas na tensdo passiva,
possivelmente influenciada por um namero amostral insuficiente, no trabalho, na
expressao da titina e na razao titina/miosina entre 0os grupos. A ndo adaptacdo da
titina aliada ao aumento da rigidez do tecido pode indicar aumento de outras
estruturas passivas ndo avaliadas neste estudo. Com o intuito de avaliar se a
variabilidade dos resultados é consequéncia dos métodos ou do numero de
individuos, sugere-se a andalise das variaveis mecanicas com “n” maior.
Considerando ainda as duvidas que permanecem quanto a utilizacdo do modelo
aclive X declive em quadrapedes como estimulo concéntrico e excéntrico,
respectivamente, investigacbes semelhantes ao presente estudo, mas com a
avaliacdo e comparacao das patas traseiras e dianteiras permitiria elucidar a

aplicabilidade desse método.
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APENDICE

Técnicas e solucdes das analises bioquimicas

DOSAGEM DE PROTEINAS
Método de Peterson

Padréo de

albumina |Agua Mili-Q| Reagente Reagente de

1mg/mL | (uL) de Lowry Folin 0,4N (pL)

(uL) (uL)

anlll e g g

0 0 100 100 = 50 gl e

2 2 98 100 = 50 £ <

5 | 5 95 100 | E 50 £l

10 | 10 90 100 . 50 I

15 15 85 100 3 50 S| o

20 20 80 100 @ 50 S| o
> > -

25 25 75 100 2 50 2

30 30 70 100 50

35 35 65 100 50

40 40 60 100 50

Amostras gsp 100 puL 100 50

5-20 puL

Volume de amostras:

Amostras de culturas jovens (13 dias) 15 ou 20 pL.
Amostras de culturas velhas (30 dias)10 pL.
Amostras de tecido 5 a 10 L.

Cuidados com a placa:
Lavar a placa com H,O destilada, NaOH 1N (overnight) e por ultimo com H,O destilada
novamente. Enxaguar exaustivamente.

Solucdes Utilizadas :

CTC: COBRE-TARTARATO-CARBONATO

= Solugéo 1:Carbonato de sddio

NaLCO3 oo 20g
HoO gSP covvieiiiii 100 mL
= Solucéo 2: Sulfato de cobre
CUSO4.5H,0 ..o 0,29
HoO gSP covviiieiiee, 40 mL

= Solucdo 3: Tartarato duplo Na/K
KnaCsH,O64H,0.. ..o, 0,4g
HoO gSP - ooveeeeiii e 40 mL
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Misturar as solucfes 2 e 3 e completar com agua até 100 mL. Misturar esta solu¢do com a
solucdo 1 sob agitacéo. E importante que seja nesta ordem. Armazenar a temperatura
ambiente em frasco &mbar coberto com aluminio. Valido por 2 meses.

FOLIN 0,4 N:
Reativode folin 2 N ....cooeevvvevvvennenn, 10 mL
HoO OSSP coviiieeiie, 50 mL

Ou outra diluicdo 1:5. Armazenar a temperatura ambiente em frasco ambar coberto com
aluminio.

SDS 10%

SDS 9990 ..vvviiiiieiiiiiee e 10g
HoO OSSP coveiiieeeee 100 mL
Armazenar a temperatura ambiente.

NaOH 1N

NAOH. ... 49

o DY@ I ] o R 100 mL
Armazenar sob refrigeracao.

LOWRY

CTC e 10 mL
SDS 10%..uvveiiieeeeeeeiiiiee e, 10 mL
NaOH IN...oooiiiiiiiiiiiee e 8 mL
HoO e 12 mL

Armazenar em frasco &mbar coberto com aluminio. Valido por 2 semanas a temperatura
ambiente.

ALBUMINA 1 mg/mL

Albumina bovina .........cccoovvveeiiiiiinnn. 0,01g

o DL O I ] o 10 mL
Aliquotar em 500 uL e congelar.

