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RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos agudos do alongamento apds contuséo do
gastrocnémio de ratos. Foram selecionados 33 ratos Wistar machos (8 semanas,
219 + 35g) que foram divididos em 4 grupos: Controle (GC,n=3)- intacto; Lesao (GL,
n=10); Alongamento (GA, n=10); Lesdo e Alongamento (GLA, n=10). O
gastrocnémio direito (GD) foi submetido a contusdo. O alongamento do GD foi
realizado manualmente, 4 repetices de 30s, durante 5 dias, iniciado 72h apo6s a
lesdo. Apds 1 semana, os ratos foram pesados e os musculos de ambas as patas
foram retirados para analise do peso e comprimento muscular, namero e
comprimento dos sarcomeros. O peso corporal final aumentou em todos 0s grupos.
O peso, comprimento muscular e nimero de sarcémeros em série (NSS) do GL
foram maiores que o GA. Porém, NSS do GLA foi superior ao GA. O comprimento
dos sarcbmeros do GA foi maior que os demais grupos. Conclui-se que a contusado e
alongamento nao interferiram no ganho de peso corporal. O alongamento induziu

sarcomerogénese em musculos lesados, porém, ndo modificou o musculo higido.

Palavras-chave: sistema musculoesquelético, lesdes, exercicios de alongamento

muscular, sarcémeros, ratos.
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ABSTRACT

The aim of this study was evaluated the acute effects of stretching after
gastrocnemius contusion in rats. It was selected 33 Male Wistar rats (8 weeks,
219+35qg) were divided into 4 groups: Control (GC, n=3)- intact, Lesion (GL, n=10);
Stretching (GS, n=10): Lesion and stretching (GLS, n=10). The right gastrocnemius
(GR) was submitted to contusion. The stretching on GR was performed manually, 4
repetitions of 30s each day, for 5 consecutive days, beginning 72 h after contusion.
One week later, the rats were weighed and both 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, serial sarcomere number
(SSN) of GL were greater than GS. However, the SSN of GLS was higher than GS.
The sarcomere length of GS was higher than all groups. It was concluded that the
contusion and stretching doesn’t affect the body weight gain. The stretching induced

sarcomerogenesis in injured muscle, but did not modify the healthy muscle.

key-words: muscle skeletal system, injuries, muscle stretching exercise,

sarcomeres, rats.
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RESUMO

Objetivo: comparar os efeitos do alongamento e/ou ultrassom terapéutico, na
morfologia e imunohistoquimica muscular apds contusdo em ratos. Metodologia:
Ratos albinos machos (n=35, 8-9 semanas, 271+14q), foram divididos em cinco
grupos: Grupo Controle (GC, n=03); Grupo Lesédo (GL, n=8); Grupo Lesao +
Ultrassom (GLUS, n=8); Grupo Lesao + Alongamento (GLA, n=8); Grupo Lesao +
Ultrassom + Alongamento (GLUSA, n=8). O gastrocnémio direito foi submetido a
contusdo. A aplicacdo do ultrassom foi iniciada 72h apés a contusdo e os
parametros utilizados foram: modo pulsado 50%, 0,5 W/cm? 5 min. Foram
realizadas 5 aplicacGes, uma por dia, durante 5 dias consecutivos. No 10° dia foi
iniciado o alongamento passivo manual do MG direito, 4 repeti¢des de 30s, com 30s
de repouso entre cada repeticdo, 1 vez por dia, de segunda a sexta-feira, por 2
semanas, totalizando 10 aplicacdes. ApOs 22 dias, os ratos foram pesados e 0s
musculos de ambas as patas foram retirados para analise do peso e comprimento
muscular, nimero e comprimento dos sarcOmeros, area de sec¢do transversa e
porcentagem de colageno (I e lll), area da desmina e laminina. A analise dos
resultados foi realizada por meio da ANOVA post hoc Tukey e para valores nao
paramétricos foi usado Kruskall Wallis (p<0,05). Resultados: Foi encontrado
aumento significativo do peso corporal final em relacdo ao inicial em todos os
grupos. N&ao foi encontrada diferenca significativa no peso e comprimento
musculares. Na estimativa do namero de sarcOmeros em série foi encontrado
aumento significativo (p<0,05) entre GLA e GLUS (84791276 vs 6856+1133);
GLUSA e GLUS (88114648 vs 6856+1133) e GLUSA e GC (8811+648 vs 6615+233)
e no comprimento dos sarcémeros entre GLUS e GLA (3,2+0,4 um vs 2,7+0,4um).
Na area de seccdo transversa foi observado aumento do GL quando comparado
com o GLA (12787+ 995um?2 vs 8721+2341um?) e na porcentagem de colageno (1)
entre GL e GLA (40£12% vs 24+14%); GL e GC (40+12% vs 21+9%; GLUS e GLA
(37£10% vs 24+14%); GLUS e GC (38+10% vs 21%) e GLUSA e GC (36+£12% vs
21+9%). A éarea de desmina encontrada no GLUSA foi maior do que no GLA

(3069+989 um2 vs 1549+513 umz2, p=0,02). N&o foi encontrada diferenca significativa

iX



na area de laminina. Conclusdo: os protocolos de intervengcdo néo interferiam no
ganho de peso corporal dos animais. A associacao do ultrassom com o alongamento
foi determinante para a sarcomerogénese, porém, somente 0 alongamento preveniu
o aumento de colageno nos musculos lesados. O ultrassom associado ao

alongamento melhorou a regeneragcao muscular.

Palavras-chave: sistema musculo esquelético, lesdes, exercicios de alongamento

muscular, terapia por ultrassom, desmina, laminina.
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ABSTRACT

Objective: compare the effects of therapeutic ultrasound and/or stretching on muscle
morphology and imuno-histochemical after rat muscle contusion. Methodology: Male
albin rats (n=35, 8-9 weeks, 271+14g) were divided in five groups: control group (CG,
n=3); lesion group (LG, n=8); lesion + ultrasound group (LUG, n=8); lesion +
stretching group (LSG, n=8); lesion + ultrasound + stretching group (LUSG, n=8).
The right gastrocnemius was submitted by contusion. The ultrasound was initiated
after 72h of contusion in 50% pulsed mode, 0,5 W/cm?, 5 min. It was realized 5
applications, once a day, during 5 consecutive days. In the tenth day, the passive
stretching was initiated (4 stretches lasting 30s each with 30s of rest), once a day,
during 2 weeks, totalizing 10 applications. Initial and final body weight, muscle weight
and length, number and length sarcomere, muscle fiber cross sectional area,
percentage of collagen (I e Ill), laminin and desmin were evaluated after 22 days.
The statistical analysis was made by ANOVA post hoc Tukey to parametric values
and Kruskall Wallis to non-parametric values (p<0,05). Results: The final body
weight was higher than initial in all groups. The sarcomeres number was statistical
higher (p<0,05) in LSG than LUG (8479+276 vs 6856+1133); LUSG and LUG
(8811+648 vs 6856+1133) and LUSG and CG (8811+648 vs 6615+233); in length
sarcomere between LUG and LSG (3,2+£0,4 um vs 2,7+£0,4 um). The cross sectional
area in LG was higher than LSG (12787+ 995 pm? vs 8721+2341um?) and the
percentage of collagen (I) between LG and LUG (40+12% vs 24+14%), LG e CG
(40£12% vs 21+9%; LUG e LSG (37£10% vs 24+14%); LUG e CG (38+10% vs 21%)
e LUSG e CG (36+12% vs 21+9%). A larger area of desmin was found in LUSG than
in LSG (3069+989 um?2 vs 15491513 um?, p=0,02). No significant differences were
found for the area of laminin. Conclusion: the protocols did not interfere in increase
of body weight. The combination of ultrasound with the stretch was crucial to the
sarcomerogenesis, however, only stretching prevented the increase of collagen in
the injured muscles. The combination ultrasound and stretching increase muscle

regeneration.
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Key-words: muscle skeletal system, injuries, muscle stretching exercise , ultrasonic

therapy, desmin, laminin.
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1. INTRODUCAO

A prética esportiva tem se tornado cada vez mais frequente ao longo dos
anos e com isso aumenta-se a exigéncia do esforco fisico dos atletas de alto nivel,
podendo acarretar lesdes musculoesqueléticas (SMITH et al., 2008).

A contusao e as distensbes envolvem 90% das lesdes esportivas, sendo a
contusdo em torno de 60% (SMITH et al.,, 2008). Apesar da grande prevaléncia
dessas lesGes no ambiente esportivo, ha poucos estudos clinicos sobre o tratamento
dessas lesdes, podendo ser devido aos diferentes graus de severidade da leséo e
também por acometer musculos diversos, sendo dificil a padronizacdo de
tratamentos (JARVINEN et al., 2005; 2007).

A contusdo é lesdo causada por trauma direto no musculoesquelético, que
aplica forca compressiva sobre o tecido muscular (JARVINEN et al., 2007). Essa
lesdo resulta em: ruptura capilar, sangramento local e gera resposta inflamatoria.
Pode alterar a area (diminuicédo da area de secc¢do transversa das fibras dos tipos | e
II) e a incidéncia dos diferentes tipos de fibras (diminui¢cdo das do tipo Il e aumento
das hibridas) (MINAMOTO et al., 2001), o que pode comprometer o desempenho
muscular. Os musculos mais comumente envolvidos sdo: o quadriceps e o
gastrocnémio, devido a colisdes diretas durante a pratica da atividade fisica e
também em virtude desses musculos cruzarem duas articulagbes e serem
predominantes fasicos (TOUMI et al., 2006; FERNANDES et al., 2011).

O grau da contusdo depende da severidade da lesdo, podendo ser
classificada em leve, moderada ou grave. Nas contusdes leves (grau 1) ocorre
pouco edema e dor, com mobilidade articular quase normal, sem alteracdo na
marcha. Nas moderadas (grau 2) surge edema moderado e dor difusa, com
diminuicdo da capacidade de contracdo muscular. Nas graves ou severas (grau 3) 0
quadro doloroso e 0 espasmo muscular sdo mais intensos, ha perda completa da
funcdo e a marcha é claudicante (JARVINEN et al., 2005; FERNANDES et al.,
2011).

O reparo rapido e completo da lesdo muscular é alvo da traumatologia e
medicina esportiva. Segundo Smith et al. (2008), devido aos diversos fatores
envolvidos na lesdo muscular, sugere-se que um Unico tratamento ndo seja

suficiente para o tratamento global de todos os tipos e fases da contusdo. A
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recuperagdo da contusdo musculo esquelética tem sido estudada em experimentos
animais, por meio de modelos desenvolvidos para mimetizar as alteracbes
musculares causadas por este tipo de lesdo, dentre estes citam-se: a criolesdo
(MIYABARA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006); a laceracéo (PIEDADE et al., 2008)
e a mecanica por trauma direto (STRATTON et al., 1984; MINAMOTO et al., 2001).

No presente estudo optou-se pelo modelo por trauma direto, j& que a
criolesdo e a laceracdo exigiriam incisdo na pele, sendo dificil a aplicacdo do
ultrassom terapéutico, pois segundo Agne (2009) seria necessaria a colocacdo de
uma almofada especial de gel descartavel ou uma fina pelicula plastica (papel filme)
para evitar o contato direto do cabecote sobre a ferida. Além disso, os modelos de
criolesdo e/laceracdo poderiam aumentar o risco de infeccdo no local da contuséo
e/ou sutura, prejudicando o seguimento do protocolo experimental constituido pelo
tratamento com ultrassom e/ou alongamento muscular (PESTANA et al., 2012).

Ainda, o projétil utilizado para gerar o trauma mecanico, para induzir a
contusdo muscular no presente estudo, possuia superficie plana, sendo que tém
sido descrito que somente com este tipo de superficie é possivel alcancar lesédo
uniforme, segundo Smith et al. (2008).

Poucos estudos clinicos ou experimentais tém sido feitos comparando os
diferentes tratamentos da contusdo (NOONAN; GARRETT, 1999). Vérias técnicas
de intervencéao fisioterapéutica sdo utilizadas para acelerar o processo de reparo
muscular e o reestabelecimento da funcao, tais como: crioterapia (SCHASER et al,
2010); o ultrassom terapéutico (UST) (PIEDADE et al., 2008; SHU et al., 2012);
L.A.S.E.R. (FALCAI et al., 2010); plasma rico em plaquetas (RETTIG et al., 2013); a
mobilizacdo precoce e exercicios (JARVINEN et al., 2005 e 2007).

Dentre estas terapéuticas destacam-se as intervencées com UST (JARVINEN
et al, 2007) e com alongamento (TORRES et al., 2012). Porém, ambas apresentam
baixo nivel de evidéncia quanto a sua eficacia (REURINK et al., 2012; MASON et al.,
2012). Jarvinen et al. (2005) realizaram trabalho de revisao envolvendo 170 artigos
relacionando lesbes musculares e tratamento com medicacdo, UST e fisioterapia
convencional. Quanto a terapéutica com o ultrassom, os autores concluem que
apesar de recomendado para tratamento, seu nivel de evidéncia quanto a eficacia é
baixo. Em trabalho experimental, Wilkin et al. (2008) avaliaram a eficacia do UST
para o tratamento de lesdes agudas de gastrocnémio de ratos perante as medidas

de desfecho: éarea de seccédo transversal do mduasculo; massa muscular;
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concentracgdo total de proteinas. Os resultados encontrados, quando comparados ao
grupo controle, revelaram que a administracdo do UST nao trouxe maiores
beneficios para a regeneracdo do musculo lesionado.

Ja Torres et al (2012) realizaram metanalise envolvendo 35 trabalhos, 651
pacientes, com o objetivo de verificar e eficacia da intervengdo com massagem (n=
137), crioterapia (n=158), alongamento (n=184) e exercicios de baixa carga
(n=192), para o tratamento da lesdo muscular induzida por treinamento fisico. O
desfecho do estudo demonstrou que apenas a massagem apresentou resultado
estatistico positivo de melhora para as medidas de desfecho dor e capacidade
funcional, contrariando as expectativas principalmente relacionadas a eficacia do
alongamento. Hwang e colaboradores (2006) verificaram, através de estudo
experimental em ratos, os efeitos do alongamento passivo nas fases inflamatoria,
regenerativa e proliferativa e concluiram que todos os grupos alongados (iniciados
no 2° 7° e 14° dia) mostraram melhora significativa na regeneracdo e forca
muscular, sendo os melhores resultados obtidos quando se iniciou 0 alongamento
no 14° dia.

Portanto, sabe-se que tanto o UST quanto os exercicios de alongamento sao
largamente utilizados no tratamento da lesdo muscular, porém ainda ndo existe
consenso sobre quando e como se deve prescrever o ultrassom, o alongamento e
ainda se a associacdo destas duas estratégias terapéuticas poderia favorecer o
mecanismo de regeneracdo muscular esquelética. Assim, o presente estudo teve
como objetivo comparar os efeitos do UST terapéutico e/ou alongamento, na
contusdo muscular em ratos.

O presente estudo foi dividido em 2 partes: | e Il. A parte | consistiu em avaliar
os efeitos agudos do alongamento ap6s contusdo na morfologia do gastrocnémio de
ratos. A parte Il teve como objetivo investigar os efeitos do UST e/ou alongamento

no tratamento da contusdo muscular do gastrocnémio em ratos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS
- Avaliar os efeitos agudos do alongamento apds contusdo muscular em ratos.
- Avaliar os efeitos do ultrassom e do exercicio de alongamento na regeneragcdo do

musculo gastrocnémio de ratos apos contusao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o peso corporal e peso muscular;

- Medir o comprimento muscular;

- Contar o nimero de sarcébmeros em série;

- Estimar o comprimento dos sarcomeros;

- Mensurar a &rea de seccao transversa das fibras musculares;
- Quantificar a porcentagem de tecido conjuntivo;

- Analisar as proteinas desmina e laminina.
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3. HIPOTESES

HO- O UST e o alongamento néo afetardo a histomorfometria e sarcomerogénese do
musculo gastrocnémio apos contusdao muscular;

H1- O UST e/ou o alongamento ndo afetara a area de seccao transversa, somente
aumentara sarcomerogénese e favorecera o processo de regeneracdo do musculo
gastrocnémio apés contusao;

H2- O UST e/ou alongamento impedird a proliferacdo do tecido conjuntivo apos a
contusédo muscular;

H3- O UST e/ou alongamento aumentara a quantidade de desmina apés a contusao
muscular, favorecendo o processo de regeneracdo muscular;

H4- O UST e/ou alongamento ndo modificara a quantidade de laminina, indicando

melhora no processo de regeneracao.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 ESTRUTURA DO SISTEMA MUSCULOESQUELETICO

O sistema musculoesquelético € formado pelas fibras musculares, que séo
células longas, cilindricas, multinucleadas e com didmetro em torno de 10 a 100 pm
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012). Segundo Lieber (2002), a mensuracdo do
diametro da fibra é importante, pois pode determinar a forca da fibra, sendo que a
mudanca em sua medida pode sugerir alteragcdo em nivel muscular.

O masculo é envolvido externamente por uma membrana de tecido
conjuntivo, o epimisio. Cada fibra muscular contém varias fibrilas paralelas, as
miofibrilas, que preenchem o citoplasma (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012). As fibras
musculares presentes no musculo sdo separadas por septos, que agrupam de dez a
cem fibras musculares em fasciculos, também oriundos de tecido conjuntivo que sédo
chamados de perimisio (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012). Este tem a funcdo de
envolver o ventre muscular para proteger e manter as fibras e fasciculos
organizados para potencializar a acdo muscular (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012).
Tanto o epimisio quanto o perimisio contém quantidades maiores de fibras de
colageno tipo | (fibras coldgenas propriamente ditas) que fibras reticulares (formadas
por colageno tipo Ill) (KETEYIAN; FOSS, 2000). Cada fibra muscular existente no
feixe esta envolvida pelo endomisio onde ha predominio de fibras reticulares
(KETEYIAN; FOSS, 2000).

A miofibrila tem como caracteristica a presenca de estriacbes transversais
(visiveis ao microscopio) e por este motivo o sistema muasculo esquelético é
designado estriado. Ela € formada por dois tipos de miofilamentos protéicos: o
grosso que é formado pela miosina e o fino que é formado pela actina, troponina e
tropomiosina. Cada miofibrila contém cerca de 1500 filamentos de miosina e 3000
filamentos de actina (GUYTON; HALL, 2006). Estes miofilamentos se interdigitam
formando o sistema contratil e sua unidade basica, o sarcébmero (BERNE; LEVY,
2009). O sarcbmero representa a unidade funcional da fibra muscular e da miofibrila,
pois € a minima estrutura capaz de gerar tenséo e esta localizado entre duas linhas
Z consecutivas (AIRES, 2012).

