Efeitos agudos do alongamento muscular
do gastrocnémio apos contusao em ratos

Acute effects of gastrocnemius muscle stretching after contusion in rats
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RESUMO | O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos
agudos do alongamento apds contusao do gastrocné-
mio de ratos. Foram selecionados 33 ratos Wistar machos
(8 semanas, 219435 g), que foram divididos em 4 grupos:
Controle (GC, n=3) - intacto; Lesdo (GL, n=10); Alongamento
(GA, n=10); Lesao e Alongamento (GLA, n=10). O gastrocné-
mio direito (GD) foi submetido a contusao. O alongamen-
to do GD foi realizado manualmente, 4 repeticoes de 30
segundos, durante 5 dias, iniciado 72 horas apos a lesdo.
Apds Uma semana, os ratos foram pesados, e 0s musculos
de ambas as patas foram retirados para analise do peso
e comprimento muscular, numero e comprimento dos
sarcomeros. O peso corporal final aumentou em todos 0s
grupos. O peso, comprimento muscular e nimero de sar-
comeros em série (NSS) do GL foram maiores que o GA.
Porém, o NSS do GLA foi superior ao GA. O comprimento
dos sarcomeros do GA foi maior que os demais grupos.
Conclui-se que a contusao e o alongamento ndo interferi-
ram no ganho de peso corporal. O alongamento induziu
sarcomerogénese em musculos lesados, porém nao mo-
dificou o musculo higido.

Musculo Esquelético/lesdes; Exercicios de
Alongamento Muscular/métodos.

ABSTRACT | The aim of this study was to evaluate the
acute effects of stretching after gastrocnemius contusion in
rats. Thirty-three male Wistar rats were selected (8 weeks,
219435 @) and divided into 4 groups: Control (CG, n=3) -
intact; Lesion (LG, n=10); Stretching (SG, n=10): Lesion and

Stretching (LSG, n=10). The right gastrocnemius (RG) was
submitted to contusion. Stretching on RG was performed
manually, with 4 repetitions of 30 seconds each day, for 5
consecutive days, beginning 72 hour after contusion. One
week later, rats were weighed and both paws were removed
for investigation of muscle length, serial sarcomere number
and sarcomere length. The final body weight increased in
all groups. The muscle weight and length, as well as the se-
rial sarcomere number (SSN) of LG, were higher than SG.
However, the SSN of LSG was higher than SG. The sarco-
mere length of SG was the highest among all groups. It was
concluded that the contusion and stretching did not affect
body weight gain. The stretching induced sarcomerogene-
sis in injured muscle, but did not modify the healthy muscle.

Muscle, Skeletal/injuries; Muscle Stretching
Exercises/methods.

RESUMEN | El objetivo de este estudio fue evaluar los
efectos agudos del estiramiento después de la contusion
del gastrocnemio de ratones. Fueron seleccionados 33
ratos Wistar machos (8 semanas, 219435 @), divididos en
4 grupos: Control (GC, n=3) - intacto; Lesion (GL, n=10);
Estiramiento (GE, n=10); Lesiones y Estiramiento (GLE,
n=10). El gastrocnemio derecho (GD) fue sometido a con-
tusion. El estiramiento del GD se realizd manualmente, 4
repeticiones de 30 segundos durante 5 dias comenzando
72 horas después de la lesion. Luego de una semana, las
ratas fueron pesadas y se eliminaron los musculos de las
patas para el andlisis de peso y longitud muscular, nimero

Estudo desenvolvido nas Faculdades Integradas do Brasil (UniBrasil) - Curitiba (PR), Brasil.
'Programa de Pds-Graduacao em Educacao Fisica da Universidade Federal do Parana (UFPR) - Curitiba (PR), Brasil.

2Curso de Fisioterapia da UniBrasil - Curitiba (PR), Brasil.

Endereco para correspondéncia: Ana Carolina Brandt de Macedo - Rua Aristides Pereira da Cruz, 21, casa 57 - CEP: 80330290 - Curitiba (PR), Brasil. E-mail: acbrandt@bol.com.br
Apresentacao: maio 2013 - Aceito pra publicagdo: fev. 2014 - Fonte de financiamento: UFPR, UniBrasil e Conselho Nacional de Ciéncia e Tecnologia (CNPg, Processo 474303/2011-0) -
Conflito de interesses: nada a declarar - Parecer de aprovacdo no Comité de Etica em Experimentacdo Animal no 491/2010.