Calculo da Quantidade de Proteina:

1 Fazer a média das absorbancias obtidas.
2 Calcular o fator da curva de calibracao:

F = Quantidade de albumina

Absorvancia obtida

3 Calcular a média dos fatores de calibragdo da curva, obtendo o fator de calibracao
médio (FCM).
4 Usar o FCM para o célculo da quantidade de proteina nas amostras (em pg/uL):

[ ]amostras = Absorbancia da amostra x FCM

Volume de amostra utilizado (em pulL)
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IMUNOBLOTTING
Protocolo Western Blotting

Transferéncia/ Blotting

10

Cortar a nitrocelulose 0,5 cm maior que o gel. Marque o inicio da aplicagdo com um
pequeno corte transversal.

Cortar dois pedacos de papel filtro do mesmo tamanho da nitrocelulose.
Mergulhar nitrocelulose em Bjerrum por 10 minutos.

Molhar o 1° papel filtro em Bjerrum e com ele molhar o eletrodo inferior. Colocar o
papel sobre o eletrodo inferior e retire as bolhas correndo um tubo de ensaio sobre o

papel.
Colocar a membrana em cima do papel mantendo-a Umida.

A transferéncia pode ser realizada a partir de um gel recém corrido ou de um gel seco.
Para gel recém corrido, marque nas duas placas o local onde o gel deve ser cortado,
corte-o e deixe por 1 minuto em Bjerrum. Se o gel ja estiver seco, corte-0 na area de
interesse (ndo deixe o celofane maior que o gel nas bordas para evitar a quebra do gel)
e hidrate-o em tampé&o de equilibracdo durante 45-60 minutos sob agitagdo suave e
retire o papel celofane. Deixe por 1 minuto em Bjerrum. Nos dois casos faga um novo
corte no gel indicando o inicio da aplicagdo das amostras.

Transferir o gel do Bjerrum para cima da nitrocelulose. O corte do gel deve ficar junto
com o da nitrocelulose. Retire as bolhas com um tubo de ensaio.

Sobre o gel coloque o 2° pedaco de papel filtro, previamente embebido em Bjerrum, e
retire eventuais bolhas.

Retirar o excesso de Bjerrum com retalhos de papel filtro. Fechar o aparelho.

Ligar a fonte. Aperte na tecla set/enter. A luz indicando a voltagem comeca a piscar,
acerte com as setas para 15V e aperte novamente a mesma tecla. A luz indicando a
amperagem comecga a piscar e com as mesmas setas acerte para a amperagem
desejada (esta depende do tamanho do gel: 1,2 mA/cm2) e aperte novamente set/enter.
A luz indicando o tempo de corrida comeca a piscar e com as setas acerte para uma
hora. Aperte a tecla run. A tecla view serve para visualizar voltagem, amperagem e
tempo de corrida.

OBS: O tempo de transferéncia depende do tamanho da proteina. No caso da GFAP
(47kDa) uma hora é suficiente enquanto que a Calbindina quarenta minutos sédo o tempo
adequado. Proteinas de menor peso molecular podem transfixar a membrana quando o
tempo de corrida estiver em demasia.

11
12

13

A fonte “apita” quando o tempo de corrida acabou. Aperte stop e desligue a fonte.

Abra o aparelho e retire a nitrocelulose. A fixagdo € opcional. Para fixar a membrana,
deixe-a em solucdo fixadora para blotting durante 5 minutos. Depois lave a membrana
em 4gua destilada até que saia o cheiro de acido acético.

Se precisar corar as proteinas na membrana de NC, usar Ponceau 0,5% em acido
acético 1% por no minimo 2 minutos e lavar de trés a seis vezes com pequenas
guantidades de solucédo &cido acético 0,01% até o aparecimento das bandas.
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14 Lavar a membrana com TBS para retirar o excesso de Ponceau.

15 Limpar os dois eletrodos do aparelho com perfex molhado com agua destilada (5
vezes). Deixar o aparelho aberto até secar.