As miofibrilas sdo interconectadas por proteinas especializadas conhecidas

como filamentos intermediarios e o0 maior deles € a desmina. A desmina possibilita
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um sistema de suporte citoesquelético que permite eficiente carga mecéanica de
forca gerada de uma miofibrila a outra (LIEBER, 2002).

Ao microscopio eletrbnico de transmissdo, a disposicdo dos filamentos
identifica a visualizacdo de faixas ou bandas. A faixa escura € anisotrépica e recebe
o0 nome de banda A; a faixa clara é isotrdpica e recebe o nome de banda | e na
regido central de cada banda | existe uma linha transversal escura chamada de linha
Z. Na regido central da banda A existe outra faixa, a faixa H, cuja parte central fica a
linha M (AIRES, 2008). A banda A é formada principalmente por filamentos protéicos
grossos, a miosina; a banda | é formada pela parte dos filamentos finos que séo
invadidos pelos filamentos grossos e a banda H é formada somente por miosina.
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012). A linha M é formada por 2 proteinas: a enzima
creatina — fosfoquinase e uma proteina propria da linha M (KIERSZENBAUM; TRES,
2011).

As proteinas mais encontradas no sistema musculoesquelético, responsaveis
pela contracdo muscular sdo: a miosina, a actina, a tropomiosina e a troponina
(AIRES, 2008).

O filamento grosso é formado por aproximadamente 200 moléculas de
miosina. Existem pequenas quantidades de outras proteinas, dentre elas encontra-
se molécula de titina presente em cada metade do filamento grosso (BERNE; LEVY,
2009). A titina € responsavel pela tensao passiva, assim como pelo alinhamento e
manutencdo da miosina no centro do sarcémero. Esta organizada como uma ligacao
elastica entre a miosina e a linha Z (HOROWITS et al., 1986). E constituida por duas
regides: uma que se encontra na banda A do sarcomero, a qual se comporta de
forma rigida quando a fibra muscular é alongada; e outra que liga a miosina a linha
Z, na banda I, Unica regido funcionalmente elastica, quando o sarcomero € alongado
(WANG et al., 1985, FURST et al., 1988; ITOH et al., 1988; WHITING et al., 1989).

A miosina € a proteina mais abundante da célula muscular, representando
aproximadamente 25% do conteudo total protéico. A miosina presente do subgrupo
chamado classe Il ou miosina convencional, que é uma miosina sarcomeérica, esta
associada ao processo de contracdo muscular (CAMMARATO et al., 2008).

A molécula de miosina é formada por uma cauda e uma cabecga. Apos ligeira
protedlise, a miosina pode ser dividida em meromiosina leve (cauda) e meromiosina
pesada (cabeca). A cabeca possui locais especificos para combinacédo de ATP e é
dotada de atividade ATPasica (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012). A cauda da
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molécula se associa para formar o filamento grosso. O restante da molécula, ou
seja, a cabeca e a porcdo em forma de bragco entre as dobradicas se projetam
lateralmente a partir do filamento grosso. Estas projecdes sdo denominadas pontes
cruzadas, as quais projetam-se em numero de trés a partir do filamento grosso
(BERNE; LEVY, 2009).

A actina é uma proteina globular, formada por duas cadeias de monémeros
globulares torcidos uma na outra em dupla hélice (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012).
Cada monbmero de actina possui uma regido que interage com a miosina
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012). Os filamentos de actina ancorados
perpendicularmente em cada lado da linha Z exigem polaridade opostas
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012). Existem muitas moléculas de ADP presas na
cadeia de actina e estas sdo os pontos ativos nos filamentos de actina que vao
interagir com a miosina durante a contracdo muscular (GUYTON; HALL, 2006).

A tropomiosina é uma molécula longa e fina, com duas cadeias polipeptidicas
enroladas uma na outra formando uma a- hélice (AIRES, 2012). As moléculas unem-
se umas as outras pelas extremidades para formar filamentos longos e localizam-se
entre sulcos existentes entre 2 filamentos de actina-F (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2012). Esta posicao impede a intera¢do da actina com a miosina quando a miofibrila
ndo esta contraida (AIRES, 2012).

A troponina é uma proteina globular que fica presa as moléculas de
tropomiosina. E um complexo de 3 subunidades: TnT (responsavel pela fixacdo a
tropomiosina), TnC (troponina de controle e que tem grande afinidade com os ions
calcio) e Tnl (cobre o sitio ativo da actina onde ocorre a intera¢do entre a actina e a
miosina) (AIRES, 2012).

O musculo gastrocnémio é constituido por todas as proteinas citadas acima e
€ considerado musculo ideal para ser utilizado como modelo na contusdao muscular,
pois possui fibras musculares mistas, & grande, o que diminui a chance de leséo
0ssea durante a contuséo, e é frequentemente lesionado durante a pratica esportiva

(SMITH et al., 2008). Suas caracteristicas seréo apresentadas no préximo item.

4.2 MUSCULO GASTROCNEMIO

O gastrocnémio, musculo mais superficial no compartimento posterior da

perna, forma parte da proeminéncia da panturrilha (GRAY et al., 2010). E formado
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por dois ventres paralelos e muito parecidos, sendo denominados de gémeos. Esses
ventres recebem o nome de porcao lateral (gémeo externo) e por¢édo medial (gémeo
interno) (GRAY et al.,, 2010). No musculo do rato, a parte lateral apresenta
subunidade lateral, intermediaria e medial e a parte medial ndo apresenta
subdivisdes (BENNET, 1988). Superiormente, o gastrocnémio se fixa na epifise
distal do fémur: a porgcao lateral no epicondilo lateral, e a por¢cdo medial no
epicondilo medial. As cabecas se unem na margem inferior da fossa poplitea, onde
formam os limites infero-lateral e infero-medial dessa fossa mais ou menos na
metade da perna. Os dois ventres do gastrocnémio se continuam inferiormente por
um tendao potente que é o tendd@o calcaneo, o qual vai se prender na tuberosidade
calcanear. Tanto o gastrocnémio lateral quanto o medial sdo inervados por ramos
motores separados originados do nervo tibial (GRAY et al., 2010).

A sua agdo, por ser musculo biarticular, é a de flexdo da perna e flexdo
plantar do pé. Como suas fibras sédo principalmente verticais, as contracdes do
musculo gastrocnémio produzem movimentos rapidos durante a corrida e o salto.
Embora o musculo gastrocnémio atue em ambas as articulacfes, a do joelho e a
talocrural, ndo pode exercer seu poder total em ambas as articulagbes ao mesmo
tempo (GRAY et al., 2010).

Quanto a composicao dos tipos de fibras, o gastrocnémio é misto (Smith et
al.,, 2008). Segundo Smith et al. (2008) é o mdusculo ideal para se estudar
experimentalmente a contusédo. Em relacdo aos tipos de fibras, o estudo de Burke et
al. (1973) verificou o perfil histoquimico das unidades motoras do gastrocnémio e
encontrou os resultados presentes no QUADRO 1.

No presente trabalho optar-se-a pela contusdo mecéanica na por¢cao medial do
gastrocnémio, pois esta ndo apresenta subdivisbes e € a mais acometida em
traumas humanos (SEGAL; SONG, 2005). As fases do processo de cicatrizacao e

reparo da contusdo muscular serédo abordadas a seguir.
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QUADRO 1- Perfil histoquimico das unidades musculares do gastrocnémio
(adaptado de BURKE et al., 1973).

Tipos de unidades musculares

Tipo FF | Nao classificada | Tipo FR (rapida) | Tipo S (lenta)

(rapida)
ATPase miofibrilar Alta Alta Alta Baixa
ATPase- Ac Intermediaria Intermediaria Baixa Alta
ATPase- EDTA Baixa Baixa Baixa Alta
NADH Baixa Intermediaria Intermediaria-alta Alta
SDH Baixa Intermediaria Intermediaria-alta Alta
Esterase Alta Alta Baixa
Lactato Alta Alta Baixa
desidrogenase
Gordura neutra Baixa Baixa Alta
Enzima Glicogénio Alta Alta Baixa
Sintase
Fosforilase Alta Alta Baixa

FF- fibras rapidas sensiveis a fadiga; FR- fibras rapidas resistentes a fadiga; S- fibras lentas; ATPase-
adenosina trifosfatase. ATPase- Ac: adenosina trifosfatase acetato veronal ; ATPase EDTA:
adenosina trifosfatase acido etilenodiamino tetra-acético; NADH- nicotinamida nucleotideo
desidrogenase; SDH- desidrogenase succinica;

4.3 LESAO MUSCULOESQUELETICA

A lesdo musculoesquelética pode ser gerada por dano direto como a
laceracao e contusdo ou por dano indireto como isquemia, denervacao e estresse
(NOOMAN; GARRETT, 1999). Segundo Jarvinen et al. (2007), 90% das lesbes
musculares sdo causadas por contusdo. Geralmente o processo de lesédo e de
reparo € similar independente do tipo de lesdo (HWANG et al., 2006).

Os sinais e sintomas comuns da contusdo séo dor localizada durante os
movimentos, edema, equimose, hematoma devido ao sangramento e limitacdo do
movimento derivada de um aumento da sensibilidade muscular causada pela leséo,
pelo espasmo muscular e pelo hematoma (JARVINEN et al., 2005).

Apos uma lesdo, o musculo inicia o processo de reparo altamente organizado,

de forma a prevenir a perda de massa muscular (GROUNDS et al., 2002).
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4.4 REGENERACAO MUSCULOESQUELETICA

Segundo Lieber (2002), o sistema musculoesquelético é um dos tecidos mais
adaptaveis do corpo humano. O processo de regeneracdo é semelhante a
miogénese, porém, as ceélulas que participam inicialmente sdo as células satélites,
ao invés das progenitoras miogénicas. Semelhante a miogénese, as células
precursoras mononucleadas musculares, conhecidas como células satélites, sao
ativadas, os mioblastos migram para o local da leséo, se diferenciam, se proliferam e
fundem-se para formar os pequenos miotubos, que unem-se a outros miotubos, para
formar maiores e estes diferenciam-se para constituir uma nova fibra ou reparar a
lesada (HUARD et al., 2002).

O processo de regeneracao da lesdo muscular é dividida em 3 fases: a de
destruicdo ou inflamatdria, a proliferativa e a de remodelamento. A fase destrutiva é
caracterizada pela ruptura da miofibrila e formacdo de hematoma. A fase reparativa
consiste de inumeros processos, como: fagocitose do tecido muscular lesado,
regeneracao do musculo estriado, producado de tecido conjuntivo e revascularizacao.
A fase de remodelamento € o periodo de maturacdo das miofibrilas regeneradas, da
reorganizacdo do tecido e do reestabelecimento da capacidade funcional do
musculo (FIGURA 1) (JARVINEN et al, 2005). Interacdes entre o0 sistema
imunologico e musculoesquelético podem desempenhar um papel significativo na

modulacado do curso da contuséo e seu subsequente reparo (SMITH et al., 2008).
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. -,
Fibra muscular normal e ﬁ

Lamina basal

Sarcolema

FIGURA 1- Representacdo esquematica do processo de regeneracdo muscular
esquelética, adaptado de LIEBER (2002). Cels- células.

4.4.1 Fase inflamatoria

A fase inflamatéria inicia-se com a destruicdo de parte das células musculares
e de pequenos vasos sanguineos. E caracterizada pela formacdo de hematoma,
necrose tissular, degeneracdo e resposta inflamatdria. As células inflamatérias e
citocinas tém acesso direto ao local da lesdo. A magnitude do processo inflamatério
depende de 2 fatores: da gravidade da leséo e do grau de vascularizacao do tecido
no momento da lesdo (SMITH et al., 2008). Esse processo € posteriormente
amplificado pela ativagdo e migracdo de células satélites e por partes de fibras
necrosadas, liberando varias substancias que servem como agentes quimiotateis do
extravasamento de células inflamatorias (JARVINEN et al., 2005).

Véarios modelos de leséo tém estabelecido pelo menos dois mecanismos de
morte celular em midcitos danificados, chamados de necrose e apoptose. Apoptose,
ou morte celular programada, € processo essencial para a manutencdo do

desenvolvimento dos seres vivos, sendo importante para eliminar células supérfluas
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ou defeituosas (GRIVICICH et al., 2007). No 2° dia de lesao, as fibras necroticas sao
limitadas pela formacdo de uma "banda de demarcacdo”, uma condensacao de
material citoesquelético, que delimita a parte necrosada das fibras a partir de partes
nao-necroticas, sendo 0s macrofagos responsaveis por este processo (SMITH et al.,
2008).

Imediatamente apds a lesdo, acontece uma vasoconstricdo primaria. Apos,
ocorrera vasodilatacdo e aumento da permeabilidade a fluido e proteinas, em
decorréncia da acdo da histamina, da prostaglandina E2 (PGE2), da bradicinina e
dos peroxidos de hidrogénio. A histamina é liberada a partir de mastdcitos presentes
na area danificada. Um segundo efeito desta liberacdo de histamina localizada, € o
aumento da permeabilidade capilar no lado da lesdo via alargamento dos poros
capilares endoteliais. Outro mecanismo para a vasodilatacdo € guia do "fator de
crescimento endotelial vascular- 6xido nitrico sintase (VEGF-NO). O VEGF pode ser
secretado por fibroblastos, células endoteliais e monécitos/macréfagos em resposta
a hipoxia, estresse oxidativo, fatores de crescimento e citocinas, e ativa 0 Oxido
nitrico e trajeto do 6xido nitrico sintase para facilitar a vasodilatacdo (SMITH et al.,
2008). Este aumento da permeabilidade do sarcolema, leva ao aumento do influxo
de calcio para o meio intracelular e acarreta ativacdo de proteases dependentes de
calcio (ARMSTRONG, 1990). Também existem proteinas, as de choque térmico
(Heat Shock Proteins-HSPs), que sdo chaperonas com a fungdo protetora para
poupar a degradacdo (GETHING, 1996).

As primeiras células a chegarem ao local da lesdo séo os neutrofilos, fazendo
pico em 24 horas podendo durar até 5 dias, e em seguida os macro6fagos (tipo ED1+
e ED2+), com a funcdo de remover o tecido necrético e liberar citocinas para
modular a quimiotaxia (TIDBALL, 1995). Neutréfilos sdo células imunolégicas que
predominam no local do tecido lesado, possuem a funcao de fagocitose, limpeza do
tecido necratico, liberacdo de citocinas inflamatérias como a IL-6 (interleucina 6) e o
TNFa (fator a de necrose tumoral) e ainda podem gerar radicais livres (SMITH et al.,
2008). A IL-6 é uma citocina ubiquitina intercelular associada com o controle e
coordenacdo da resposta imunoldgica, podendo estar envolvida na degradacao
protéica e lesdo muscular (TOUMI et al., 2006). O TNFa tem papel na regeneragao
dos musculos, como a inibicdo de sua atividade durante o processo de cicatrizacao,
resultando em ligeiro déficit na forca do musculoesquelético regenerado (JARVINEN

et al., 2005). Outros fatores de crescimento como FGF (fator de crescimento de
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fibroblasto), IGF (fator de crescimento similar a insulina), TGF-B (fator de
transformacdo do crescimento), HGF (fator de crescimento hepatdcito), IL-1
(interleucina-1) sdo também expressados no muasculo lesado (FIGURA 2)
(JARVINEN et al.,, 2005). Esses fatores sdo potenciais ativadores das células
precursoras miogénicas (células satélites) e importantes na fusdo dos miotubos
dentro das miofibras maduras multinucleadas, durante o processo de regeneracao
(JARVINEN et al., 2005).

Embora seja aceito que citocinas (fator de necrose tumoral, IL-1 e IL-6) sejam
essenciais no processo inflamatoério, seu exato papel ainda ndo esta claro (SMITH et
al., 2008). A diminuicdo do numero de células dos neutréfilos ocorre em fungéo do
aumento dos macrofagos, sendo que estes fagocitam o material necrotico da fibra
muscular, por meio de enzimas lisossémicas, num periodo de 48 horas apés a leséao
(JARVINEN et al., 2005; HWANG et al., 2006).

Além disso, os macréfagos liberam fatores que atraem fibroblastos para a
area e gque incrementam a deposicao de colageno. No 3° dia, células satélites entre
a lamina basal sdo ativadas nos mioblastos. Assim, a deplecdo dos macréfagos tem
consequéncia negativa no processo de cicatrizacdo, incluindo regeneragéao reduzida
das células musculares, diferenciacdo das células satélites e crescimento das fibras
musculares (TOUMI et al., 2006).

As células satélites, que estéo localizadas perifericamente entre o sarcolema
e a lamina basal, estdo tipicamente quiescentes, mas na lesdo da fibra muscular,
elas iniciam rapidamente sua divisdo e recolocacdo no tecido lesado (LIEBER,
2002). Ha grande evidéncia que as células satélites representam a populacdo de
células tronco que podem diferenciar-se em células musculares ou outro tipo de
células (LIEBER, 2002). A ativacdo das células satélites musculares durante
crescimento e reparo, assemelha-se a fase embrionaria de varias maneiras,
incluindo a inducdo de fatores de regulacdo miogénica como a myoD e myf-5
(TOUMI et al., 2006).

As células satélites migram para a regido da lesédo e entram em ativagao,
proliferacdo e diferenciacdo em mioblastos, que ao fundirem-se formam miotubos.
Esses se fundem com a regido terminal da célula muscular lesada que sobreviveu
ao trauma inicial. Em miofibrila regenerada, os nucleos das células satélites

novamente unidas, inicialmente sdo centralizados e migrarao posteriormente para
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assumir a localizacao periférica (TOUMI et al., 2006). Nos humanos, a regeneracéo

total requer 6 meses enquanto nos ratos, sdo 2 meses (LIEBER, 2002).

Lesao muscular

!

Invasédo neutrofilica

l

Neutrofilo

Ativacao das células satélites

Invaséo dos
macrofagos

HPAR, pPA,
MCP-1, FKN,

MDC, VEGF
Invas&o de macrofagos

TGF-B '

Remocao de debris Peroxidase do
TNF-a hidrogénio

Diferenciacéo celular
muscular afetada

A4
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Proliferagao celular

muscular afetada
Acido hipocloroso

Produtos néo téxicos

Reparo Lesdo

FIGURA 2 — Desenho esquematico da interacdo das células inflamatérias com o
musculo lesado (adaptado de TIDBALL, 2005). NO- 6xido nitrico; pPAR- receptor de
ativador de plasminogénio tipo uroquinase; uPA- uroquinase; MCP-1- proteina 1
guimioatraente de mondcito; FKN- fractalquina; MDC- quimiocina derivada de
macrofagos; VEGF- fator de crescimento endotelial vascular; SOD- superéxido
dismutase; NO- 6xido nitrico; MPO- mieloperoxidase; TGF- fator de transformacéo
do crescimento; TNF- fator de necrose tumoral.