53



y longitud de los sarcomeros. El peso corporal final aumento en
todos los grupos. El peso, la longitud muscular y el niumero de
sarcomeros en serie (NSS) del GL fueron superiores al GE. Sin em-
bargo, el NSS del GLE fue superior al GE. La longitud del sarcome-
ro del GE fue mas alta que la de los otros grupos. Se concluye que

INTRODUCAO

A contusdo é uma lesdo causada por trauma direto no mus-
culo esquelético, de forma tangencial ou direta, e representa
60% das lesdes esportivas’. Pode ser dividida em leve, mode-
rada e grave, e apresenta sinais e sintomas como dor, edema,
limitagbes da amplitude de movimento, da forca muscular,
da fungdo e da marcha, proporcional ao grau da lesao”.

Depois de uma lesao muscular aguda, tém sido re-
comendados o principio do repouso, a crioterapia/
compressio/elevagio e a mobilizagdo precoce®’. Ainda,
frequentemente, sdo prescritos anti-inflamatérios**, in-
jecoes de actogevin, manipulagdes e exercicios, porém as
revisdes sistemdticas apontam para evidéncias cientifi-
cas reduzidas sobre o tratamento’*.

Entre os diversos exercicios recomendados para o
tratamento da contusdo muscular, o alongamento mus-
cular é comumente utilizado na reabilitagio e na pratica
esportiva"’. No entanto, ainda nio estio claros os efeitos
desse exercicio no processo de regeneragdo muscular®!.
Segundo Kannus e# a/.'2, a movimentagio livre e a mo-
bilizagdo na esteira melhoram a orientagdo das fibras de
coldgeno e a atrofia causada pela imobilizagdo. Outros
estudos com ratos reportaram que o alongamento mus-
cular passivo estitico pode reduzir a atrofia muscular®,
aumentar a drea de sec¢do transversa das fibras muscu-
lares e o nimero de sarcomeros em série'*.

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar os
efeitos agudos do alongamento muscular apds contusio
do musculo gastrocnémio de ratos.

METODOLOGIA

Animais e grupos experimentais

Apés aprovagio do projeto pelo Comité de Etica
(CEEA) (491/2010), foram selecionados 33 ratos albi-

nos jovens (8 a 9 semanas), com peso corporal inicial de
219435 g. Os animais foram agrupados e mantidos em
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la contusion vy el estiramiento no afectaron a la ganancia de peso
corporal. El estiramiento generd sarcomerogenesis en musculos
lesionados, pero no modifico el musculo sano.

Musculo Esquelético/lesiones; Ejercicios de
Estiramiento Muscular/métodos.

gaiolas pldsticas padrio, em condi¢des ambientais con-
troladas (luminosidade: 12 horas de ciclo claro/escuro)
com livre acesso a dgua e ra¢do peletizada.

Os animais foram divididos em quatro grupos:
Grupo Controle (GC, n=3): o musculo gastrocné-
mio ndo foi submetido a contusdo e nio recebeu ne-
nhum tratamento; Grupo Lesio (GL, n=10): foi rea-
lizada a contusio do musculo gastrocnémio direito
(MGD), como descrito por Minamoto ez a/.**; Grupo
Alongamento (GA, n=10): o MGD nio foi subme-
tido a4 contusdo, porém 72 horas apés a chegada do
animal ao biotério foi iniciado o alongamento passi-
vo do MGD, 1 vez por dia, durante 5 dias consecu-
tivos. Foram realizadas 4 repeti¢des de alongamento,
com duracio de 30 segundos cada, com intervalo de
30 segundos entre cada repeti¢io’, repetido 4 vezes'’;
Grupo Lesdo e Alongamento (GLA, n=10): o MGD
foi submetido a contusio, e, apds 72 horas, foi iniciado
o alongamento, seguindo o mesmo protocolo descri-
to anteriormente. Todos os ratos de todos os grupos
foram submetidos a ortotandsia no 8° dia (Figura 1).