Atencdo: as etapas descritas devem ser realizadas com uso de luvas, lave-as para retirar o
talco; utilize papel absorvente embebido em &lcool para limpar a bancada e o material
usado para cortar o gel, a nitrocelulose e o papel filtro. Estes cuidados evitam a
contaminacao do gel e da nitrocelulose com proteinas da pele.

Imunodeteccao

1 Bloquear a membrana por imersdo com M-TBS durante duas horas, o ideal € que seja
overnight. A primeira hora deve ser sob agitacdo suave, depois pode ficar na geladeira.

2 Lavar com T-TBS, duas vezes por 5 min cada.
3 Incubar com 1° anticorpo diluido em M-TBS durante uma hora sob agitagéo suave.
4 Lavar com T-TBS, trés vezes por 5 min cada.

5 Incubar com 2° anticorpo conjugado a peroxidase, diluido em M-TBS durante uma hora
sob agitagdo suave.

6 Lavar com T-TBS trés vezes por 10 min cada. E realizar ainda uma lavagem final com
TBS por 10 min também. Deixar a membrana em TBS até a rea¢cdo com luminol.

= Caso 0 2° anticorpo ndo seja conjugado com Peroxidase, apos a lavagem, adicionar

Peroxidase diluida 1:3000 em M-TBS. Deixar por no minimo 1 hora no agitador.

7 Reacdo com Luminol (Sala Escura):
e Retirar 0 excesso de TBS da nitrocelulose colocando-a sobre um papel filtro.

e Colocar a membrana sobre uma placa de eucatex forrada com filme plastico. A
membrana fica dentro de um plastico selado apenas no lado de cima.

e No escuro, misturar os reagentes 1 e 2 (1:1 em aliquotas pequenas em um
eppendorf). Os reagentes devem ser misturados somente no momento da reacéo e
para cada reagente use uma ponteira diferente.

e Molhar a membrana com o reagente de luminol e cobrir com o plastico selado por 1
minuto. Certifique-se que o reagente cobriu toda a membrana e retire as bolhas.

¢ Retirar o excesso de reagente inclinando levemente o eucatex e secar as bordas
da nitrocelulose com papel absorvente.

o Rapidamente expor a membrana a um filme de raio X por 2 a 30 minutos cortado
no lado da aplicacdo. Cuidado pois o filme ndo pode ser molhado!

e Revelar: Deixar 3 minutos na solucao reveladora, lavar em acido acético 10% e
deixar 4 minutos na solugéo fixadora. Apos 1 minuto na solucdo fixadora ja é
possivel acender a luz. Lavar diversas vezes o filme com H,O e por ultimo com H,O
destilada.
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Stripping

Incubar a membrana em NaOH 1N durante 10 minutos sob agitacdo. Lavar a membrana
com &gua destilada até retirar o excesso de NaOH (3-4 vezes).

OBS: Fazer stripping sempre que for recolocar o 1° anticorpo, seja ele igual ou diferente do
anterior.

Solucgdes:

BJERRUM
Trizma (48 mM) 5,836 g
Glicina (39 mM) 2,956 ¢g
Metanol (20%) 200 mL
H,O milli-Q gsp 1000 mL

Armazenar na geladeira e ndo acertar o pH.

SOLUCAO FIXADORA

Metanol 40 mL
Acido acético 10 mL
H,O destilada 50 mL

Armazenar na geladeira.

PONCEAU 0,5%

Ponceau 0,05¢g
Acido acético 100 pL
H,O destilada gsp 10 mL
Armazenar a temperatura ambiente
TBS

NaCl 58,48 g
Tris (30 mM) 750
H,O milli-Q gsp 2000 mL

pH 7,5

Armazenar na geladeira.

T-TBS

Tween 20 0,05%

Diluir 50 uL de Tween 20 em 100 mL de TBS.