Alguns componentes da matriz extracelular, como a laminina, a fibronectina e
o colageno desempenham importante papel na manutencao das células satélites no
estado quiescente, na regulagdo da proliferacdo e na fusdo delas (CHARGE;
RUDNICK, 2004).

Os mondécitos sao importantes, pois se diferenciam em macrofagos, que sao
essenciais para o0 processo de reparo e podem realizar a funcéo dos neutrdfilos. Os
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macréfagos contribuem para a regeneracdo pela inflamacdo e pelos fatores de
crescimento. E sugerido que, além de seu papel na fagocitose, as células
imunologicas como macréfagos e neutréfilos desempenham papel fundamental na
mediacdo de reparacdo muscular, quer diretamente pela secrecdo de fatores de
crescimento, ou indiretamente através do recrutamento de outros tipos de células
(SMITH et al., 2008).

Os macrofagos possuem outras funcdes além da fagocitose. Seus subtipos
ocorrem de acordo com a ocorréncia nos diferentes tipos de tecidos: ED1+ (maioria
dos mondcitos e macréfagos), ED2+ (macrofagos residentes principalmente vistos
nos tecidos) e ED3+ (macréfagos usualmente presentes no tecido linfoide). Sugere-
se que os macréfagos podem alterar de um subtipo a outro dependendo do
microambiente. Na lesdo muscular, o ED2+ e ED3+ aparecem depois do ED1+ e
ndo sdo considerados importantes no processo de fagocitose. O ED2+ é o maior
contribuinte para formagdo de mioblastos e miotubos. Este subtipo serve como
maior fonte de fatores de crescimento e citocinas que promovem cicatrizacao
(SMITH et al., 2008).

Durante esta fase de fagocitose ou de digestdo, muitos componentes
celulares sao afetados. Miofibrilas perdem sua regularidade e aparecem
desorganizadas perto da linha —Z. Os filamentos de actina e miosina iniciam a perda
de sua regularidade e podem entrelacar-se com o processo citoplasmatico do
macrofago (LIEBER, 2002).

Verifica-se a importancia da fase inflamatoria para o processo de cicatrizacdo
e reparo muscular (SMITH et al., 2008). Os neutréfilos e macréfagos desempenham
papel muito importante na fagocitose. As células satélites também sdo importantes
na formacdo de novos miotubos (LIEBER, 2002). Ap6s essa fase, ou

concomitantemente, inicia-se a fase proliferativa (JARVINEN et al., 2007).

4.4.2 Fase proliferativa

A fase proliferativa inicia-se ap0s 72 horas da leséo e € o periodo em que se
forma o tecido de granulacdo e envolve a atividade de 3 tipos de células:
macrofagos, fibroblastos e células endoteliais. Esta fase pode ser dividida em 3

partes: reepitelizagéo, fibroplasia e angiogénese (MANDELBAUM et al., 2003).
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A primeira fase do reparo é a proliferacdo envolvendo o tecido epitelial e
conjuntivo. Faz-se a migracdo de queratindcitos ndo danificados das bordas da
ferida e dos anexos epiteliais e os fatores de crescimentos sdo responsaveis pelo
aumento da mitose e hiperplasia do epitélio. No tecido conjuntivo ocorre a
fibroplasia (aumento no numero de fibroblastos) e formacdo da matriz que é
importante para a formacgao do tecido de granulacédo. Essa depende do fibroblasto
gue além de sintetizar colageno, produz elastina, fibronectina, glicosaminoglicanas e
proteases (MANDELBAUM et al.,, 2003). A segunda fase é a proliferacdo dos
fibroblastos, que pode as vezes ser excessiva, resultando na formacédo de tecido
cicatricial denso entre o musculo lesionado. Primeiramente, é produzido o colageno
mais fraco, o tipo Ill e depois o tipo | (KANNUS et al., 1992). Em alguns casos,
usualmente associado com o0 maior trauma muscular ou particularmente com
rerupturas, a cicatriz pode criar barreira mecanica que consideravelmente atrasa ou
mesmo completamente restringe a regeneracao de miofibras através das lesGes gap
(JARVINEN et al., 2005).

A cicatriz de tecido conjuntivo no local da leséo € o ponto mais fraco da lesao
precoce apos o trauma, mas sua for¢a de tensdo aumenta consideravelmente com a
producdo de colageno tipo I. A estabilidade mecéanica do colageno é atribuida a
formacdo de ligacdes cruzadas intermoleculares durante a maturagdo do tecido.
Aproximadamente 10 dias ap0s o trauma, a maturagao da cicatriz tem alcancado o
ponto no qual é proximo do ponto mais fraco da lesdo, e se a carga falha, a ruptura
geralmente ocorre entre o tecido muscular adjacente ao novamente formado, as mini
juncBes musculo-esqueléticas entre as miofibras regeneradas e o tecido cicatrizado
(JARVINEN et al., 2005).

A (ltima fase da proliferacdo é a angiogénese, o fluxo sanglineo é
gradualmente estabelecido e esse processo envolve o brotamento inicial de células
endoteliais que crescem para dentro da area lesada, ramificando-se, eventualmente
unindo-se aos brotos adjacentes, para formar circuitos capilares quando séo
canalizados (BALBINO et al., 2005). Inicialmente, sdo formados vasos imaturos e
permedaveis que posteriormente amadurecem.

Neste processo, o papel da VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) €
bem estabelecido (SMITH et al., 2008). Mioblastos esqueléticos que expressam
VEGF estdo associados com formagéo capilar apos lesdo isquémica/reperfusdo no

tecido cardiaco em ratos (SMITH et al., 2008). A vascularizacéo da area lesionada é
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o primeiro sinal de regeneracdo e pré-requisito para subsequente recuperacao
morfolégica e funcional na lesdo. Os novos capilares brotam dos troncos
sobreviventes dos vasos sanguineos em direcdo ao centro da area lesionada, para
prover a area um adequado suprimento de oxigénio, subsequentemente capacitando
metabolismo energético aerdbio para miofibras regeneradas. Novos miotubos tem
poucas mitocondrias e somente moderada capacidade de metabolismo aerobio, mas
tem claramente aumento no metabolismo anaerdbio. No entanto, durante os
estagios finais de regeneracdo, metabolismo aerdbio constitui os principais trajetos
energeéticos para as miofibras multinucleadas (JARVINEN et al., 2005).

A fase de proliferacdo € caracterizada pela diferenciacdo e renovacdo dos
tecidos. Os mioblastos se fundem para formar miotubos multinucleados que se
fundem a miofibrilas danificadas. A fusdo de mioblastos e posterior crescimento para
constituir miofibrilas com nucleo centralizado resultam no restabelecimento da
arquitetura muscular dentro de um periodo de duas a trés semanas (HAWKE et al.,
2001).

Formam-se novos vasos, prolifera-se tecido conjuntivo, epitelial e os
fibroblastos (JARVINEN et al., 2005). ApoOs essa fase inicia-se a de remodelagéo
para o amadurecimento desses novos tecidos (JARVINEN et al., 2005).

4.4.3 Fase de remodelacao

Na fase de remodelacdo, ocorrem reformula¢des dos colagenos (aumento no
didametro das fibras de colageno e na forca tensora), melhoria nos componentes das
fibras colagenas e reabsor¢cdo de agua, que permite o aumento da forca da cicatriz e
diminuicdo da sua espessura (MANDELBAUM et al., 2003). O tecido de granulacao
torna-se mais fibroso e menos vascular até se tornar tecido fibroso denso
(MANDELBAUM et al., 2003). As fibras colagenas reorientam-se ao longo das linhas
de tensdo aplicadas a lesdo, resultando assim em maior resisténcia ténsil do tecido
(BALBINO et al., 2005).

Jarvinen e Sovari (1975) reportaram que excessiva producdo de tecido
conjuntivo pode inibir a regeneracdo completa da fibra muscular, geralmente
deixando a recuperacao funcional incompleta. A reducdo da fibrose pode ser uma
maneira para melhorar a cicatrizacdo apos a lesédo. O fator B de transformacédo do

crescimento (TGFB-1) esta presente quando ha o aparecimento de fibrose do lado
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lesado, via ativagdo do miofibroblasto. A decorina, que € uma proteoglicana humana,
é conhecida como fator antifibrético e pode ser utlizada para melhorar a
recuperacdo, porém, este € um meétodo de tratamento néo fisioldgico, invasivo e
caro (HWANG et al., 2006).

A Ultima fase do processo de cicatrizacdo e reparo € caracterizada pelo
amadurecimento do tecido muscular, reorganizacdo e reorientacdo das fibras
colagenas e da completa regeneracéo tecidual (BALBINO et al., 2005).

O conhecimento sobre as fases do processo de cicatrizacdo e reparo € crucial

para a determinacéo do tratamento mais adequado para a lesdo muscular.
4.5 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO DA CONTUSAO MUSCULO ESQUELETICA

O diagnoéstico da contusao é realizado através de exame fisico e clinico bem
como por meio de exames complementares como tomografia computadorizada,
ressonancia magnética e ultrassonografia (LOPES et al., 1994). As imagens sao
capazes de identificar o musculo acometido, as dimensdes da lesdo (extensao,
seccdo transversa), a localizacdo (miotendinea, ventre muscular, insercao 0ssea) e
presenca ou ndo de hematoma (FERNANDES et al., 2011).

O diagnostico clinico da lesdo muscular inicia-se com a investigacdo
detalhada sobre a historia do trauma. A avaliacdo fisica deve ser iniciada entre 12
horas e 2 dias p6s lesdo e deve incluir a inspecédo, a palpacdo, a amplitude de
movimento, a forca muscular, a avaliacdo postural e a andlise da marcha
(KERKHOFF et al.,, 2013). Na inspecdo deve ser observada a presenca de
hematomas, edemas, cicatrizes, hiperemia e deformidades visiveis. Na palpacao
deve ser verificada a presenca de dor, deformidade e aumento de temperatura
(FERNANDES et al., 2011).

A ressonancia magnética apresenta alta sensibilidade e especificidade e
permite identificacdo das caracteristicas anatémicas (dimensfes da lesdo, seccao
transversal/longitudinal, localizacdo do hematoma). A presenca do edema pode
permanecer visivel por seis a dez semanas. A ultrassonografia € o exame essencial
para caracterizar as rupturas das fibras musculares e tem sido reconhecida como o
melhor método para diagnosticar a contusdo, no entanto, é examinador dependente
(JARVINEN et al., 2007).
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Exames complementares de sangue também podem auxiliar na prevencao e
no diagnostico da lesdo muscular. A analise das concentracdes dos niveis
plasmaticos de CK (creatinofosfoquinase) € amplamente utilizada no meio
desportivo para quantificacdo da reacdo inflamatéria produzida pelo esforgo fisico
(e/ou trauma direto) na musculatura estriada esquelética. Valores 3 vezes acima do
basal sugerem alto risco de lesdo muscular (MOUGIOS, 2007). A troponina | e 0
Aspartato Aminotransferase podem também servir como indicadores de leséao,
porém sdo menos utilizados que a CK (NOAKES, 1987). Além disso, a fadiga
metabdlica decorrente do acumulo de acido latico pode gerar gestos esportivos
compensatorios e resultar em lesées musculares. Desta forma, a sua avaliacdo
associada a do cortisol basal podem contribuir para o diagnéstico precoce de
excesso de treinamento e definir estratégias de recuperacdo metabodlica (LOMAX;
MACCONNEL, 2003).

Em relacdo ao tratamento, diferentes técnicas de intervencao fisioterapéutica
sao utilizadas para acelerar o processo de reparo muscular e o restabelecimento da
funcao, tais como: crioterapia (PRICE) (SCHASER et al., 2007); o UST terapéutico
(PIEDADE et al., 2008; SHU et al., 2012); L.A.S.E.R. (FALCAI et al., 2010); plasma
rico em plaquetas (RETTIG et al., 2013); a mobilizacdo precoce e exercicios
(JARVINEN et al, 2005; 2007).

Imediatamente apos a lesdo é recomendada a utilizacdo do PRICE (protecéo,
gelo, elevacéo e repouso) ou o P.O.L.I.C.E. (protecéo, carga ideal, elevacdo e gelo)
(BLEAKLEY et al., 2012) até o 7° dia. O objetivo € minimizar a dor, a inflamagéo, o
edema e oferecer melhores condicbes para 0 processo de cicatrizacdo e reparo
(KANNUS et al., 2000; SCHASER et al., 2007).

ApoOs 3-5 dias podem ser realizados exercicios isométricos, mobilizacdes
ativas e passivas (JARVINEN et al.,, 2005; LOPES et al.,, 1994). A mobilizacio
precoce € a primeira recomendacao para o trauma muscular apos 3-5 dias da leséo
e pode ser realizada primeiramente por exercicios isométricos, seguido de exercicios
isotdnicos e finalmente treinamento isocinético (JARVINEN et al., 2005). A
progressao dos exercicios deve ter como parametro o limite da dor, isto €, deve-se
progredir desde que o individuo consiga realizar a maxima contracdo sem dor
(JARVINEN et al., 2005).

Jarvinen et al. (2005) relataram que a mobilizagdo induz o crescimento mais

rapido e intenso dos capilares nas bordas celulares da leséo, particularmente nos
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primeiros estagios da cicatrizagdo. Apos o periodo de imobilizacdo ou repouso (24
horas), os exercicios ativos isométricos devem ser realizados gradualmente, tendo
como limite o quadro algico. Podem ser realizados exercicios de alongamento de 10
a 15s com intervalo de 1 minuto. Porém, segundo Smith et al. (2008) n&o esta claro
qual volume ou intensidade do exercicio pode exacerbar a fase destrutiva, atrasar ou
promover a fase de reparo ou incrementar a fase de remodelacdo. Ainda, em revisao
sistematica recente também foi concluido que existem poucas evidéncias para a
prescricdo de alongamento e exercicios de baixa intensidade para o tratamento da
lesdo muscular (TORRES et al., 2012).

Quanto a terapéutica com o ultrassom, Jarvinen et al. (2005) concluiram que
apesar de recomendado para tratamento, seu nivel de evidéncia quanto a eficacia é
baixo. Em trabalho experimental, Wilkin et al (2004) avaliaram os efeitos do UST
para o tratamento de lesdes agudas de gastrocnémio de ratos, perante as medidas
de desfecho: area de seccdo transversal do mduasculo; massa muscular;
concentracéo total de proteinas. Os resultados encontrados, quando comparados ao
grupo controle, revelaram que a administracdo do UST ndo trouxe maiores
beneficios para a regeneracao do musculo lesionado.

As revisdes sistematicas também apontam evidéncias cientificas reduzidas
sobre os tratamentos recomendados para a lesdo muscular esquelética, o que
justifica investigacfes com estudos experimentais com ratos bem como ensaios
clinicos randomizados (REURINK et al., 2012; MASON et al., 2007 e TORRES et al.,
2012).

4.6 CARACTERISTICAS TECNICAS DO ULTRASSOM TERAPEUTICO

O UST é a modalidade terapéutica de aquecimento profundo e é definido
como formas de onda acustica de frequéncia superior as que podem ser detectadas
pelo ouvido humano, ou seja, aquelas cujas frequéncias sdo superiores a 20 kHz. E
produzido pela conversao da energia elétrica em energia mecéanica pelo cristal
piezoelétrico, presente no transdutor (cabecote), que se expande e contrai quando a
corrente elétrica passa sobre ele (HAAR, 2007).

Segundo o estudo de Vieira et al. (2012), o UST é considerado importante
recurso para a pratica clinica para os Fisioterapeutas, sendo utilizado em 75% dos

tratamentos. Porém, nesse mesmo estudo, foi constatado nivel muito baixo de
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conhecimento dos parametros do UST e seus efeitos bioldgicos pelos profissionais
que o utilizam.

Os principios fisicos do UST sdo baseados na natureza das ondas sonoras,
frequéncia, modo de transmisséao e intensidade (MICHLOVITZ, 2012).

As ondas sonoras sao de origem mecanica e em virtude disto precisam de um
meio para se propagar. Tém a propriedade de reflexdo, refracdo, absorcédo e
penetracdo. Sao de natureza longitudinal, ou seja, a direcdo de propagacdo é
paralela a onda, sendo essa onda transportada em meios liquidos n&o-viscosos
(MARTINEZ et al., 2000).

A frequéncia é definida como o numero de oscilagbes por segundo, é
expressa em Hz e determina a profundidade de penetracdo em razéo inversa, na
qual, quanto maior a frequéncia menor a profundidade de penetracao e vice-versa.
As frequéncias utilizadas terapeuticamente sdo de 1 MHz (atinge tecidos até 5 cm
de profundidade) e 3 MHz (até 1 cm de profundidade) (LOW; REED, 2001). Cada
frequéncia determina atenuacfes diferentes nos tecidos. A atenuacdo refere-se a
propriedade que a onda ultrassénica possui de perder 50% da sua energia quando
ultrapassa certa profundidade de tecido. Hoogland (1986) descreveu as espessuras
necessaria em cada tipo de tecido para a perda de 50% da energia ultra-sénica, nas
frequéncias de 1 e 3 MHz, a qual é utilizada para determinar a intensidade ideal para
tratamento (QUADRO 2).

O modo de transmissao pode ser continuo ou pulsado. No modo continuo a
energia € liberada 100% do tempo, sendo responsavel pelos efeitos térmicos. No
pulsado, a energia € transmitida em pulsos, sendo responsavel pela reducdo dos
efeitos térmicos e pela producéo dos efeitos ndo-térmicos. A frequéncia de pulsacdo
dos aparelhos situa-se entre 16, 48 e 100 Hz e a porcentagem de pulsacao de 5, 10,
20 e 50%. A producdo de calor € diretamente proporcional a porcentagem de
pulsacédo (BAKER et al., 2001).

4.6.1 Efeitos biofisicos do ultrassom

Os efeitos biofisicos decorrentes da aplicacdo do UST podem ser divididos
em duas classes: térmicos e ndo-térmicos (mecanicos). Essas duas classes néo
ocorrem separadamente, porém, sdo maximizadas ou minimizadas de acordo com a

forma de geracdo: continua ou pulsada (STARKEY, 2001).
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QUADRO 2- Espessuras necessarias para cada tecido para reduzir 50% da energia
ultrassonica (HOOGLAND, 1986)

1 MHz Tecido 3 MHz
11,1 mm Pele 4 mm
" 50 mm Gordura 16,5 mm
g 9 mm Musculo 3 mm
(ag_ 6,2 mm Tendao 2mm
i 6,0 mm Cartilagem 2 mm
2,1 mm Osso .

Os efeitos térmicos acontecem principalmente na aplicacdo do UST continuo.
O UST pode elevar a temperatura tecidual em profundidades de 5 cm ou mais. Para
alcancar os efeitos térmicos, a temperatura tecidual deve aumentar de 1 a 4° C,
mantendo-a entre 40-45° C por pelo menos 5 min (DYSON, 1987). Draper et al.
(1993) demonstraram um aumento de aproximadamente 5° C de temperatura no
musculo gastrocnémio de humano apés aplicacdo do ultrassom continuo 1,5 W/cm?
durante 10 min.