Protocolo para promover
a contusao muscular

Os animais foram anestesiados com Ketamina (95 mg/kg)
e Xylazina (12 mg/kg) intraperitoneal e mantidos em
dectbito ventral, com a pata direita posterior imobili-
zada manualmente, em extensdo de joelho e flexdo dor-
sal a 90° da articulagdo tibio-tirsica. Com os animais
sob efeito anestésico, a contusdo seguiu o protocolo de
Minamoto ez al.”.

Protocolo para o alongamento
do musculo gastrocnémio

Para o alongamento do MGD, os animais foram imobi-
lizados manualmente e foi realizada a dorsiflexdo maxima
da pata direita, por 30 segundos com intervalo de 30 se-
gundos entre cada repeti¢do’®, repetido 4 vezes'. O alon-
gamento foi iniciado 72 horas apés a lesdo, sendo realizado

iariamente, uma vez ao dia, durante 5 dias consecutivos.
d te, dia, durante 5 d t
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Figura 1. Fluxograma do estudo

Ortotanasia dos animais
e retirada dos musculos

Apés 24 horas do término do experimento, os ani-
mais receberam anestesia intraperitoneal (Ketamina,
95 mg/kg e Xylazina, 12 mg/kg) para a retirada dos
musculos gastrocnémios bilateralmente. Em seguida,
os animais foram submetidos a ortotandsia com over-
dose anestésica.

Durante a dissecagio, os muisculos foram periodi-
camente gotejados com solugdo salina (NaCl 0,9%).
Posteriormente, o musculo foi pesado em balanga
eletronica de precisdo, e depois disso foi mensurado
o comprimento muscular por meio de um paquime-
tro digital. Em seguida, o musculo gastrocnémio foi
mergulhado em solugio de glutaraldeido (2,5%) por
3 horas e entdo foi transferido para solugio de acido
nitrico (30%) por 48 horas e posteriormente armaze-
nado em glicerol (50%).

Estimativa de sarcbmeros em série e
comprimento dos sarcbmeros

Para confec¢do das laminas histoldgicas, cinco fibras
musculares foram isoladas do ventre de cada musculo
gastrocnémio, direito e esquerdo. Em seguida, as fibras
isoladas foram montadas em limina histolégica, em
meio contendo gelatina-glicerina (Sigma), e protegidas
por uma laminula. Em cada fibra muscular, o nimero de
sarcomeros em série foi identificado ao longo de 300 um,
em microscopio de Luz (objetiva 100x, em imersio).
A quantificagio foi realizada em monitor de video, com
sistema de video-imagem acoplado ao microscépio.

O ndmero total e o comprimento dos sarcomeros,
em cada fibra muscular isolada, foram estimados pela
correlagio entre o nimero de sarcomeros identificados
a0 longo de 300 um da fibra e o comprimento total do
musculo, como descrito por Williams e Goldspink'.
Apesar de haver controvérsias na literatura, neste
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estudo, o comprimento dos sarcémeros ao longo das fi-
bras musculares foi considerado homogéneo™.

Analise estatistica

Para avaliar a normalidade e a homoscedasticidade,
foram realizados os testes Shapiro-Wilk e Levene,
respectivamente. As estatisticas descritivas para os
resultados paramétricos e ndo paramétricos estdo ex-
pressas como a médiatdesvio padrdo. As compara-
¢oes intra e intergrupos foram realizadas por meio
da ANOVA post hoc Tukey unequal HSD para valores
paramétricos; quando ndo paramétricos, foi usado o
Kruskall Wallis. Os valores foram considerados signi-

ficativos quando p<0,05.

RESULTADOS
Peso corporal

Foi encontrado aumento significativo entre o peso cor-
poral inicial e o final em todos os grupos (intragrupo,
p<0,05, ANOVA post hoc Tukey unequal HSD). Em re-
lagdo ao peso absoluto, o peso corporal final do GL foi
maior que o GA (337428 wersus 281428 g, p=0,008) e
GLA (337£28 wersus 275125 g, p=0,002, ANOVA). J4
em relagdo a diferenca relativa no ganho de peso, nio
foi encontrada diferenca significativa entre os grupos.
Os resultados estio descritos na Tabela.