Usar ponteira cortada devido a grande viscosidade do Tween.Armazenar em geladeira. De
preferéncia fazer no momento do uso.

M-TBS

Diluir 5 g de leite em po6 (leite desnatado sem calcio) em 100 mL de TBS.
Armazenar em geladeira.

TAMPAO DE EQUILIBRACAO

Solugéo de uso: 50 mL tris-glicina
0,5 mL SDS 10%

Stock
Trizma (25 mM) 151¢g
Glicina (192 mM) 7,219
H,O milli-Q gsp 500 mL
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SOLUCOES PARA REVELACAO:

Solucéo Reveladora:
2850 mL para 13 litros
Cuidar a capacidade do frasco em que esta a solucao.

Acido Acético 10% (250 mL de acido acético em 2,5 litros de agua destilada).

Solucéo Fixadora:
2850 mL para 13 litros
Cuidar a capacidade do frasco em que esté a solucao.

ELETROFORESE UNIDIMENSIONAL

Gel de PoliAcrilamida-SDS (SDS-PAGE)
Preparagao dos géis:

Gel de separacéo (10%) Gel de entrada
(3%)

5mL 330 uL
Acrilamida 40%
Tris 1,5M pH 8,8 5 mL -
Tris 500mM pH 6,8 _ 780 pL
SDS 1% 2 mL 300 pL
Glicerol 1,5mL 300uL
H,O milli-Q 6,5 mL 1,3mL
Temed 12,5 uL 4,5 pL
Persulfato 10% 90 puL 45 pL

o0 b

9

Limpar as placas com alcool. Montar a placa, utilizando jogo de espagadores e pente
de mesma espessura e prendendo bem com grampos e pecas de acrilico.

Colocar o pente e marcar com caneta a 1,5 cm abaixo do final do pente, na placa de
tras.

Medir de forma adequada os itens da tabela acima e ir colocando em 2 recipientes
separados, obrigatoriamente de vidro, devidamente identificados. Mantenha os
recipientes no gelo durante o preparo das solu¢cdes para evitar a polimerizacéo.

Agitar com bailarina os géis de entrada e de separacao.

Cobrir o becker contendo o gel de entrada com filme plastico.

Sob agitagdo adicionar o TEMED ao gel de separacédo, cuidadosamente para ndo
formar bolhas, e o Persulfato seguindo esta ordem. Nao demorar apés a adicao, pois a
polimerizacao inicia imediatamente.

Inclinar ligeiramente a placa e verter o conteudo do becker pela parede até passar um
pouco da marca porque o gel tende a retrair.

Cobrir com SDS 0,01% e deixar polimerizando por no minimo 30 minutos. A
polimerizacdo depende da temperatura. O SDS 0,01 % sobre o gel visa evitar que o
oxigénio do ar impeca a polimerizacao.

Apos, desprezar o SDS virando a placa na pia e verificar se ndo ficaram bolhas. Caso
isso ocorra lave a superficie do gel com agua milli-Q.

10 Repita o passo 6 e adicionar o TEMED e o Persulfato ao gel de entrada.
11 Inclinar ligeiramente a placa e verter o conteudo do becker pela parede até atingir a
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superficie, de modo que ao colocar o pente o gel transborde.

12 Colocar o pente empurrando-o pela lateral para empurrar as bolhas e deixar
polimerizando por ho minimo 30 minutos.

13 Tirar os grampos e as pecas de acrilico, colocar filme plastico em cima e em baixo,
colocar dentro de um saco identificado e guardar na geladeira por até uma semana.

Preparacdo das amostras:

1 Lisar as células utilizando 100 pL de Stopping Solution A / poco (placa de 24 pogos).
No caso de microfatias utilizar 50 uL e em fatias 100 uL de Stopping Solution A.
Homogeneizar as amostras com seringa de insulina. Realizar este procedimento em
gelo.