O aquecimento € determinado de acordo com a frequéncia, intensidade,
duracdo de tratamento e angulo de aplicacdo (STARKEY, 2001). Também é
determinado pela atenuacdo nos tecidos, que varia diretamente com a quantidade
de proteina, ou seja, tecido com alto contelddo protéico como 0ssos, cartilagem,
musculos e tendBes, descritos em ordem decrescente, absorvem mais o UST e,
portanto, atenuam mais a onda ultrassénica (LOW; REED, 2001). O UST é
rapidamente absorvido pelo peridsteo que se torna significativamente quente. Como
resultado, estruturas adjacentes ao 0sso ganham calor no tratamento ultrassénico
por conducdo e pelo fluxo sanguineo local (KITCHEN; PARTRIDGE, 1990).

O meio de contato entre o cabecote e a pele também influencia na quantidade
de aquecimento no tecido (PAULA, 1994). Estudo realizado por Draper et al. (1993)
comparando a técnica de contato com gel e a técnica subaquéatica revelou que a
primeira aumentou quase quatro vezes mais a temperatura comparada com a outra
técnica e que o gel € o melhor meio de contato para tratar tecidos de 3 cm de
profundidade.

Em consequéncia aos efeitos térmicos, o UST diminui a percepc¢éo dolorosa
(MUFTIC; MILADINOVIC, 2013), aumenta a taxa metabdlica, aumenta o fluxo
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sanguineo (DRAPER et al. 1995), aumenta a extensibilidade dos tecidos ricos em
coldgeno (REED; ASHIKAGA, 1997), altera a atividade contratii do
musculoesquelético (KARNES; BURTON, 2002) e altera a velocidade de conducéo
nervosa sensorial e motora (HAYLE et al.,1981)

Muftic e Miladinovic (2013) avaliaram os efeitos do UST na dor de pacientes
com desordens musculoesqueléticas. Foram incluidos no estudo 68 pacientes com
dor crbnica localizada na coluna e nas grandes articulacbes dos membros
superiores e inferiores. Os pacientes receberam 10 aplicacbes de UST no local da
dor de 1 MHz, continuo, sendo que em um grupo foi aplicada a intensidade de 0,4
W/cm? por 8 min e no outro grupo 0,8 W/cm? por 4 min. A dor foi avaliada pela
escala visual analdgica e foi encontrada diminuicdo dolorosa em ambos 0s grupos
porém sem diferenca significativa entre eles. Esses autores justificam o efeito
analgésico pelos efeitos térmicos do ultrassom, ou seja, aumento da atividade
metabdlica dos tecidos, aumento da circulacdo e consequentemente relaxamento
das estruturas rigidas dos tecidos moles.

Em relacdo ao aumento da taxa metabdlica e fluxo sanguineo, Draper et al
(1993) em estudo no musculo de humanos, verificaram que apos 10 min de UST
continuo com intensidade de 1,5 W/cm?, a temperatura do gastrocnémio, medida
por microagulha hipodérmica conectada a um medidor termopar, aumentou 5° C a 3
cm de profundidade. Fabrizio et al. (1996) constataram que as intensidades de 1
W/cm? e 1,5 W/cm? na frequéncia de 1 MHz, no modo continuo aumentaram
significativamente o fluxo sanguineo no musculo triceps sural de humanos em
relacdo a outras intensidades sob frequéncia de 3 MHz. Em contrapartida, Robinson
e Buono (1995) utilizaram o UST no modo continuo, 1 MHz e 1,5 W/cm? durante 5
min e ndo encontraram aumento do fluxo sanguineo do antebraco em humanos.

Para a verificagdo do aumento da extensibilidade foi realizado estudo no qual
aplicaram o UST de 1 MHz, 1,5 W/cm? durante 8 min, nos ligamentos colaterais
mediais e laterais do joelho em humanos (REED; ASHIKAGA, 1997). Foi observada
melhor extensibilidade nesses ligamentos quando comparados aos individuos néo
tratados.

Em relacdo a alteracdo da atividade contratil, Karnes e Burton (2002),
encontraram melhora significativa da forca muscular apdés lesdo muscular
(provocada por contragBes excéntricas) do musculo extensor longo dos dedos de

ratos apés a estimulacdo com UST (1 MHz, continuo, subaquatico, 0,5 W/cm?).
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Hayle et al. (1981) verificaram os efeitos do UST na velocidade de conducao
do nervo braquial em humanos. O UST foi aplicado em 10 sujeitos na frequéncia de
1 MHz, 1 W/cm? durante 5 a 20 min até atingir um aumento de temperatura de 1,2°
C. Foi encontrada diminuicao da laténcia da conducdo nervosa em decorréncia dos
efeitos térmicos do ultrassom.

Os efeitos mecéanicos causados pelas ondas ultrassonicas produzem
alteracdes mecanicas, quimicas e o fenbmeno da cavitacdo (HAAR, 2007). Essas
ondas fazem com que as moléculas situadas no caminho do feixe oscilem de
maneira ciclica diretamente proporcional a intensidade de saida do transdutor. Essa
oscilagdo molecular vai permitir o movimento das particulas de um lado para outro
da membrana, causando aumento da permeabilidade e das taxas de difusdo através
da membrana celular. Consequentemente havera facilidade na passagem de calcio,
potéssio, sodio e de outros ions e metabdlitos para dentro e fora da célula, pelo
aumento da permeabilidade da membrana (STARKEY, 2001).

A cavitacdo é o efeito vibracional nas bolhas de liquidos provocado pelo feixe
ultrassoénico, que € causada pela compressao e expansao da onda durante os picos
de alta e baixa presséo, respectivamente (HAAR, 2007). Durante a aplicacdo do
UST, pode haver ocorréncia de cavitacdo instavel ou estavel. A cavitacdo instavel
pode provocar colapso celular. Se existirem picos de alta pressao quando for
aplicada a alta intensidade, pode causar danos aos tecidos e induzir a producéo de
radicais livres. A cavitacdo estavel é benéfica, produzindo fluxo unidirecional de
fluidos tissulares, como nas membranas celulares, causando efeitos fisiol6gicos
importantes: sintese de colageno, secrecdo de agente quimiotaxicos (mastoécitos),
maior sintese de proteinas (fibroblastos), aumento da captacdo de calcio nos
fibroblastos, mudancas na motilidade celular (células endoteliais) e alivio da dor
(STARKEY, 2001).

Segundo Behrens e Michlovitz (2006), as intensidades baixas no modo
pulsado favorecem a cicatrizacdo dos tecidos epiteliais, conjuntivo e 0sseo. As
mesmas autoras relataram que as intensidades de 0,1 a 0,5 W/cm?, pulsado 20%,
beneficiam a cicatrizacdo e que intensidades maiores que 0,8 W/cm? retardam a

cicatrizacgéo.
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4.6.2 Interagao do ultrassom com o tecido

Tem sido descrito que o UST acelera a fase de cicatrizacao tissular, atuando
na fase inflamataria, proliferativa e de remodelagem (MAXWELL, 1992).

Na fase inflamatéria, o UST estimula a liberacdo de substancias como a
histamina pela degranulacdo dos mastdcitos, importantes para o reparo tissular. A
degranulacdo dos mastocitos pode ser iniciada por um aumento no transporte de
Ca'? através da membrana, induzida pela perturbacdo da membrana pelo UST
(DYSON, 1987). Segundo Young e Dyson (1990), a frequéncia de 0,75 MHz é a
mais efetiva para a liberagcdo destas substancias nesta fase. Portanto, uma das
acOes do UST é a pro-inflamatoria.

O estudo de FYFE e CHAHL (1980), no qual foi induzido edema no tecido
abdominal de ratos com injecdo subcutanea de nitrato de prata e tratado com UST
pulsado (0,75 MHz, 0,5 W/cm? 20 ou 50%, 2 a 4 min), verificou menor
extravasamento do liquido plasmatico, medido pela quantidade de infiltracdo de
corante, expressa em absorbancia.

Na fase proliferativa, geralmente trés dias ap6s a lesdo, o UST estimula a
acdo dos macroéfagos, células que liberam fator que estimula a proliferacdo dos
fibroblastos e 0 aumento das células endoteliais, em reposta a niveis terapéuticos de
UST (0,5 W/cm?) (YOUNG, 1998). Os fibroblastos s&o os produtores principais de
tecido conjuntivo e sdo responsaveis pela contracdo da ferida. Estes, quando
expostos a terapia ultrassonica, estimulam a sintese de colageno, proteina fibrosa
que proporciona ao tecido conjuntivo mais for¢ca de tensdo. No modo continuo, foi
registrado aumento de 20% na secrecdo do colageno, enquanto que no modo
pulsado houve aumento de 30% (YOUNG, 1998).

Byl et al. (1993) compararam a utilizagdo de alta intensidade de UST (1,5
W/cm?, modo pulsado 20%, 1 MHz, 5 min) com baixa intensidade (0,5 W/cm?, modo
pulsado, 20%, 1 MHz, 5 min na deposi¢cdo de colageno em incisfes induzidas em
porquinhos da india e revelaram que a baixa intensidade facilita a deposi¢cdo de
colageno e a forca de tracdo da ferida, quando o tratamento € continuado por duas
semanas ou mais. Contudo, tanto a baixa (0,5 W/cm?) quanto a alta intensidade (1,5
W/cm?) utilizadas nas primeiras semanas aumentam a contracao da ferida.

O estudo de Enwemeka et al. (1990) verificaram que o UST de 1 MHz, 0,5

W/cm?, 5 min por 10 dias, aumentou significativamente a forca de tensdo e a
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capacidade de absorcdo de energia do tendédo lesado de Aquiles em coelhos,
concluindo que o UST acelera o processo de reparagao. No estudo de Da Cunha et
al. (2001), apos compararem os efeitos do UST continuo e pulsado apds tenotomia
do tenddo de Aquiles em ratos, verificaram que o modo pulsado resultou em melhor
organizacdo e agregacao das fibras de colageno. Em contrapartida, Roberts et al.
(1983) concluiram que o modo pulsado impediu a cicatrizagdo da tenotomia de
Aquiles em coelhos. No estudo de Larsen et al. (2005) utilizaram varias intensidades
do UST pulsado, 3 MHz, no tenddo de Aquiles de coelhos e verificaram que nao
houve nenhuma melhora da cicatrizagdo no local da ruptura, mas por outro lado,
observaram diminuicdo da rigidez articular, melhora da carga de ruptura e
extensibilidade mensurada através de um dispositivo mecanico.

Na fase de remodelacdo que pode durar de meses até anos o arranjo e tipo
de colageno é mudado (KITCHEN; BAZIN, 1998). Algumas fibras sdo removidas de
suas localidades e depositadas em outras e as fibras de coladgeno do tipo Il séo
substituidas pelo tipo | em resposta as interpretacées dos fibroblastos ao estresse
mecanico provocado no tecido (DYSON, 1987). O efeito do UST vai depender da
fase em que foi iniciado o tratamento, pois quanto mais precoce a aplicacdo, melhor
os seus efeitos (KITCHEN; BAZIN, 1998). Como visto, o UST estimula a
remodelacdo e reorientacdo do coldgeno ao longo das linhas de tensdo (MAXWELL,
1992).

Porém, apesar de todos os efeitos citados acima, Gam e Johannsen (1995)
realizaram meta-andalise de 293 artigos publicados desde 1950 sobre os efeitos do
UST nas desordens musculoesqueléticas e observaram pouca evidéncia cientifica
na sua utilizacdo. Robertson et al. (2001) avaliaram 35 artigos sobre a aplicacdo do
UST em patologias diversas no periodo de 1975 a 1999 e verificaram que somente
10 artigos continham as metodologias adequadas para validar a eficiéencia do
ultrassom. No entanto, s foi encontrado beneficio do UST em 2 artigos, um para
sindrome do tanel do carpo (EBENBICHLER et al., 1998) e outro para tendinite
calcificante do ombro (EBENBICHLER et al.,, 1999) . No artigo para sindrome do
tinel do carpo foi verificada melhora na conducdo nervosa, na dor e nha
funcionalidade fisica e no artigo para tendinite calcificante do ombro foi verificada
melhora do quadro algico.

Em 2007, Wong e colaboradores realizaram pesquisa com 213

Fisioterapeutas da area ortopédica sobre a utilizacdo do UST e sua importancia na
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pratica clinica. Em relagdo as indicac¢des clinicas, 83,6% utilizam para diminuir as
inflamacdes (tendinite, bursite), 70,9% para aumentar a extensibilidade os tecidos,
52,5 % para incrementar o processo de cicatrizacdo, 49,3% para diminuir a dor,
35,15% para diminuir o edema. Também foi questionado sobre os parametros
utilizados para tratamento e encontrou-se uma diversidade de informacdes que
estdo demonstradas no QUADRO 3. Verifica-se a falta de consenso sobre os
parametros ideais para tratamento, sendo importante a realizacao de pesquisas para

tal.

4.6.3 Ultrassom e contusao muscular

Diversos estudos ja foram realizados com o objetivo de avaliar a eficacia do
UST nas contusdes musculares, porém, ainda ndo ha consenso (MARKET et al.,
2005; WILKIN et al., 2004; BASSOLI et al., 2001; PIEDADE et al., 2008; REURINK
et al., 2012; MASON et al.; 2012). A maioria deles utilizou o UST pulsado de baixa
intensidade, pois esta € a indicacdo da literatura para o tratamento imediato neste
tipo de lesdo. O QUADRO 4 demonstra os niveis de evidéncia da aplicacdo do UST
nas diferentes fases do processo de cicatrizacdo e reparo (MICHLOVITZ et al.,
2012).

Reher et al (1999) afirmaram que o UST pode promover a producédo de
inteleucinas 8, fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), o qual promove a angiogénese e contribui para o reparo
muscular.

No estudo de Market et al. (2005) utilizaram o UST de 3 MHz no modo
continuo, com intensidade de 0,1 W/cm?, associado ou ndo a caminhadas, para
avaliar o processo de regeneracdo do musculo gastrocnémio em ratos. Foram
investigados a massa muscular, a concentracdo de proteinas contrateis, a area de
seccao transversa das fibras musculares (ASTFM), o nimero de nucleo por fibra e a
densidade mionuclear e n&o foram encontrados resultados estatisticamente
significativos. Wilkin et al. (2004) utilizaram o UST pulsado 20% de 3 MHz,
intensidade de 1 W/cm? também no musculo gastrocnémio lesado de ratos. Foram
avaliados os mesmos parametros do estudo anterior e também ndo encontraram

diferencas estatisticamente significativas.
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QUADRO 3- Resposta dos Fisioterapeutas sobre os parametros utilizados para
tratamento (Adaptado de WONG et al., 2007)

Parémetro Dor Inflamacao Extensibilidade | Cicatrizacéo Edema
Frequéncia:
tecidos
superficiais
1 MHz 14.0% (17) 10.1% (15) 15.8% (23) 13.5% (14) | 11.1% (9)
3 MHz 86.0% (104) | 89.9% (133) 84.2% (123) 86.5% (90) | 88.9% (72)
Frequéncia:
tecidos profundos
1 MHz 95.0% (113) | 94.0% (140) 93.9% (139) 95.2% (99) | 93.9% (77)
3 MHz 5.0% (6) 6.0% (9) 6.1% (9) 4.8% (5) 6.1% (5)
Intensidade:
tecidos
superficiais
<1 W/cm? 9.8 % (12) 22.3% (23) 26.9% (32) 18.8% (18) | 35.8% (24)
1-2 W/cm? 71.8% (74) 66.4% (79) 83.7% (103) 75.0% (72) | 59.7% (40)
>2 W/cm? 5.8% (6) 6.7% (8) 6.5% (8) 6.3% (6) 4.5% (3)
Intensidade:
tecidos profundos
<1 W/cm® 4.0% (4) 9.8% (12) 7.2% (9) 6.2%(6) 16.9% (11)
1-2 W/cm? 88.0% (88) 82.8% (101) 82.4% (103) 87.6% (85) | 80.0% (52)
>2 W/cm® 8.0% (8) 7.4% (9) 10.4% (13) 6.2% (6) 3.1% (2)
Modo de
operagao
Pulsado 20% 7.9% (11) 26.5% (44) 1.2% (2) 16.8% (21) | 37.5% (36)
Pulsado 50% 17.1% (24) 44.0% (73) 5.3% (9) 30.4% (38) | 44.8% (43)
Continuo 75.0% (105) 29.5% (49) 93.6% (160) 52.8% (66) | 17.7% (17)
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QUADRO 4- Uso do ultrassom e seu nivel de evidéncia durante as fases do
processo de cicatrizagéo e reparo (MICHLOVITZ et al., 2012).

FASE EFEITO NIVEL DE EVIDENCIA

Inflamatéria Libera fatores de crescimento in vitro e 5

em modelos animais

Angiogénese promovida pelo UST 5

pulsado- modelo animal

Proliferativa Angiogenése promovida pelo UST 5

pulsado- modelo animal

Fibroplasia promovida pelo UST 5
pulsado- modelo animal
Remodelamento Elevacéo de temperatura pelo UST Pouca evidéncia
continuo

No entanto, Bassoli et al. (2001), utilizando a frequéncia de 1,5 MHz, pulsado
100 Hz, intensidade de 0,016 W/cm? encontraram neovascularizacdo da area,
aumento de miofibroblasto, mitose das células satélites e aceleracdo da
regeneracdo no mausculo gluteo maximo de rato lesionado por contusao.
Corroborando com esse estudo, Piedade e colaboradores (2008) avaliaram a
aplicacdo do UST pulsado no musculo gastrocnémio lacerado de ratos e observaram
aumento significativo na quantidade de miotubos na zona de regeneracao, aos 14
dias, no grupo tratado com UST. Nesse mesmo trabalho observaram o aparecimento
precoce de fibras de colageno tipo | aos 4 dias apés a lesdo, com melhor arranjo
estrutural e alinhamento dos miotubos em formacéo, no grupo tratado com UST.

Em um artigo de revisdo publicado em 2011, Fernandes et al. relataram que
ha poucas evidéncias na utilizacdo do UST em contusdo. Assim, estudos que
investiguem os efeitos do UST bem como a associagcdo com 0 exercicio, Sao

importantes para evidenciar a pratica clinica.

4.7 ALONGAMENTO

Os exercicios de alongamento muscular estdo entre 0s mais comumente

utilizados na reabilitacdo e na pratica esportiva. S8o técnicas utilizadas para
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aumentar a extensibilidade musculotendinea e do tecido conjuntivo muscular e
periarticular, contribuindo para aumentar a flexibilidade, amplitude de movimento e
comprimento musculo tendineo (HERBERT; GABRIEL, 2002; GAJDOSIK, 2001;
FELAND et al., 2001).