Peso muscular

Nio foi encontrada nenhuma diferenca significativa
comparando-se 0 MGD e o esquerdo (MGE) (intragru-
po, p>0,05). Na comparagio intergrupos, o peso muscu-
lar do MGD do GL foi maior que o GA (1,89£0,17
versus 1,33%0,13 g, p=0,001, Kruskall-Wallis). Os resul-

tados estdo demonstrados na Figura 2.

Tabela. Efeito do alongamento no peso corporal dos ratos

Peso inicial Peso final Diferenca Wl
Grupos " éég‘)iDP " éég‘)ﬂp relativa(%)  ANOVA
GC 196£19 286£19* 463 00006
GL 264+18 3374+28* 286 00001
GA 190412 275+25* 45] 00001
GLA 197+£21 281128 437 00001

Os resultados sdo meédiatdesvio padrao. GC: Grupo Controle; GL: Grupo Lesao; GA: Grupo
Alongamento; GLA: Grupo Lesao e Alongamento. *comparado com o peso corporal inicial;
#comparado com GA (p=00008) e com GLA (p=0002)
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Comprimento muscular do gastrocnémio

Analisando o comprimento muscular do MGD e MGE,
nio foi observada diferenca significativa intragrupo. Nas
comparagdes intergrupos, o comprimento do MGD do
GL foi maior em relagio ao GA (28,53£3,63 wersus
22,37+1,82 mm, p=0,01, ANOVA post hoc Tukey une-
qual HSD). Os dados estdo apresentados na Figura 3A.

Estimativa do Numero de
SarcOmeros em Série

Na comparagio entre o nimero de sarcdmeros em série
do MGD e MGE, nio foi encontrada diferenca estatis-
ticamente significativa (ANOVA post hoc Tukey).

Na comparagio intergrupos do MGD, o GL foi maior
que o GA (9.455%1.540 wersus 5.023+1.188; p=0,0001,
ANQOVA post hoc Tukey unequal HSD) e o GLA foi maior
que o GA (9.123£720 wersus 5.023£1.188; p=0,0002).
Os dados estdo demonstrados na Figura 3B.

Comprimento dos sarcémeros

Em relagdo 4 comparagio intragrupo, nio foi encontrada
diferenca estatisticamente significativa em nenhum grupo.

No comprimento dos sarcomeros do MGD, foi en-
contrado aumento significativo do GA emrelagio ao GL
(4,6010,77 versus 3,03+0,18 um, p=0,0008), em relagio
ao GLA (4,60£0,77 wversus 2,96£0,17 pm, p=0,001)
e em relagio ao GC (4,60£0,77 wersus 2,95+0,03 pm,
p=0,001) (ANOVA post hoc Tukey unequal HSD).

Os dados estdo apresentados na Figura 3C.
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Os resultados sdo médiatdesvio padrao. GC: Grupo Controle; GL: Grupo Lesdo; GA: Grupo
Alongamento; GLA: Grupo Lesao e Alongamento. *p=0001 quando comparado ao GA. Direito:
musculo gastrocnémio direito; Esquerdo: musculo gastrocnémio esquerdo

Figura 2. Efeito do alongamento no peso muscular do gastrocnémio



Macedo et al. Alongamento muscular apés contusao em ratos

DISCUSSAO

Os resultados deste estudo mostraram um aumento
do peso muscular, comprimento muscular e ENSS do
GL em relagio ao GA. O protocolo de alongamento
no musculo lesado proporcionou um incremento no nd-

mero de sarcomeros em relagdo ao grupo nio lesionado.

B

35~
30

1

1

25

Comprimento muscular
(mm)
3 @ 3
1 1 1

(€]
1

12000 - #
10000 A
8000 -
3
2 6000 -
L
4000 -

2000 +

(@)

Comprimento do sarcometro
(um)
w

GC GL GA GLA

M Direito M Esquerdo

Os resultados sdo médiatdesvio padrao. GC: Grupo Controle; GL: Grupo Lesao; GA: Grupo
Alongamento; GLA: Grupo Lesdo e Alongamento. ENSS: Estimativa do Numero de Sarcomeros
em Série. Direito: musculo gastrocnémio direito; Esquerdo: musculo gastrocnémio esquerdo;
(A) *p<005 comparado ao GA (p=003); (B) #p<0,05 comparado ao GA e **quando comparado
ao GA (p=0001); (C) +p<0,05 comparado ao GL (p=0,001), GLA (p=0001) e GC (p=004)

Figura 3. Comprimento muscular, estimativa do nimero e comprimento
do sarcémero dos gastrocnémios dos ratos

A fibra muscular tem grande propriedade de
adaptacdo a novos estimulos, podendo alterar seu
volume, comprimento muscular, nimero e compri-
mento dos sarcomeros®.