2 Ferver as amostras por dois minutos.

3 Retirar uma aliquota de 20 uL para a dosagem de proteinas no caso de amostras
provenientes de cultura ou fatia. No caso de amostras de microfatias utilizar 5 pL para
a dosagem de proteinas.

4 Congelar as amostras devidamente identificadas.

Aplicagdo das amostras:

1 Descongelar as amostras e adicionar 25% do volume da amostra de Stopping Solution B
contendo 5% de mercaptoetanol. Agitar.

Ex: 84 uL de amostra em Stopping Solution A~ ------ 100%

X e 25%
X =21 ulL de Stopping Solution B com mercaptoetanol

2 Preparar 1L de tamp&o superior diluindo 200 mL em 1L de 4gua destilada.

3 Retirar o pente do gel e marcar as canaletas a serem utilizadas.

4 Montar a cuba com a placa utilizando grampos de forma que ndo vaze o tampao
superior. Colocar primeiro o tampéao superior e depois o tampao inferior com a finalidade
de verificar se ndo tem vazamento.

5 Aplicar 40-60 ug de proteinas por amostra. Para isso utilizar seringa Hamilton néo
esquecendo de lavar a seringa com agua milli-Q entre as amostras.

Correr a eletroforese na camara fria, ajustando a voltagem para 230- 250V. A corrida
dura aproximadamente 3 horas.

Preparacado dos tampdes:

Tampao superior (5x []) Tampao inferior
15¢ 24,12 g
Trisma base
Glicina 715¢g -
SDS 95% 59 -
H,O destilada gsp 1L 4L
pH 8,0

OBS:

¥" Armazenar o tampao superior a temperatura ambiente.

v" Acertar o pH do tampao inferior com HCI 6N e armazenar na geladeira. Ou com
mais ou menos 1,3 mL de HCL fumegante.



Solucdes:

ACRILAMIDA 40%
Acrilamida..........coooeiiiiiiiiiic, 390g
Bisacrilamida............ccccooeeiieiennnnne. 10g
HO milli-Q gSP «ovvveeieeee e 1000 mL

Utilizar baldo volumétrico e mascara (toxico).Armazenar em geladeira.
TAMPAO TRIS-HCI 1,5 M pH 8,8

TS 181,69
HCIl fumegante...........ccccceevvvivvnnnnn. =30 mL
HoO milli-Q gSP «ovvveieeeeee e 1000 mL

Usar baldo volumétrico. Armazenar em geladeira.

THIS e 60g

HCI fumegante...........ccccceevvvvinnnnnn. =45 mL

(o PO N 11111 T @ o] o I 1000 mL
Usar baldo volumétrico. Armazenar em geladeira.
SDS 10%

SDS 99%0...ciiieiiiiiie e 509

HO milli-Q gSP «ovvvveeieeeeeeeeei 500 mL

Usar baldo volumétrico. Armazenar em geladeira.

Stopping Solution A (SDS STOPPING SOLUTION 4%)

SDS 10%0..uuuieiieeeeeiiiiiieeeee e 4 mL
EDTA 100mMM.....cccvvieeieeeeeeiiiieeeen. 200 uL
Tris500 mM..........cco 1mL

(o PO N 111111 @ o] o [N 10 mL

Armazenar a temperatura ambiente.

Stopping Solution B (GLICEROL SAMPLE DILUTION SOLUTION 40%)

Glicerol 100%0.......cccevviiiiirieieeeeeenaans 4 mL
Azul de Bromofenol......................... uL
Tris 500 MM, 1mL
HO milli-Q gSP «ovvveveieeee e 10 mL

Armazenar a temperatura ambiente.

Funcdes:

Mercaptoetanol: Manter as pontes dissulfeto rompidas.
Stopping A: O SDS desnatura as proteinas

EDTA: Quelante de Calcio e Magnésio

TRIS: Tampéo

O O O O O

superior.
Azul de bromofenol: marca a frente de corrida.

o
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Stopping B: Glicerol: deixar a amostra mais densa do que o tampéao de eletroforese