Existem basicamente trés técnicas de alongamento: balistico, estatico e
facilitacdo neuromuscular proprioceptiva (FNP) (ZAKAS et al.,, 2005; NELSON;
BANDY, 2004). Além dessas, outras podem ser adicionadas como: alongamento
passivo (o individuo ndo contribui para gerar a forca de alongamento); ativo-passivo
(o alongamento é completado por uma forca externa); ativo-assistido (é completado
pela contragdo ativa inicial do grupo de musculos agonistas); ativo (realizado pelo
préprio individuo) (ALTER, 2004).

O alongamento balistico esta associado com movimentos de balancar, saltar,
ricochetear e movimentos ritmicos (ALTER, 2004). No método estatico, 0 membro é
mantido em posi¢do estacionaria em seu maior comprimento possivel por um
periodo de 15 a 60s (ZAKAS et al., 2005; FELAND, 2001, BANDY; IRON, 1997). A
FNP ¢é definida como um “método de promover ou acelerar o mecanismo
neuromuscular pela estimulagdo dos proprioceptores” (KNOTT; VOSS, 1968).
Utilizam a resposta fisiolégica de inibicdo reciproca na qual a contragdo isométrica
de um mausculo é seguida de relaxamento e inibicdo de seu antagonista, com o
objetivo de estimular os mecanismos neurais de contracao e relaxamento (MATTES,
1996). Também pode envolver uma contracdo isométrica de um musculo alongado,
seguido de um alongamento maior, ativa ou passivamente (BANDY; IRON, 1997),
com padrbes de movimento em espiral e diagonal (SURBURG; SCHRADER, 1997).

Entre as técnicas de alongamento pela FNP, citadas por Surburg e Schrader
(1997) estdo: Contrair-Relaxar (CR), Manter-Relaxar (MR), Contrair-Relaxar-Contrair
(CRC), e Manter-Relaxar- Contrair (MRC). Assim, o alongamento pela FNP tornou-
se uma modalidade comumente utilizada para induzir relaxamento muscular e assim
superar a resisténcia ao movimento e posteriormente aumentar a ADM da
articulacdo (FERBER et al., 2002; COELHO, 2007). Porém, segundo Feland et al.
(2001), o alongamento estatico € o mais utilizado, pois € mais simples e confortavel,
para idosos.

No estudo de Bandy e Iron (1997), realizado em humanos, verificou-se que o
tempo de manutencgdo de 30s foi eficaz para aumentar a flexibilidade dos muasculos

isquiotibiais de adultos jovens. Os mesmos autores, posteriormente, analisaram a
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quantidade de repeticbes que deveria ser realizado o exercicio por dia e nao
encontraram diferencas entre 0os grupos que realizaram 3 vezes ao dia e 0 que
realizou somente uma vez. Zito et al. (1997) verificaram que o alongamento passivo
mantido durante 15s ndo aumentou a ADM do tornozelo. Roberts e Wilson (1999)
compararam o alongamento mantido 5s, repetido 9 vezes e mantido 15s, por 3
vezes, ambos realizados 3 vezes por semana durante 5 semanas, em universitarios
praticantes de atividade fisica, concluindo que o segundo grupo foi mais eficaz no
aumento da ADM passiva e ativa de flexdo de quadril e flexdo e extensao de joelho.

Sobre o nimero de repeti¢cdes para realizacdo do alongamento, Taylor et al.
(1990) relataram em estudo experimental com coelhos, que sdo necessarias no
minimo 4 repeticBes para alterar a extensibilidade da unidade musculo tendéo.

O estimulo de alongamento € transmitido para o meio intracelular por
mecanismo denominado mecanotransdugéo (DEYNE, 2001). Este mecanismo inclui
uma cascata de reacdes que transmite o estimulo desde a matriz extracelular
(endomisio), passando pelo sarcolema, atingindo as proteinas do costamero, sendo
transmitido até a linha Z e o ndcleo da célula, ativando a expresséo génica e sintese
proteica, desencadeando o processo de miofibrilogénese (DEYNE, 2001; PEVIANI
et al, 2007; SANGER et al., 2002). Microscopicamente, podem ser observadas
mudancas morfofuncionais provocadas pelo alongamento na célula, tais como:
adicdo de sarcomeros em série (WHATMAN et al., 2006; COUTINHO et al., 2004);
aumento na ASTFM (COUTINHO et al., 2004); reorganizacdo molecular das fibras
coldgenas (COUTINHO et al., 2006); reducdo do processo de fibrose e melhora na
regeneracao muscular (HWANG et al., 2006).

Dessa forma, muasculos encurtados e lesados podem adaptar-se apdés o
treinamento com exercicios de alongamento, associado ou ndo a recursos térmicos
(KNIGHT et al., 2001; HWANG et al., 2006).

A resisténcia do comprimento passivo do musculo é influenciada pela soma
das proteinas contrateis, ndo contrateis e tecido conjuntivo, que se adaptam as
cargas impostas pelas demandas do alongamento (WEPPLER; MAGNUSSON,
2010). Varias teorias explicam o aumento da extensibilidade apds o alongamento,
dentre elas: deformacéao viscoelastica e plastica, aumento dos sarcOmeros em série
e relaxamento muscular (WEPPLER; MAGNUSSON, 2010). As deformacdes
plasticas e elasticas podem ocorrer no tecido conjuntivo quando submetido ao

alongamento (Gajdosik, 2001), sendo que alteracdes plasticas modificam a estrutura
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do musculo e sdo mais duradouras (WILLY et al., 2001) e as elasticas retornam a
forma original apés alguns minutos (TAYLOR et al., 1990; RYAN et al., 2008). Em
relacdo aos sarcoOmeros em série, estudos animais demonstraram aumento no
namero dos sarcomeros, quando o musculo era imobilizado em posicdo de
alongamento (TABARY et al, 1972, GOLDSPINK et al., 1974, WILLIAMS;
GOLDSPINK, 1978). Sobre a teoria do relaxamento neuromuscular, acredita-se que
0 musculo possui um “reflexo de alongamento” que pode limitar a extensibilidade,
sendo indicada a realizacdo do alongamento estatico vagarosamente para ocorrer a
adaptacao do reflexo e causar o relaxamento da musculatura (CHAN et al., 2001,
BANDY; IRON, 1997).

Os efeitos do alongamento podem ser divididos em agudo e crénico. Definem-
se por efeitos agudos aqueles analisados e avaliados imediatamente apos a
realizagdo do alongamento (KOKKONEN et al., 1998, NELSON et al.,, 2005;
KOKKONEN et al.,, 2007, BARANDA; AYALA, 2010), e por efeitos cronicos quando
investigados e avaliados apos prética regular (semanas ou meses), compondo um
treinamento com exercicios de alongamento (KOKKONEN et al., 2007, BARANDA,;
AYALA, 2010).

Os efeitos a curto prazo sédo gerados pelo alongamento de segundos e
minutos e envolvem alteracdes no tecido muscular e conjuntivo (BLACK et al.,
2006), alterando o comprimento musculotendineo e dos sarcémeros (TAYLOR et al.,
1990; GORDON et al., 1966). Os efeitos imediatos causados pelo alongamento de
até 60s alteram as propriedades viscoelasticas do musculo e causam reducdo da
resisténcia ao alongamento (KUBO et al., 2002). Outros estudos (MAGNUSSON et
al., 1995 e 1996; McHUGH; NESSE, 2008) demonstraram que o alongamento com
duracdo de 90s repetidos 4 ou 5 vezes diminui a resisténcia passiva ao
alongamento, sendo esse efeito mais prolongado do que os alongamentos
realizados por 30s com 4 repeticbes ou 45s com 2 repeticdes (RYAN et al., 2008).
Esses autores concluiram que o tempo minimo de duragéo total do alongamento
para promover efeitos prolongados sdo 4 min. Os efeitos a longo prazo (varias
semanas) sao, principalmente, a hipertrofia induzida, a qual parece aumentar a forca
tecidual (KUBO et al., 2002).

Em estudos animais verificou-se aumento da ASTFM (SECCHI et al., 2008) e
do numero de sarcdmeros em série (SALVINI et al., 2006; SECCHI et al., 2008) e
reducdo da atrofia muscular (GOMES et al., 2004; COUTINHO et al., 2004) apos



55

alongamento passivo estatico. Coutinho et al. (2004) aplicaram protocolo de
alongamento muscular estatico em ratos (40 min, 3 vezes por semana) onde
verificaram aumento tanto no numero de sarcoOmeros em série como na ASTFM.
Secchi et al. (2008) também encontraram aumento na ASTFM quando foi realizado
alongamento em ratos apenas 2 vezes por semana (sessoes de 40 min).

O estudo de Bertolini et al. (2009) verificou os efeitos do alongamento passivo
de 3 séries de 30s, 3 vezes por semana, durante 3 semanas, no musculo séleo de
ratos, com uso prévio do UST (1 MHz, continuo, 5 min com intensidade variada de
0,2, 0,5 e 1,0 W/cm?). As varidveis analisadas foram comprimento muscular, nimero
e comprimento de sarcOmeros, sendo que foi encontrado aumento significativo
somente no comprimento muscular.

Polizello et al. (2009) avaliaram as propriedades de carga e alongamento nos
limites maximos e proporcionais, rigidez e resiliéncia no musculo gastrocnémio de
ratas. Foi realizado alongamento manual passivo, 10 repeticbes de 30s, por 10 dias
consecutivos uma ou duas vezes ao dia, apés 14 dias de imobilizacdo em
plantifiexdo maxima. Verificou-se que o alongamento realizado uma vez ao dia
restaurou as propriedades mecanicas do tecido muscular. Menon et al. (2007)
imobilizaram (em posi¢éo de encurtamento) o musculo séleo de ratos por 21 dias e
realizaram o alongamento por 3 repeticbes de 30s, a cada 48h durante 3 semanas.
As variaveis analisadas foram peso muscular, comprimento muscular e numero de
sarcOmeros e verificou-se que o alongamento apds imobilizacdo manteve o
comprimento muscular e nimero de sarcomeros, mas ndo evitou a perda do peso
muscular.

Apesar dos muitos estudos realizados com o alongamento, a maioria avaliou
musculos que ndo foram submetidos a lesdo, sendo necessaria a realizacdo de
pesquisas que avaliem o efeito do alongamento em musculos lesados submetidos a

terapéutica isolada ou associada a recursos eletrotermofoterapéuticos.

4.7.1 Alongamento e contusao muscular

A influéncia do exercicio na regeneragcdo muscular vem sendo investigada,
porém, ainda sem consenso (JARVINEN et al, 2005;2007; REURINK et al., 2012,
MASON et al., 2007;2012). Sabe-se que a mobilizacdo provoca aumento no nimero

de miotubos, rapido e intenso crescimento dos capilares, formacéo e orientacéo do
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tecido de cicatrizacdo e ganho de forca ténsil (LEHTO; JARVINEN, 1991; LEECH,
1997). Entretanto, ha poucos estudos que investigaram 0s mecanismos de
regeneracdo apos tratamento da contusdo muscular incluindo exercicios de
alongamento (HWANG et al., 2006; KANNUS et al., 1992).

Segundo Kannus et al. (1992), ap6s uma lesdo, o alongamento muscular
controlado e movimentos articulares melhoram, respectivamente, a orientagédo das
fiboras de colagenos e a atrofia muscular. Lehto et al. (1985) encontraram que a
imobilizacédo, apods a lesdo muscular, acelera a producéo de tecido de granulacdo e
que 5 dias de imobilizacdo em ratos, sdo benéficos para permitir subsequente
mobilizagdo, sem causar trauma no tecido em cicatrizagao.

O estudo de Hwang e colaboradores (2006) comparou o efeito da decorina,
uma proteoglicana humana de acéo antifibrotica, com o alongamento muscular do
gastrocnémio, mantido por 5s e intercalado com 5s de repouso, num tempo total de
15 min, realizados ap0s 2,7, e 14 dias da lesdo muscular em ratos. Encontrou-se
que o grupo que utilizou a decorina demonstrou melhores resultados na
regeneracao, fiborose e nas propriedades contrateis. Porém, dos grupos que foram
submetidos ao alongamento, verificou-se que o0 grupo que iniciou apos 14 dias,
obteve melhores resultados no nivel de fibrose (50% menor), no nimero de
miofibras regeneradas e maior comprimento muscular.

O estudo de Gregory et al. (1995) analisou os efeitos da natacdo e corrida
imediatamente e 72h apos a lesdo do biceps femoral de ratos e foi observada
diminuicdo do numero de leucdcitos, eritrécitos e fibras coladgenas, nos grupos
mobilizados imediatamente apds a lesdo, demonstrando que o exercicio imediato
melhora a resposta a lesdo. Jarvinen (1976) avaliou os efeitos da caminhada na
esteira, apos lesdo do gastrocnémio e concluiu que a mobilizacdo precoce,
imediatamente apds a lesdo, restaurou forca mais rapidamente que no musculo
imobilizado. Também encontrou que esse exercicio ocasionou diminuicdo mais
rapida dos mediadores quimicos da inflamag&o como leucdcitos e eritrocitos.

Em estudo histomorfométrico do musculo séleo, em ratos, que tiveram a
articulacéo tibio-tarsica imobilizada em plantiflexdo (encurtamento do musculo
s6leo), por 3 semanas, foram encontrados: atrofia muscular e sinais de lesdo e
degeneracdo muscular (GOMES et al., 2007). Estes mesmos sinais foram
encontrados em musculos que foram alongados 3 ou 1 vez por semana, mostrando

gue mesmo com o alongamento, ndo houve diminuicdo dos sinais histopatoldgicos.
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No entanto, quando se avaliou a ASTFM, o grupo que foi imobilizado e alongado 3
ou 1 vez por semana, por 40 min, apresentou menor atrofia quando comparado ao
grupo que foi somente imobilizado em posicdo de encurtamento (COUTINHO et al.,
2004; GOMES et al., 2004). Estes resultados sugerem que mesmo em musculo
lesado, submetido a um protocolo de longa duracdo de alongamento (40 min), pode-
se minimizar a atrofia muscular. Desta forma, sugerem-se investigagbes com
protocolos de alongamentos de curta duracdo, comumente utilizados na clinica, isto
€, entre 15s-1min, em mausculos lesados por contusédo, para melhor elucidacdo do

efeito do alongamento em musculos lesados.

4.8 ARQUITETURA MUSCULAR

Segundo Lieber (2002) para se analisar a arquitetura muscular € importante
avaliar a massa muscular, o comprimento muscular, ASTFM e o comprimento do
sarcomero. Weppler e Magnusson (2010) ainda afirmam que a analise da
extensibilidade muscular dever ser realizada de maneira multidimensional, isto &,
avaliando o comprimento muscular, nimero de sarcobmeros em série, comprimento
dos sarcomeros, ASTFM e tensao muscular em relagéo ao tempo.

Como descrito anteriormente, o alongamento pode influenciar a resisténcia do
comprimento passivo do musculo e consequentemente aumentar sua extensibilidade
(WEPPLER; MAGNUSSON, 2010).

Em estudo com ratos, Coutinho et al. (2004) encontraram aumento no
comprimento muscular apés alongamento do musculo séleo, com duracdo de 40
min,3 vezes por semana, durante 3 semanas. Bertolini et al (2009) avaliaram o
comprimento muscular ap6s a aplicacgdo do UST antes da realizacdo do
alongamento do musculo gastrocnémio higido de ratos. Foram realizadas 15
aplicacoes de UST associadas ao alongamento (3 séries de 30s, diariamente, por 3
semanas) e foi encontrado aumento significativo no comprimento muscular,nos
grupos tratados com UST de 0,5 e 1 W/cm? no modo continuo. Entretanto, o grupo
que realizou somente alongamento ndo apresentou aumento no comprimento
muscular, mostrando o efeito no UST no aumento da sua extensibilidade. Esse
efeito também foi encontrado em estudos com humanos que verificaram aumento da
dorsiflexdo do tornozelo nos individuos em que foi aplicado o UST (1,5 W/cm?,

continuo por 7 min) anterior ao alongamento (KNIGHT et al., 2001).
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Uma das teorias que explicam o aumento da extensibilidade é o aumento do
namero dos sarcomeros (WEPPLER; MAGNUSSON, 2010). Estudos com animais
experimentais demonstraram aumento no numero dos sarcémeros, quando o
muasculo era imobilizado em posicdo de alongamento (TABARY et al.,, 1972,
GOLDSPINK et al., 1974, WILLIAMS; GOLDSPINK, 1978, WILLIAM, 1990;
COUTINHO et al., 2004; SALVINI et al., 2006; MENON et al.; 2007). Secchi et al.
(2008) observaram aumento no namero de sarcomeros no musculo soleo higido de
ratos submetidos ao alongamento, mantido por 40 min, 2 vezes por semana, durante
0ito semanas consecutivas.

Em relagdo ao comprimento dos sarcOmeros, sabe-se que a tensao
isométrica maxima € produzida quando o sarcbmero atinge um comprimento
préximo ao comprimento da sua posicdo em repouso (2.0-2.25mm). Essa tensao
diminui quando os sarcomeros séo alongados ou encurtados (GORDON et al. 1966).
Williams & Goldspink (1971) identificaram que o0 musculo aumentava seu
comprimento através da adicdo de sarcomeros ao longo das fibras musculares e
verificaram que as fibras musculares esqueléticas adaptam-se a diferentes graus de
alongamento, com provavel remog¢éo ou adicdo do nimero de sarcémeros em série,
conforme a demanda funcional e o grau de tensdo a que o musculo era submetido.
Coutinho et al. (2004) demonstraram que sessbOes de alongamento sustentado
durante 40 min, a cada 3 dias durante 3 semanas, no musculo séleo imobilizado em
posicdo de encurtamento, aumentam o comprimento do sarcomero e diminuem o
namero de sarcdmeros quando comparado ao membro contralateral. Em
contrapartida, o grupo que s6 alongou, sem ficar imobilizado, ndo obteve mudanca
nessa variavel.

A ASTFM é diretamente proporcional a tenséo tetanica maxima na fibra
isolada que pode ser gerada pelo musculo (LIEBER, 2002). O aumento da ASTFM
(crescimento radial) e o aumento do numero de sarcomeros em série (crescimento
longitudinal) sdo causados pelo incremento da sintese proteica (KOH, 1995). Esse
incremento pode ser gerado pela aplicagdo do UST (STARKEY, 2001) e pelo
alongamento (GOLDBERG et al., 1975; GOLDSPINK, 1977; GOLDSPINK et al.,
1995) e consequentemente causar o aumento da ASTFM. Porém, tanto o estudo de
Lopes et al. (2005) que realizou a aplicagdo do UST em musculos sadios de
coelhos, quanto o de Wilkin et al. (2004) e Market et al. (2005) que aplicaram o UST

apos contusdao muscular, ndo encontraram mudancas na ASTFM. Os estudos
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existentes de alongamento e ASTFM em animais avaliaram musculos higidos
(Secchi et al., 2008) ou imobilizados (Coutinho et al., 2004). Secchi et al. (2008)
verificaram que o alongamento sustentado durante 40 min, 2 vezes por semana,
aumentou a ASTFM do grupo alongado em relacdo ao controle. Coutinho et al.
(2004) verificaram que o alongamento de 40 min pode evitar a atrofia muscular em
musculos imobilizados e pode aumentar a ASTFM em mdusculos higidos. Porém,
ainda ndo ha indicativos de que o UST e o alongamento possam auxiliar no
incremento da ASTFM em musculos lesionados.