Em relagdo ao peso corporal final, foi observado au-
mento em todos os grupos, compativel com o ganho de
peso corporal normal do animal™. No entanto, o GL
apresentou peso corporal maior quando comparado ao
GA e GLA. Esse desfecho sugere que o alongamento
realizado diariamente poderia ter interferido no ganho
de peso corporal. Porém, o ganho relativo de peso cor-
poral nio foi significativo entre os grupos, demonstran-
do que o alongamento nio interferiu nessa varidvel.

O peso muscular do GL foi maior quando compa-
rado a0 GA, o que pode ter ocorrido em razdo da fase
aguda apés a contusio, caracterizada por periodo infla-
matorio, na qual é comum a presenga de edema, que
pode ter acarretado o aumento do peso muscular®.

O aumento de peso muscular ap6s a lesdo é divergen-
te na literatura. Enquanto alguns autores encontraram
achados semelhantes ao presente estudo, ou seja, aumen-

to do peso muscular no musculo lesado®*

, outros nao
encontraram qualquer aumento do peso do musculo gas-
trocnémio, 48 horas apés a lesdo, justificando essa inalte-
ragio pela deplegdo proteica causada pela lesdo™.

Por outro lado, ndo se pode deixar de considerar que
o ganho de peso corporal ocorreu em todos os grupos, e
tanto o peso quanto o comprimento muscular aumen-
tam com o incremento do peso corporal. Além disso,
o comprimento muscular nio ¢ a melhor medida para
estabelecer o comprimento longitudinal do musculo,
sendo mais recomendada a contagem do nimero de
sarcOmeros em s€rie.

No presente estudo, foi observado maior nimero de
sarcomeros em série no MGD do GL quando compa-
rados a0 GA. Desse modo, supde-se que o maior peso
corporal final absoluto do GL pode ter causado aumen-
to no peso e comprimento musculares, resultando em
mais sarcdmeros em série*’. Contudo, o ganho de peso
relativo entre os grupos nio apresentou diferencga sig-
nificativa. De qualquer forma, nio se pode sugerir que
a maior quantidade de sarcomeros em série do GL foi
decorrente da contusdo muscular.

Na andlise do comprimento dos sarcémeros do GL,
foi observado menor cumprimento quando compa-
rado a0 GA. Esse achado corrobora com o estudo de
Williams e Goldspink®, que reportaram que modi-
ficagbes no nimero de sarcomeros em série implicam
ajustes no comprimento dos sarcomeros. Dessa forma,
o menor comprimento dos sarcomeros encontrado no
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GL pode ter sido decorrente do maior nimero de sar-
comeros em série, para que ocorresse a sobreposi¢io
6tima dos filamentos contrateis®*.

Por outro lado, o GLA apresentou maior nimero de
sarcomeros em série quando comparado ao GA, porém
esses grupos nao apresentaram diferenca estatistica com
o GC. Esse desfecho sugere que o musculo lesado pode
responder diferentemente ao alongamento quando
comparado ao musculo higido. Outros pesquisadores
avaliaram o efeito do alongamento, 2 vezes por semana,
no musculo séleo higido de ratos e, apés 3 semanas, ob-
servaram aumento do nimero de sarcomeros em série”’.

Pode-se supor, no presente estudo, que nio houve
tempo e estimulo suficientes para incrementar o nime-
ro de sarcomeros em série nos musculos nio lesados.
Estudos anteriores mostraram que o estimulo do tipo
imobiliza¢do dos musculos em posi¢do alongada, por
tempo de 3 a 4 semanas, acarretava aumento no com-
primento muscular pela adi¢io no nimero de sarco-
meros em série’*?. No entanto, no presente estudo, os
musculos ndo foram imobilizados em posi¢do alongada
e também ndo permaneceram o periodo de 3 a 4 sema-
nas, suficientes para adi¢do importante no nimero de
sarcomeros em série, mesmo quando o alongamento ¢é
realizado de forma intermitente, isto é, nio mantidos
imobilizados em posi¢do de alongamento.