Além de todos esses mecanismos que avaliam a plasticidade musculo
esquelética, ainda pode ser realizado o estudo de proteinas envolvidas no processo
de reparo muscular, tais como a desmina e laminina, importantes para esclarecer 0os

processos celulares envolvidos na adaptacdo muscular apos a lesdo muscular.

4.9 DESMINA

A desmina é proteina de filamento intermediario muscular especifico, expressa
desde o inicio da formacédo de células esqueléticas, cardiacas e lisas (CAPETANAKI
et al., 1997).

A desmina esta concentrada na linha Z no espaco extramiofibrilar, na juncéo
neuromuscular e miotendinosa, proximas aos costameros, ao redor das mitocondrias
e na periferia dos nucleos celulares (SHAH et al.,, 2004). Na FIGURA 3 esta
demonstrada, no desenho esquematico, a estrutura do sarcomero com as proteinas
gue contribuem para a sua manutencéao e funcéo, das quais se destaca a desmina.

A funcdo da desmina é manter a integridade funcional e estrutural da
miofibrila, trabalhando como uma proteina citoesquelética unindo a linha Z ao
sarcolema no musculoesquelético (FUCHS; CLEVELAN, 1998). Também conecta a
linha-Z aos costameros e desmossomas na periferia da célula muscular,
contribuindo para a integridade mecanica da célula muscular (LAZARIDES;
HUBBARD, 1976). A perda de desmina gera desalinhamento da miofibrila e ruptura
dos costameros (SHAH et al, 2012).

Além do seu papel na estrutura mecéanica, um citoesqueleto bem conectado
também fornece meios para estabilizar a membrana da célula e para transmitir sinais
extracelulares mecéanicos para a estrutura do sarcomero (MANIOTIS et al., 1997,

MILNER et al., 2000). Demonstra-se que a desmina € importante para a manutencao
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do posicionamento e transmissdo de cargas mecéanicas nucleares através do
citoesqueleto. A propagacdo eficaz do sinal mecénico através da célula tem
implicacdes significativas para a transmissao da forca e a iniciacdo da transducao

do sinal em cascata dentro da fibra e do nucleo (ZEHLIN et al., 1997).

Nebulina
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Tropomiosina Actina
/ Troponina

FIGURA 3- Proteinas auxiliadoras na manutencdo do sarcébmero (adaptado de
DUBOWITZ; SEWRY, 2007).

Sabe-se que atividades fisicas intensas, como contracdes excéntricas
repetidas, estdo associadas com lesdo na ultraestrutura muscular, como
hiperalongamento dos sarcémeros, desorganizacdo dos miofilamentos, lesdo nos
tibulos-T tanto em animais como em humanos (KJAER, 2004). A FIGURA 4
demonstra 0os mecanismos envolvidos quando o musculo é submetido a carga
mecanica.

Dados morfoldgicos sugerem que os filamentos de desmina implicam na
resisténcia muscular e sdo essenciais para manter a integridade da miofibrila em
estresse (LI et al., 1997). Ao alongar-se localmente, os sarcomeros perdem a
capacidade de gerar e transmitir forca ativa e a desmina € responsavel por
retransmitir a tenséo e evitar a interrupcao da transmissao de for¢ca entre sarcémeros
adjacentes (WANG et al., 1993). Mecanicamente, a falta de desmina resulta em
diminuicdo da forca isométrica maxima, aumento da fadigabilidade, pobre ligacéao
transversal e longitudinal e leve aumento na rigidez passiva da fibra muscular
(SHAH et al., 2012).
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FIGURA 4- Mecanismos envolvidos no musculo submetido a carga mecéanica
intensa e resposta adaptativa da matrix extracelular (adaptado de KJAER,
2004).TGF-B: fator de transformagédo do crescimento; HGF: fator de crescimento
hepatocito; PICP (terminal COOH propeptideo do colageno tipo 1); NCAM- molécula
de adeséo celular neural; FA-1- antigeno fetal 1; OH- hidroxila.

A desmina € excelente marcador para identificar mioblastos e miotubos ativos in
vivo e também importante indicador de lesdo muscular (LIEBER et al., 1996). Ela
também é expressa em baixas concentracdes nas células satélites e na replicacédo
de mioblastos (CAPETANAKI et al., 1997). Na miogénese, a desmina € expressa
antes da titina, actina de musculoesquelético, cadeias pesadas de miosina e
nebulina. A medida que os mioblastos vao se fundindo, a desmina se acumula e
tornar-se mais organizada (CAPETANAKI et al., 1997). Smythe et al (2001)
verificaram que a auséncia de desmina prolonga a formag¢éo de mioblastos e retarda
a fusdo dos miotubos na regeneracao de enxerto de masculos.

O UST, amplamente utilizado para tratamento das lesdes musculares, age
como estimulador de células precursoras miogénicas e proliferacdo de fibroblastos
apos a contusdo muscular (RANTANEN et al., 1999). Essa acgéo ¢é identificada pela

da imunohistoquimica da desmina, por ter sido verificado aumento da expressao
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desta proteina, em musculos de ratos submetidos a contusdo muscular e tratados
com o UST (PIEDADE et al, 2008). Desta forma, Piedade et al. (2008) e Shu et al.
(2012) concluiram que esse recurso pode favorecer a regeneracao tecidual, porém,
ndo foi investigado o0s seus efeitos associados ao alongamento no

musculoesquelético lesionado.

4.10 LAMININA

A lamina ou membrana basal € uma cobertura fina, porém, resistente, que
possui importante papel no controle do comportamento celular (ENGBRING et al.,
2003). Na sua composicdo estdo presentes proteinas como o colageno do tipo IV,
sulfato heparam, fibronectina, entactina, laminina e proteoglicanas como
perclaranas, agrinas e barnacanas (ENGBRING et al., 2003; HIROTA, 1990). A rede
polimérica de laminina e colageno IV torna-se conectada com a entactina e essas
multiplas interacBes tornam-se cruciais para a formacao e estabilidade da membrana
(AUMAILLEY et al., 2000).

A integridade da lamina basal é importante para o sucesso da regeneracao,
para a formagcdo e orientacdo espacial dos novos miotubos e desenvolvimento
minimo de fibrose (ENGEL; ARMSTRONG, 1994). Quando a membrana esté intacta,
o tempo de regeneracdo pode ocorrer em 7 dias e quando ela € destruida
extensamente pode levar até 21 dias (SVERZUT; CHIMELLI, 1999).

As lamininas sdo uma familia de glicoproteinas de fundamental importancia
no desenvolvimento embrionario, além de terem papel importante em processos de
diferenciacdo, migracdo e adesdo celular e no tecido muscular na adeséo
mioblastica e formacao dos miotubos (FOSTER et al., 1987).

Os efeitos bioldgicos das lamininas sdo em grande parte mediados por
receptores de superficie que ligam as matrizes de lamininas as vias de sinalizacao
intracelular (DURBEEJ, 2010). A laminina é o maior componente da membrana
basal, formando uma rede proteica que organiza a propria formacdo dessa matriz
extracelular especializada (DURBEEJ, 2010). Também pode ser encontrada
revestindo epitélios, vasos sanguineos, nervos e subjacente as meninges.

As lamininas sdo compostas por trés subunidades: uma subunidade a, uma 3
e uma y, produzindo uma molécula com um brago longo e trés curtos em formato de

cruz ou T. Lamininas que possuem trés bracos curtos contribuem para montagem da
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membrana basal por ancoragem as superficies celulares, polimerizacéo e vinculada
a entactina e colageno IV (GAWLIK; DURBEEJ, 2011) (FIGURA 5).
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FIGURA 5- Desenho esquematico da laminina demonstrando a organizacdo dos
seus dominios 111 e 121. LG: dominio globular G, LN: dominio globular N; S-CHO:
carboidratos sulfatados; DG: a distroglicanas; HNK-1: heparinas; a6p1, a6p34, a7p1:
integrinas. Pequena afinidade esta representada pelo asterisco (adaptado de TIMPL
et al., 2000).

Existem cerca de 6 diferentes isoformas de subunidades a, 3 isoformas 3 e 3
isoformas y, que podem originar 16 diferentes lamininas, resultado das possiveis
combinacgdes entre as diferentes subunidades (DURBEEJ, 2010). Em cada cadeia
estdo incluidos os dominios globulares N- terminal (LN), dominios globulares
internos (L4 e IV) e no C- terminal do braco longo, o dominio globular G (Miner et al,
2004).

As lamininas sao classificadas de acordo com a interagdo com a matriz
(polimerizacéo, adesao a niddégenos entre outras glicoproteinas) e interacdes com a
superficie celular (com glicolipidios, proteoglicanas e glicoproteinas). Muitas ligacdes
nao estdo relacionadas a adesao celular e sdo encontradas nos bracos curtos. Ja as
interacbes mediadas por receptores (como as integrinas) localizam-se nas por¢coes
C e N- terminal da subunidade a (MINER et al., 2004).

A laminina 1 é o primeiro componente da rede de formacao expressa durante
o desenvolvimento e tem importante papel inicial para o suporte da membrana
(AUMAILLEY et al., 2000). As concetracbes de laminina a4 e a5 diminui com o
tempo e ndo sdo detectaveis no sarcolema no final da primeira semana pés natal
(SOROKIN et al., 2000). A subunidade a2 € a unica laminina expressa ha membrana
basal extrasinaptica (GAWLIK; DURBEEJ, 2011). A membrana basal de células
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maduras musculoesqueléticas contém laminina 211 e 221. Estas provém suporte
estrutural forte nas células musculares e se unem a outras proteinas de matriz como
nidogenes (que conectam a rede de laminina com a rede de colageno), fibulinas e
agrinas (GAWLIK; DURBEEJ, 2011). A laminina-211 no sarcolema € extremamente
importante para manutencao e estabilizacdo da diferenciacdo muscular (PATTON et
al., 1999). Lamininas sdo componentes chaves na arquitetura da membrana basal, e
guando ocorrem mutacfes em suas estruturas podem levar a doencas genéticas
humanas, como por exemplo a distrofia muscular (MINER et al., 2004).

As lamininas sao essenciais para 0 desenvolvimento e organogénese
embrionéaria e tem fungéo crucial em varios tecidos incluindo musculos, nervo, pele,
rim, pulméo e vasculatura (DURBEEJ, 2010). As mudancas no arranjo da laminina
na membrana basal nos miotubos maduros para miofibras ocorrem no periodo
perinatal em humanos e ratos (PATTON et al, 1997). Em ratos a laminina aparece
na membrana basal no 11° dia da embriogénese e em humanos a partir da 172
semana de gestacédo, alcancando seu pico na 212 semana (GAWLIK; DURBEEJ,
2011).

A variante da laminina predominante na membrana basal do masculo estriado
do adulto é a laminina 211 ou também chamada de merosina. A deficiéncia em
merosina condiciona interrupcdo da ligagdo entre a matriz extracelular e o
subsarcolema do citoesqueleto, causando degradacdo muscular (ERVASTI, 1993).
Outra variante também presente no musculoesquelético é a laminina 221 (GAWLIK;
DURBEEJ, 2010). A laminina é expressa quando ha integridade da lamina basal
(HAAS et al., 2001).

As lamininas ligam-se aos componentes da superficie celular, em especial
com as integrinas e as distroglicanas (DURBEEJ, 2010). As distroglicanas séo
altamente glicosiladas, sédo proteinas expressadas ubiquitinamente que consiste de
duas subunidades a a e a f (DURBEEJ, 2010). No musculoesquelético o complexo
distrofina-glicoproteina une a laminina 211 aos componentes intracelulares distrofina
e actina (SOROKIN et al, 2000). A integrina a7f1 é a segunda unidade
transmembranica que une a laminina ao citoesqueleto (SOROKIN et al., 2000).
Tanto a distroglicana quando a integrina a7p1 contribuem para a producgao de forga,
mas somente a distroglicana esta envolvida na ancoragem da membrana basal ao
sarcolema (SOROKIN et al., 2000) (FIGURA 6).
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FIGURA 6- Receptores de laminina 211 e sua ligacdo com as integrinas e
distroglicanas. Adaptado de DURBEEJ, 2010.

A membrana estd constantemente sendo remodelada por processos de
rupturas e sinteses de glicoproteinas como a laminina (ENGBRING et al., 2003).
Este processo é extremamente importante na inflamagéo e reparo, pois a membrana
necessita ser fragmentada para que haja a entrada e saida de células que
participam do processo inflamatério (ENGBRING et al., 2003). A perda da membrana
basal, evidenciada pela diminuicdo da expressao da laminina e do colageno IV, tem
sido observada em areas com perda de diferenciacdo (HAAS et al, 2001; GARCIA
et al, 2006). Verifica-se, portanto, que a laminina € importante em processos de
diferenciacdo, migracdo e adesao celular (DURBEEJ, 2010). O mecanismo de
lesdo/regeneracdo depende da integridade da lamina basal e de glicoproteinas de
adesdo, como a laminina (DURBEEJ, 2010). A lamina basal integra favorece a
formacdo e orientacdo espacial dos novos miotubos e desenvolvimento minimo de
fibrose (ENGEL; ARMSTRONG, 1994).
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5. MATERIAL E METODO

5.1 ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Apés aprovacdo do projeto pelo comité de ética em experimentacdo animal
(CEEA) da Universidade Federal do Parana (Certificado n°® 491/2010), foram
selecionados 33 ratos albinos jovens (8-9 semanas, 219+35g). Os animais foram
agrupados (4 ratos por gaiola) e mantidos em gaiolas plasticas padrdo, em
condicbes ambientais controladas (luminosidade: 12 h de ciclo claro/escuro) com
livre acesso a agua e racdo peletizada, no biotério das Faculdades Integradas do
Brasil (Unibrasil). O projeto foi conduzido segundo as normas internacionais de ética
na experimentacao animal (National Research Council, 1996).

Os animais foram divididos em quatro grupos e todos foram ortotanasiados no
8° dia ap0s o inicio do experimento (FIGURA 7):

- Grupo Controle (GC, n=3): os ratos deste grupo nao tiveram o musculo
gastrocnémio direito (MGD) submetido a contusdo e ndo receberam nenhum
tratamento. Permaneceram no biotério durante 8 dias.

- Grupo Lesado (GL, n=10): os ratos deste grupo tiveram o MGD submetido a
contusdo, como descrito por Minamoto et al. (2001). Permaneceram no biotério
durante 8 dias.

- Grupo Alongamento (GA, n=10): o MGD do rato ndo foi submetido a contuséao,
porém, foi realizada 1 sessao diaria de alongamento, iniciada 72h apdés a chegada
do animal ao biotério, durante 5 dias consecutivos. O protocolo de alongamento
manual passivo do MGD consistiu de 4 repeticées (TAYLOR et al., 1990), com
duracdo de 30s, com intervalo de 30s entre cada repeticdo (POLIZELLO et al.,
2009).

- Grupo Lesédo e Alongamento (GLA, n=10): o MGD foi submetido a contuséo, e,
apos 72h, foi iniciado o alongamento manual passivo do MGD, seguindo o0 mesmo
protocolo descrito anteriormente.

Todos os ratos de todos os grupos foram submetidos a ortotanasia no 8° dia.

Neste estudo ndo houve perda amostral em nenhum grupo experimental.
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- Sem - Contuséo - Apos 72 h de - Contuséo
intervencéo. chegada no biotério
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-Permaneceu 1 1 semana no alongamento (4 contusdo foi iniciado
semana no biotério repetiches de 30s, o alongamento (4
biotério diariamente, por 5 repeticbes de 30 s,
dias). diariamente, por 5
dias.
Desfechos:

- Peso corporal
- Peso muscular
- Comprimento muscular

- Namero e comprimento dos sarcémeros

Ortotanasia no 82 dia

Retirada ambos gastrocnémios

FIGURA 7- Fluxograma do estudo- Parte |
5.2 PROTOCOLO PARA PROMOVER A CONTUSAO MUSCULAR

Os animais foram anestesiados com Ketamina (95 mg/kg) e Xylazina (12
mg/kg) intra peritoneal e mantidos em decubito ventral, com a pata direita traseira
imobilizada manualmente em extensdo de joelho. Com o0s animais sob efeito
anestésico, a contusao foi produzida por um equipamento que consiste em uma
plataforma de madeira (100 cm?) com um tubo oco de aluminio, graduado em 5 cm,
fixado perpendicularmente a plataforma, previamente descrito por Minamoto et al.
(2001). Por este tubo de aluminio correu livremente a uma altura de 37 cm, uma
carga de 200 g de aco inoxidavel, em forma de projétil, que atingiu o ventre muscular

do gastrocnémio direito na sua por¢cado medial (FIGURA 8). O local no musculo, para
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determinar a queda do projétil, foi previamente demarcado com pincel atémico e
remarcado todos os dias, para garantir que todas as aplicacbes do UST fossem
realizadas no mesmo local. O musculo gastrocnémio esquerdo ndo foi submetido a
contusdo, sendo este também utilizado como controle. Esse protocolo foi realizado

no laboratério de Fisiologia das Faculdades Integradas do Brasil (Unibrasil).

FIGURA 8- Contusao do musculo gastrocnémio. Seta- musculo gastrocnémio;
Asterisco- projétil de 200g.

5.3 PROTOCOLO PARA O ALONGAMENTO DO MUSCULO GASTROCNEMIO

Para alongamento do MGD, os animais foram posicionados em decubito
dorsal e as patas dianteiras foram imobilizadas por uma pessoa, para que outra
pessoa realizasse o alongamento manual passivo. Para tal procedimento o animal
ndo estava sob efeito anestésico. Para o alongamento foi realizada a flexdo dorsal
maxima da articulacédo tibio-tarsica,manualmente, com o joelho estendido, como
descrita por Mattiello-Sverzut et al. (2006) (FIGURA 9). O protocolo de alongamento
manual passivo do MGD foi realizado da seguinte maneira: cada alongamento foi
mantido por 30 s cada repeticdo, com 30 s de repouso entre cada repeticao
(POLIZELLO et al.,, 2009), 4 repeticdbes (TAYLOR et al.,, 1990), 1 vez por dia,
diariamente, 5 vezes por semana, de segunda a sexta-feira, por 2 semanas, isto €,
até o 21° dia do experimento, totalizando 10 aplicacbes. O procedimento para
alongamento foi realizado no laboratorio de Fisiologia das Faculdades Integradas do

Brasil (Unibrasil).
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FIGURA 9- Alongamento manual passivo do musculo gastrocnémio direito

5.4 ORTOTANASIA DOS ANIMAIS E RETIRADA DOS MUSCULOS

Apos 24h do término do experimento, 0os animais foram anestesiados intra-
peritoneal (Ketamina, 95 mg/kg e Xylazina, 12 mg/kg), para a retirada dos musculos
gastrocnémios bilateralmente. Em seguida, os animais foram submetidos a
ortotanasia com overdose anestésica.

Durante a dissecacdo, os musculos foram periodicamente gotejados com
solucdo salina (NaCl 0,9%). Posteriormente, o musculo foi pesado em balanca
eletrdnica de precisdo e apds foi mensurado o comprimento muscular por meio de
um paquimetro digital. Em seguida, o musculo gastrocnémio foi mergulhado em
solucéo de glutaraldeido (2,5%) por 3h, em seguida foi transferido para solucao de

acido nitrico (30%), por 48h e posteriormente armazenados em glicerol (50%).

5.5 ESTIMATIVA DE SARCOMEROS EM SERIE E COMPRIMENTO DOS
SARCOMEROS

Para obtencéo de fibras musculares isoladas dos gastrocnémios de ambas as
patas e avaliagcdo do numero e comprimento dos sarcOmeros em série, a porcao
lateral do masculo gastrocnémio, isto €, pré-seccionada da por¢do medial, foi fixada
durante 3 h em glutaraldeido (2,5%, vetec) e em seguida mantida, durante 2 dias,
em &cido nitrico (30%, alfa). Posteriormente foi armazenada em solucéo de glicerol
(vetec) diluida em agua destilada (50%).

Para confeccdo das laminas histologicas, cinco fibras musculares foram

isoladas, do ventre de cada musculo gastrocnémio, direito e esquerdo. O isolamento
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das fibras foi realizado com o auxilio de lupa (Toyo/vision equipamentos) e pin¢as
ultrafinas (Prolab). Em seguida, as fibras isoladas foram montadas em lamina
histologica (Perfecta, 26 x 76 mm), em meio contendo gelatina-glicerina (Sigma) e
protegidas por uma laminula (Solidor, 24 X 60 mm), para posterior observacdo em
microscopio de luz (Leica), em objetiva de 100X com 6leo de imersao (Merck). Esse
procedimento foi realizado no laboratorio de Fisiologia das Faculdades Integradas do
Brasil, em Curitiba-PR (FIGURA 10).

FIGURA 10- Musculo gastrocnémio sendo manipulado com pincas ultrafinas para o
isolamento das fibras musculares. Setas: pincas ultrafinas; asterisco: musculo
gastrocnémio sendo manipulado para o isolamento das fibras musculares.

Em cada fibra muscular, o nimero de sarcémeros em série foi identificado ao
longo de 300 ym, em microscopio de Luz (objetiva 100X, em imersao; microscopio
Leica DFC 300 Fx). Como a régua de calibracdo para o microscopio era de 100 um,
foram realizadas 3 fotos de cada fibra para totalizar 300 um (FIGURA 11). Além
disso, este procedimento foi realizado em 5 fibras de cada muasculo, de cada pata,
em todos os ratos, de todos os grupos. Ao final foi realizada a soma do niumero de
sarcomeros em cada fibra muscular, isto €, ao longo de 300 ym e a média aritmética
da quantidade de sarcdmeros em série das 5 fibras musculares isoladas de cada
mauasculo, de cada rato. A quantificacdo do numero de sarcébmeros em série foi
realizada em monitor de video, com sistema de video-imagem (Leica), acoplado ao
microscopio pertencente ao Laboratorio de Genética, no Setor de Ciéncias
Bioldgicas, da Universidade Federal do Parana-UFPR, em Curitiba-PR.
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FIGURA 11- Fotomicrografia de uma fibra muscular isolada. Faixa na cabeca da
seta representa um sarcémero que foi contado ao longo dos 100 um.

O numero total de sarcobmeros e o comprimento dos sarcomeros, em cada
fibora muscular isolada, foram estimados pela correlacdo entre o numero de
sarcdmeros identificados ao longo de 300 um da fibra e o comprimento total do
musculo (mensurado pelo paquimetro), como descrito por Williams; Goldspink
(1971). Apesar de haver controvérsias na literatura, nesse estudo, o comprimento
dos sarcomeros ao longo das fibras musculares foi considerado homogéneo
(TARDIEU et al., 1977; MATANO et al.,1994; TAMAI et al., 1989).

5.6 ANALISE DOS RESULTADOS

Para avaliar a normalidade e a homoscedasticidade foram realizados os testes
Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. As estatisticas descritivas para 0s
resultados paramétricos e ndo paramétricos estdo expressas como a médiatdesvio
padrdo. As variaveis: peso corporal, peso muscular, comprimento muscular, nimero
e comprimento dos sarcomeros, foram avaliados pela comparacdo entre 0s
resultados obtidos no musculo gastrocnémio da pata direita (lesada e/ou tratada com
alongamento) e esquerda (intacta), e entre o peso corporal inicial e final, em cada
grupo experimental (intragrupo). Assim, tanto as comparagdées intra como
intergrupos foram realizadas por meio da ANOVA post hoc Tukey unequal HSD,
para valores paramétricos e quando ndo paramétricos foi usado o Kruskall Wallis.
Os valores foram considerados significativos quando p < 0,05.

As variaveis que apresentaram homoscedasticidade foram o peso corporal, 0

comprimento muscular, o nimero e comprimento dos sarcémeros sendo utilizado a



72

ANOVA post hoc Tukey unequal HSD e a variavel que nao apresentou

homoscedasticidade foi 0 peso muscular sendo utilizado o Kruskall Wallis.

6 RESULTADOS

6.1 PESO CORPORAL

. Foi encontrado aumento significativo entre o peso corporal inicial e o final em
todos os grupos (intragrupo, p <0,05). Em relacdo ao peso absoluto, o peso corporal
final do GL foi maior que o GA (337 28g vs 275+ 25g, p=0,008) e GLA (337+ 28g
vs 281+28g, p=0,002). Ja em relacao a diferenca relativa no ganho de peso, nao foi
encontrada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. Os resultados
estdo descritos na TABELA 1.

TABELA 1- Efeito do alongamento no peso corporal dos ratos

Grupos Peso Inicial Peso Final  Diferenca p
(9) (9) Relativa (%) ANOVA
GC 196+19 286+19* 46,3 0,0006
GL 264+18 337+28* 28,6 0,0001
GA 190+12 275+25* 45,1 0,0001
GLA 197+21 281+28* 43,7 0,0001

Os resultados sdo média + desvio padrao. GC= grupo controle; GL= grupo lesao;
GA= grupo submetido ao alongamento; GLA= grupo lesdo +
alongamento.*comparado com o peso corporal inicial; # comparado com GA
(p=0,008) e com GLA (p=0,002).
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6.2 PESO MUSCULAR

N&o foi encontrada nenhuma diferenca significativa comparando-se o0 peso
muscular do gastrocnémio direito e esquerdo (intragrupo, p>0,05). Na comparacao
intergrupos o peso muscular do MGD do GL foi maior que o GA (1,89+0,17g vs 1,33
+0,13g, p=0,001, Kruskall Wallis). Os resultados estdo demonstrados na FIGURA
12.
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FIGURA 12- Efeito do alongamento no peso muscular do gastrocnémio. Os
resultados sdo média *+ desvio padrdo. GC- grupo controle; GL- grupo lesdo; GA-
grupo alongamento; GLA- grupo leséo e alongamento. *p=0,001 quando comparado
ao GA. Direito: musculo gastrocnémio direito; Esquerdo: musculo gastrocnémio
esquerdo.

6.3 COMPRIMENTO MUSCULAR DO GASTROCNEMIO

Analisando o comprimento muscular do gastrocnémio direito e esquerdo ndo
foi observada diferenca estatisticamente significativa intragrupo. Nas comparacoes
intergrupos o comprimento do MGD do GL foi maior em relagéo ao GA (28,53+3,63
mm vs 22,37+£1,82 mm, p=0,01, ANOVA). Os dados estao apresentados na FIGURA
13.
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FIGURA 13- Comprimento muscular dos gastrocnémios dos ratos. Os resultados
sdo médiatdesvio padrdo. GC- grupo controle; GL- grupo lesdo; GA- grupo
alongamento; GLA- grupo lesdo e alongamento. ENSS: estimativa do niumero de
sarcOmeros em série. Direito: musculo gastrocnémio direito; Esquerdo: muasculo
gastrocnémio esquerdo.*comparado ao GA (p=0,01).

6.4 ESTIMATIVA DO NUMERO DE SARCOMEROS EM SERIE (ENSS)

Na comparacdao intergrupos do MGD a ENSS do GL foi maior que o GA (9455
+1540 vs 5023+1188; p= 0,000, ANOVA) e o GLA foi maior que o GA (9123+720 vs
5023+1188; p=0,000, ANOVA). Os dados estdo demonstrados na FIGURA 14.
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FIGURA 14- Estimativa do nimero dos sarcomero dos gastrocnémios dos ratos. Os
resultados sdo média = desvio padrdo. GC- grupo controle; GL- grupo lesdo; GA-
grupo alongamento; GLA- grupo leséo e alongamento. ENSS: estimativa do numero
de sarcomeros em série. Direito: musculo gastrocnémio direito; Esquerdo: musculo
gastrocnémio esquerdo. # comparado ao GA (p=0,000) e ** quando comparado ao
GA (p=0,000).

6.5 COMPRIMENTO DOS SARCOMEROS

Em relacdo a comparacdo intragrupo ndo foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa em nenhum grupo.

No comprimento dos sarcomeros do MGD foi encontrado aumento
significativo do GA em relacdo ao GL (4,60 0,77 pum vs 3,03+£0,18 um, p= 0,0008);
em relacdo ao GLA (4,60 +0,77 ym vs 2,96+0,17, p=0,001) e em relacdo ao GC
(4,60 0,77 pm vs 2,95 +0,03 um, p=0,001). Os dados estdo apresentados na
FIGURA 15.
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FIGURA 15- Comprimento do sarcomero dos gastrocnémios dos ratos. Os
resultados sdo média = desvio padrdo. GC- grupo controle; GL- grupo lesdo; GA-
grupo alongamento; GLA- grupo leséo e alongamento. ENSS: estimativa do nimero
de sarcomeros em série. Direito: musculo gastrocnémio direito; Esquerdo: musculo
gastrocnémio esquerdo. *comparado ao GL (p=0,001), GLA (p=0,001) e GC(p=0,04).
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7 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo mostraram aumento do peso muscular,
comprimento muscular e estimativa do niumero de sarcémeros em série do grupo
lesado em relacdo ao alongado. O protocolo de alongamento no musculo lesado
proporcionou incremento no numero de sarcémeros em relagdo ao grupo nao
lesionado.

A fibra muscular tem grande propriedade de adaptacdo a novos estimulos,
podendo alterar seu volume, comprimento muscular, nUmero e comprimento dos
sarcomeros (BURKHOLDER,; LIEBER, 1998).

Em relacdo ao peso corporal final foi observado aumento em todos os grupos,
compativel com o ganho de peso corporal normal do animal (MINAMOTO et al,
2001). No entanto, o GL apresentou peso corporal maior quando comparado ao GA
e GLA, sugerindo que o protocolo de alongamento realizado diariamente poderia ter
interferido no ganho de peso corporal. Porém, o ganho relativo de peso corporal nao
foi significativo entre os grupos, demonstrando que o alongamento nao interferiu

nessa variavel.
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Apesar do peso relativo ndo demonstrar significancia, o peso muscular do GL
foi maior quando comparado ao GA, isso pode ter ocorrido devido a fase aguda apés
a contusao, caracterizada por periodo inflamatério, na qual € comum a presenca de
edema, que pode ter acarretado o aumento do peso muscular (CRISCO et al.,
1994).

O aumento de peso muscular apés a lesdo é divergente na literatura,
engquanto alguns autores encontraram resultados semelhantes ao presente estudo,
ou seja, aumento do peso muscular no musculo lesado (CRISCO et al.,, 1994,
OLIVEIRA et al.,, 2006; JARVINEN, 1976), outros nao encontraram qualquer
aumento do peso do musculo gastrocnémio, 48 h apds a lesdo, justificando essa
inalteracdo pela deplecao proteica causada pela leséo (MINAMOTO et al., 1999).

Por outro lado, ndo se pode deixar de considerar que o ganho de peso
corporal, aumentou em todos 0s grupos e, tanto o peso muscular quanto o
comprimento muscular, aumenta com o incremento do peso corporal. Além disso, o
comprimento muscular ndo é a melhor medida para estabelecer o comprimento
longitudinal do musculo, sendo mais recomendada a contagem do numero de
sarcoOmeros em série.

No presente estudo foi observado maior numero de sarcomeros em série no
MGD do GL quando comparados ao GA. Deste modo, supfe-se que 0 maior peso
corporal final absoluto do GL, pode ter causado aumento no peso e comprimento
musculares, resultando em mais sarcobmeros em série (MENON et al., 2007).
Contudo, o ganho de peso relativo entre 0os grupos ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa. De qualquer forma, ndo se pode sugerir que a maior
guantidade de sarcomeros em série do GL foi decorrente da contusdo muscular.
Assim, sugerem-se investigacfes da ultraestrutura muscular, por exemplo, por meio
de microscopia eletrébnica de transmissdo bem como andlises moleculares, para
melhor entendimento do mecanismo de sarcomerogénese nos musculos apenas
submetidos a contuséo.

Na analise do comprimento dos sarcébmeros do GL foi observado menor
comprimento quando comparado ao GA. Este achado corrobora com o estudo de
Williams e Goldspink (1978) que reportaram que modificagbes no numero de
sarcdOmeros em série implicam em ajustes no comprimento dos sarcémeros. Desta
forma, o menor comprimento dos sarcdOmeros encontrado no GL pode ter sido

decorrente do maior numero de sarcOmeros em se€rie, para que ocorresse a
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sobreposicao o6tima dos filamentos contrateis (WILLIAMS; GOLDSPINK, 1978;
GORDON et al., 1966).

Por outro lado, o GLA apresentou maior nimero de sarcOmeros em seérie
quando comparado ao GA, porém, estes grupos ndo apresentaram diferenca
estatistica com o grupo controle. Este desfecho sugere que o musculo lesado pode
responder diferentemente ao alongamento quando comparado ao musculo higido.
Outros pesquisadores avaliaram o efeito do alongamento, realizado 2 vezes por
semana, no musculo séleo higido de ratos jovens e, apds 3 semanas, observaram
aumento do numero de sarcdmeros em série (SECCHI et al., 2008).

Pode-se supor que no presente estudo, ndo houve tempo e estimulo
suficientes para incrementar o nUmero de sarcomeros em série hos muasculos ndo
lesados mas submetidos ao alongamento (GA). Estudos anteriores mostraram que 0
estimulo do tipo imobilizacdo dos musculos em posi¢édo alongada, por tempo de 3-4
semanas, acarretava aumento no comprimento muscular pela adicdo no niumero de
sarcomeros em série (WILLIAMS; GOLDSPINK, 1994; WILLIAMS et al., 1988). No
entanto, no presente estudo, os musculos ndo foram imobilizados em posicao
alongada e também ndo permaneceram o periodo de 3-4 semanas, suficientes para
adicdo importante no numero de sarcOmeros em série, mesmo quando o
alongamento é realizado de forma intermitente, isto €, ndo mantidos imobilizados em
posicdo de alongamento (WILLIAMS; GOLDSPINK, 1994; WILLIAMS et al., 1988;
COUTINHO et al., 2004).

Foi uma surpresa encontrar maior numero de sarcébmeros no GLA quando
comparado ao GA. Até o presente momento, ndo foi encontrado nenhum artigo que
avaliasse o numero e comprimento dos sarcdémeros, apos lesdo muscular. Além
disso, ndo existem muitos artigos sobre os efeitos do alongamento apos a leséo
muscular (HWANG et al., 2006; JARVINEN, 1976; FARIA et al., 2008).

Hwang e colaboradores (2006) verificaram, em musculo de ratos, os efeitos
do alongamento passivo (5 s de manutencdo com 5 s de intervalo durante 15 min)
nas fases inflamatéria, regenerativa e proliferativa. Estes autores concluiram que
todos os grupos submetidos ao alongamento (iniciados no 2°, 7° e 14° dia)
apresentaram diminuicdo da fibrose, melhora significativa na regeneragcdo e
aumento da forgca muscular, sendo mais expressivas quando o alongamento foi

iniciado no 14° dia.
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Alguns estudos avaliaram os efeitos da mobilizacdo no processo de
regeneracdo muscular (JARVINEN, 1976; FARIA et al.,, 2008). Jarvinen (1976)
reportaram que a mobilizacdo induz a uma reepitelizacdo mais rapida e mais intensa
nas bordas da lesdo principalmente nos estagios iniciais. Faria et al. (2008)
investigaram diferentes protocolos de mobilizacdo apds lesdo muscular em ratos. Os
protocolos propostos foram para mobilizar durante 5 a 8 dias, com sessdes de 15 ou
45 min, iniciando 1 e 3 horas apos a lesdo. Concluiram neste estudo que 0 processo
de regeneracdo muscular esta relacionado com o inicio e o tempo da mobilizacéo,
sendo maior nos grupos que iniciaram mais precocemente e que tiveram maior
tempo de mobilizagéo.

Assim, a sarcomerogénese observada do GLA comparada ao GA pode ter
respondido ao inicio precoce da mobilizacdo, ja que no presente estudo foi iniciado o
alongamento 72h apés a contusdo. Ja no GA, como o musculo apresentava-se em
estado normal, ndo encurtado, ndo imobilizado, ndo lesado, supde-se que o estimulo
necessario para induzir a adicdo de sarcbmeros em série, deveria ser maior e por
periodo mais prolongado, como realizado por outros estudos (COUTINHO et al.,
2004; SECCHlI et al., 2008).

Foi encontrado no presente estudo, maior comprimento dos sarcOmeros no
GA comparado ao GLA, concordando com a hipétese de que o ajuste do
comprimento dos sarcémeros ocorre de acordo com o nimero de sarcémeros, para
gue o musculo desenvolva a maxima tensao (WILLIAMS; GOLDSPINK, 1978).

Podem ser indicadas algumas limitagcbes do presente estudo, como a
auséncia da analise da éarea de seccdo transversa, do tecido conjuntivo, da
expressao génica e de proteinas, para investigar os mecanismos da plasticidade de
musculos lesados em resposta ao estimulo de alongamento.