Foi uma surpresa encontrar maior nimero de sar-
comeros no GLA quando comparado ao GA. Até o
presente momento, ndo foi encontrado nenhum artigo
que avaliasse o nimero e o comprimento dos sarcéme-
ros apos lesio muscular. Além disso, ndo existem mui-
tos artigos sobre os efeitos do alongamento apds a lesao
muscular.

Hwang ez al® verificaram, em musculo de ratos, os
efeitos do alongamento passivo (5 segundos de manu-
teng¢do com 5 segundos de intervalo durante 15 minu-
tos) nas fases inflamatéria, regenerativa e proliferativa.
Esses autores concluiram que todos os grupos submeti-
dos ao alongamento (iniciados no 2°, 7° e 14° dia) apre-
sentaram diminui¢do da fibrose, melhora significativa
na regeneragdo e aumento da for¢a muscular, mais ex-
pressivos no 14° dia.

Alguns estudos avaliaram os efeitos da mobiliza-
¢do no processo de regeneragdo muscular’*. Jirvinen
et al? reportaram que a mobilizagdo induz a uma ree-
pitelizagdio mais rdpida e mais intensa nas bordas da
lesdo principalmente nos estdgios iniciais. Faria ez al*
investigaram diferentes protocolos de mobilizag¢do
ap6s lesao muscular em ratos. Os protocolos propostos
foram para mobilizar durante 5 a 8 dias, com sessdes de
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15 ou 45 minutos, iniciando 1 e 3 horas apés a lesio.
Concluiram nesse estudo que o processo de regeneragio
muscular estd relacionado com o inicio e o tempo da
mobilizagdo, sendo maior nos grupos que a iniciaram
mais precocemente e que, assim, tiveram maior tempo
de mobilizagio.

Assim, a sarcomerogénese observada do GLA com-
parada ao GA pode ter respondido ao inicio precoce da
mobilizagdo, j4 que no presente estudo foi iniciado o
alongamento 72 horas apés a contusdo. Quanto ao GA,
como o musculo se apresentava em estado normal, ndo
encurtado, ndo imobilizado, nio lesado, supde-se que o
estimulo necessdrio para induzir a adigdo de sarcomeros
em série deveria ser maior e por periodo mais prolonga-
do, como realizado por outros estudos'*’.

Foi encontrado no presente estudo maior compri-
mento dos sarcomeros no GA comparado ao GLA,
concordando com a hipétese de que o ajuste do com-
primento dos sarcomeros ocorre de acordo com o ni-
mero de sarcomeros para que o musculo desenvolva a
méxima tensio®.

Podem ser indicadas algumas limita¢ées do pre-
sente estudo, como a auséncia da andlise da drea de
sec¢do transversa, do tecido conjuntivo, da expressdo
génica e de proteinas, para investigar os mecanismos
da plasticidade de musculos lesados em resposta ao
estimulo de alongamento.

No presente estudo, foi observado que a contusio e o
alongamento ndo interferiram no ganho de peso corpo-
ral final dos animais. Além disso, o protocolo de alonga-
mento foi suficiente para induzir a sarcomerogénese em
musculos lesados, sem interferir no musculo higido. No
entanto, os musculos apenas alongados, isto ¢, nio lesa-
dos, apresentaram comprimento dos sarcdmeros maior
quando comparado aos demais grupos, demonstrando
que a auséncia de sarcomerogénese induz o aumento do
comprimento dos sarcomeros.

CONCLUSAO

Os destechos do presente estudo indicam a impor-
tincia do alongamento, mesmo na fase aguda apds
a contusio muscular, para ganho de sarcomeros em
série. Com as devidas restri¢des de extrapolagdo, o
protocolo de alongamento aplicado permite sugerir
a indicagdo clinica para prevengdo de perda de am-
plitude de movimento, comumente observada apés a
lesdo muscular.
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