Por outro lado, o presente estudo permitiu observar que 0s protocolos de
contusdo e alongamento néo interferiram no ganho de peso corporal final dos
animais. Além disso, o protocolo de alongamento foi suficiente para induzir a
sarcomerogénese em musculos lesados (GLA), sem interferir nos musculos higidos
(GA). No entanto, os musculos apenas alongados (GA), isto é, nao lesados,
apresentaram comprimento dos sarcomeros maior quando comparado aos demais
grupos, demonstrando que como este grupo apresentou o0 menor numero de
sarcOmeros em série, seria esperado que tivesse o maior comprimento dos

sarcomeros, jA que para desenvolver a maxima tensdo, ha necessidade de
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sobreposicao 6tima dos filamentos de actina e miosina (WILLIAMS; GOLDSPINK,
1978).

8 CONCLUSAO

Os desfechos do presente estudo indicam a importancia do alongamento,
mesmo na fase aguda apds a contusdo muscular, para ganho de sarcomeros em
série. Com as devidas restricdes de extrapolacdo, o protocolo de alongamento
poderia ser indicado para prevencdo de perda de amplitude de movimento,

comumente observada apos lesdo muscular.
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PARTE Il

9 MATERIAL E METODO

Apoés aprovacado do projeto pelo comité de ética em experimentacdo animal
(CEEA) da Universidade Federal do Parana (Certificado n°® 491/2010), foram
selecionados 35 ratos albinos jovens (8-9 semanas, 271,51+14,39g). Os animais
foram agrupados (4 por gaiola) e mantidos em gaiolas plasticas padrdo, em
condicbes ambientais controladas (luminosidade: 12h de ciclo claro/escuro) com
livre acesso a agua e racao peletizada, no biotério das Faculdades Integradas do
Brasil (Unibrasil). O projeto foi conduzido segundo as normas internacionais de ética
na experimentacdo animal (National Research Council, 1996).

Os animais (n=35) foram divididos em quatro grupos e todos foram
ortotanasiados no 22° dia apds o inicio do experimento. A FIGURA 16 representa o
fluxograma experimental e os grupos experimentais foram divididos da seguinte
maneira:

Grupo Controle (GC) (n=03): os ratos ndo foram submetidos a nenhum
procedimento experimental, foram mantidos no biotério ad labitum, por 22 dias.
Grupo Lesdo (GL) (n=8): o musculo gastrocnémio direito (MGD) foi submetido a
contusdo no 1° dia, como descrito por Minamoto et al. (2001) e os ratos mantidos no
biotério ad labitum, ndo sendo submetidos a nenhum outro procedimento, por 22
dias.

Grupo Lesdo + UST (GLUS, n=8):0 MGD foi submetido a contusdo no 1° dia
(MINAMOTO et al., 2001) e 72h apds foi iniciada a aplicacdo do UST pulsado 50%,
com intensidade de 0,5 W/cm? (PIEDADE et al., 2008) durante 5 min, na area de
leséo pré-determinada e limitada com pincel atdmico, para que todas as aplicacbes
fossem realizadas no mesmo local. Este grupo recebeu 5 aplicagfes, isto é, uma
aplicagcéo por dia, durante 5 dias consecutivos, sempre no mesmo horario do dia
(pela manha).

Grupo Lesdo + Alongamento (GLA, n=8): foi realizada a contusdo do MGD. No 10°
dia foi iniciado o alongamento manual passivo do MGD, de acordo com 0 seguinte
protocolo: cada alongamento manual passivo foi mantido por 30s cada repeticao,
com 30s de repouso entre cada repeticdo (POLIZELLO et al., 2009), 4 repeticdes
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(TAYLOR et al., 1990), 1 vez por dia, diariamente, 5 vezes por semana, de segunda
a sexta-feira, por 2 semanas, isto é, até o 21° dia do experimento, totalizando 10
aplicacoes.

Grupo Lesado + UST + Alongamento (GLUSA, n=8): foi realizada a contusdo do MGD
e 72h apos foi iniciada a aplicacdo do UST durante 5 dias consecutivos e no 11° dia

iniciou-se o alongamento como para o GLA.

Ratos Albinos

(n=35, 27114 g)

Grupo Controle Grupo Leséo Grupo Lesédo + Grupo Lesédo + Grupo Leséo
GC GL Ultrassom Alongamento +Ultrassom+
{n=3299116g) {n=8, 267111q) GLUS GLA Alongamento
(n=8, 267 +11g) (r=8,271+11g) GLUSA
| | (n=8, 270+15g)
1 | |
-Permaneceu no - Contuséo - Contuséo - Contuséo - Contuséo muscular 22
Biotério ad muscular (19 dia). muscular (12 muscular (1° dia). (12 dia).
labitum por 22 - Permaneceu no dia). -1 semana sem -Apds72 hrs iniciou- d
dias Biotério ad labiturn -Apds72 hrs intervengao. se UST (3 MHz, 05 .
por22 dias niciou-se UST -Alongamento 3 Wicm? 5 1
(3MHz, 05 partirdo 10° dia: min), 1X/dia, & dias
Wicm?, 5 4 repeticies de consecutivos, a
min), 1X/dia, 5 30s,1X/dia, segu -Alongamento a partir
dias ndaa do 10°dia: 4 S
consecutivos. sexta, durante 14 repeticies de
- 14 dias sem dias. 30s 1X/dia, segunda
intervengéo, a sexta, durante 14
dias.

| | /

Ratos albinos (n=35; GC=383+24g, GL=350+17q, GLUS = 352412y,
GLA =323+17g; GLUSA=317 £15¢q)

Ortotanasia no 22° dia
Desfechos:
-Peso corporal
- Peso muscular
- Comprimento muscular
- Comprimento e ndmero de sarcémeros
- Area de seccéo transversa das fibras musculares
-Porcentagem de tecido conjuntivo
- Imunohistoquimica para desmina e laminina

FIGURA 16- Fluxograma do experimento- Parte Il

Neste estudo ndo houve perda amostral em nenhum grupo experimental.
ApOs os protocolos experimentais descritos acima, no 22° dia, os animais de
todos os grupos foram anestesiados e 0os musculos gastrocnémios, de ambas as

patas, retirados e processados para avaliacdo do peso e comprimento muscular, da
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area de seccdo transversa muscular (ASTFM), contagem do numero de sarcémeros
em série, estimativa do comprimento dos sarcémeros, andlise da porcentagem de

colageno e da quantidade de desmina e laminina.
9.1 PROTOCOLO PARA PROMOVER A CONTUSAO MUSCULAR

O protocolo para contusdo muscular foi 0 mesmo descrito na parte |.
9.2 PROTOCOLO PARA A TERAPIA POR UST

A aplicacdo do UST foi realizada por duas pessoas (sempre as mesmas):
uma para aplicar o aparelho e outra para imobilizar o animal, jA& que 0 mesmo nao
estava sob efeito anestésico durante o procedimento. O animal foi posicionado em
decubito dorsal, com suas patas dianteiras imobilizadas. Para aplicar o ultrassom, a
pata traseira direita foi posicionada em extensdo de joelho e dorsiflexdo da
articulacéo tibio-tarsica a 90°. As aplicacbes do UST nos grupos GLUS e GLUSA
foram iniciadas 72h apés a contusdo do MGD, com a &rea a ser tratada previamente
tricotomizada e demarcada com pincel atdbmico. A aplicacdo do UST foi paralela ao
ventre da por¢cdo medial do MGD e o0 meio de contato entre o cabegote e a pele do
animal foi o gel (ISP). Movimentos circulares do cabegote foram realizados para
prevenir a formacdo de ondas estacionarias. A area efetiva de radiagdo (ERA) do
cabecote foi de 1 cm? (FIGURA 17).

FIGURA 17- Aplicacdo do ultrassom no musculo gastrocnémio direito. Seta : UST-
aplicacéo do ultrassom terapéutico. Asterisco- musculo gastrocnémio
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O aparelho utilizado foi o Sonopulse especial (Ibramed) (FIGURA 18), com
frequéncia de 1 MHz, com pulsos de 5 ms de duracao repetidos na frequéncia de
100 Hz na proporcdo 1:1 (ciclo de 50%), intensidade de 0,5 W/cm? e tempo de
aplicacdo de 5 min. A relacdo ndo uniforme do feixe (BNR) era menor que 6. A
determinacdo da intensidade 0,5 W/cm? esta baseada no estudo de Piedade et al.
(2008) o qual observaram melhora no processo de regeneragéao do tecido muscular
de ratos apos contusdao muscular. O equipamento foi adquirido no més da realizacéo
da pesquisa e a calibracéo, por se tratar de um equipamento novo, vem garantida
pela fdbrica por 1 ano. A aplicacdo do UST foi realizada no laboratério de Fisiologia

das Faculdades Integradas do Brasil (Unibrasil).

Cabegote com
E.R.Ade 1cm?

FIGURA 18- Aparelho de ultrassom e o cabecote utilizados

9.3 PROTOCOLO PARA O ALONGAMENTO DO MUSCULO GASTROCNEMIO

O protocolo é o mesmo descrito na parte I.

9.4 ORTOTANASIA DOS ANIMAIS E RETIRADA DOS MUSCULOS

Os animais de todos os grupos foram anestesiados, com Ketamina (95 mg/kg)
e Xylazina (12 mg/kg) intraperitoneal, para a retirada de ambos os musculos
gastrocnémios. Durante a dissecacao, os musculos foram periodicamente gotejados

com solucéo salina (NaCl 0,9%), para evitar ressecamento tecidual. Em seguida e
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ainda sob efeito anestésico, os animais foram submetidos a ortotandsia com
overdose anestésica de Ketamina e Xylazina.

Cada musculo foi pesado isoladamente em uma balanca analitica (Bioprecisa)
(FIGURA 19) e ap6s foi estendido em uma superficie plana, fixo em posicdo de
repouso, sendo esse comprimento considerado Lo, como descrito por Ansved (1995)

e mensurado seu comprimento por meio de um paquimetro (Tecnolub) (FIGURA 20).

FIGURA 20- Mensuracdo do comprimento muscular com o paquimetro. Seta-
musculo gastrocnémio; Asterisco- medida realizada pelo paquimetro digital.

Apb6s, os musculos gastrocnémios foram divididos longitudinalmente ao meio
por meio de uma lamina de bisturi (Solidor). A porcéo lateral foi descartada e a
porcdo medial foi dividida novamente ao meio, longitudinalmente (FIGURA 21). Uma
metade (a lateral) da por¢cado medial foi fixada em glutaraldeido (2,5%) e em seguida
submetida aos procedimentos de rotina para avaliacdo do nimero de sarcomeros
em série, como descrito por Williams e Goldspink (1971). A outra metade (a medial)

foi fixada em solucdo de formalina 10% para posterior anélise morfoldgica, da area



86

de seccdo transversa das fibras musculares, analise do colageno e

imunohistoquimica. Todos esses procedimentos estdo descritos na sequéncia.

(73>

Porcdo medial

Porgao
lateral
descartada

Glicerol:

Formol: sarcOmeros

AST, picrosirius e
imunohistogquimica

Contusdo

FIGURA 21- Desenho esquematico da divisdo do musculo gastrocnémio (MG) para
posterior andlise histomorfométrica. 0 area de contusdo; area cinza- porgao lateral
do MG; é&rea branca- por¢cdo medial do MG. B por¢do medial do gastrocnémio
medial;  porcao lateral (-1 gastrocnémio medial

A escolha da porcdo medial foi devido a contusao ter sido realizada nessa
area. Além disso, segundo Bennett et al. (1988), 0 musculo gastrocnémio medial nao
apresenta subdivisées, sendo formado por uma cabeca Unica, justificando a escolha
para este estudo.

A retirada e pré-processamento dos musculos foram realizados no laboratério

de Fisiologia das Faculdades Integradas do Brasil.
9.5 PROCEDIMENTOS PARA ANALISE HISTOMORFOMETRICA
9.5.1 Parafinizacdo do Material (MICHALANY, 1998)

A metade medial do ventre do musculo gastrocnémio (porcdo medial) foi
fixada em formalina 10% durante 72h. Apds, a peca foi fragmentada com navalha
em 3 partes iguais no sentido transversal e colocadas em um cassete.
Posteriormente os fragmentos foram desidratados e diafanizados, seguindo o
protocolo: alcool 70%, 80%, 90%, 100%, 100% e 100% por 1h cada alcool; e xilol (I
e Il) por 1h cada um e por fim parafina liquida I, 1l e Il por 1h cada. Esses
procedimentos foram realizados automaticamente pelo aparelho Leica TP 120.
Posteriormente, o material foi incluido em parafina utilizando o inclusor Leica EG
1160.
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Finalizada a inclusdo, o material foi seccionado transversalmente em
micrétomo (Leica), em 4 um, e os cortes foram posteriormente transferidos para
laminas histolégicas (Starfrost®Sakura 76 X26 mm). Esse processo foi realizado no
laboratorio de Patologia da Pontificia Universidade Catdlica do Parana, em Curitiba-
PR.

9.5.2 Coloracdo dos Cortes Transversais com Hematoxilina e Eosina-HE
(MICHALANY, 1998).

As laminas, contendo os cortes transversais do musculo gastrocnémio, foram
desparafinizadas por 3 vezes, em solucdo de xilol 100 % por 5 min cada vez. Em
seguida foram mergulhadas em alcool absoluto, 3 vezes por 1 min cada. Apds foram
mergulhadas em &gua de torneira por 5 min.

As laminas foram deixadas por 8 min na Hematoxilina de Harris (Biotec) e em
seguida lavadas em agua de torneira. Apos, foram deixadas imersas em agua por 5
min e em seguida deixadas por 5 min na eosina (0,25 g de eosina amarela em poé
diluida em 100 ml de agua destilada).

Na sequencia, as laminas foram lavadas em agua de torneira e deixadas por
1 min em &lcool 95%. Posteriormente, as laminas passaram por 3 ciclos de alcool
absoluto com duracédo de 1 min cada ciclo. Em seguida as laminas passaram por 3
ciclos de xilol com duracdo de 1 min cada ciclo. Ao término das etapas descritas
acima, foram adicionadas laminulas (Solidor, 24 X 60 mm) as laminas, fixadas com
Entellan (Merck). Esse processo foi realizado no laboratério de Patologia da

Pontificia Universidade Catoélica do Parana, em Curitiba-PR.

9.5.3 Andlise da area de seccdo transversa das fibras musculares- ASTFM
(Histomorfometria) (GOMES et al., 2004; TORRES et al., 2009)

As fotomicrografias foram realizadas em fotomicroscépio de luz (Olympus BX
50), na objetiva de 20X, de laminas histologicas com cortes transversais (8 pm)
corados com HE. Em cada lamina continham 4 cortes e destes foram fotografados 3
fotos do 1° corte, 3 do 2°, 2 do 3° e 2 do 4° corte, da direita para a esquerda e de

cima para baixo do corte, totalizando 10 fotos. As fotos foram realizadas no
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laboratério de Patologia da Pontificia Universidade Catdlica do Parana, em Curitiba-
PR.

Foram considerados os seguintes critérios para eleicdo da regido fotografada:

- areas contendo apenas fibras musculares;

- &reas sem artefatos de navalha ou depdsitos de reagentes ou poeiras;

- &reas com predominancia de nudcleos centralizados.

Para mensuracdo da éarea de seccdo transversa das fibras musculares
(ASTFM), 100 fibras musculares foram selecionadas aleatoriamente na regiao
central da seccdo histologica de acordo com os critérios acima descritos
(COUTINHO et al., 2004). A ASTFM foi mensurada através do programa de imagem
Pro Plus 4.0, com a ferramenta (create tracing), sendo a unidade de medida
micrometro quadrado (um?) (FIGURA 22). Foi realizada a média aritmética final
(um?) referente as 100 fibras mensuradas, de cada musculo gastrocnémio da pata

direita e da pata esquerda, de cada rato.

FIGURA 22— Corte histolégico transversal do mdusculo gastrocnémio para
mensuracao da ASTFM por meio do programa IMAGE PRO PLUS 4.0. Seta larga
(= ): nucleo periférico da fibra muscular; seta fina (—»): nacleo centralizado da fibra
muscular; asterisco (*):fiora muscular; contorno na cor branca: representa
delineamento para mensuracdo da area de secc¢do transversa da fibra muscular
(ASTFM).
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9.5.4 Coloracao com Sirius Red (MICHALANY, 1998)

As laminas histologicas contendo o0s cortes transversais do muasculo
gastrocnémio foram desparafinizadas por 3 vezes no xilol por 5 min cada. Apoés,
foram imersas em alcool absoluto 3 vezes por 1 min cada. Em seguida mergulhadas
em agua de torneira por 5 min. Depois foram coradas pela solucdo de Picrosirius
(0,3% diluidos em aguas destilada) por 60 min e em seguida lavadas em agua
destilada por 30s.

Apés foram coradas com Hematoxilina de Harris por 10 min. Na sequéncia, as
laminas foram lavadas em agua de torneira e deixadas por 1 min em alcool 95%.
Posteriormente, as laminas passaram por 3 ciclos de alcool absoluto com duracéo
de 1 min cada ciclo. Em seguida as laminas passaram por 3 ciclos de xilol (100%)
com duracdo de 1 min cada ciclo. Ao término das etapas descritas acima, as
laminulas foram adicionadas as laminas por meio de fixacdo com entellan (Merck).
Esse processo foi realizado no laboratério de Patologia da Pontificia Universidade

Catolica do Parand, em Curitiba-PR.

9.5.5 Andlise do tecido conjuntivo (BIONDO-SIMOES et al., 2005)

As fotomicrografias foram realizadas em fotomicroscépio de luz (Olympus BX
50), na objetiva de 20X, em laminas histoldgicas contendo cortes transversais de 8
pum, corados com Sirius Red. Foram realizadas 10 fotos seguindo os mesmos
critérios utilizados na fotomicrografia da ASTFM. Para a polarizacdo foi colocada
uma lente de polarizagéo (Olympus U-Pot). Primeiramente a imagem era focalizada,
em seguida era encontrada a polarizacdo através do manuseio da lente para
identificacdo das cores vermelha e verde, as quais representavam o0s colagenos
maduro (Tipo 1) e imaturo (Tipo Ill) do endomisio e perimisio, respectivamente. As
analises foram realizadas em microscopio de luz polarizada (BX50 da Olympus®),
acoplado a um computador (Dell), com o programa Image-Plus 4.0, no laboratorio de
Patologia da PUC-PR, em Curitiba-PR.

Para a quantificacdo da porcentagem de colageno, inicialmente foi realizada a
calibracdo do programa Image Pro-Plus 4.0 na objetiva de 20X. Anteriormente a
quantificacdo, foi escolhida uma imagem ja polarizada para estabelecer o padrédo

das cores vermelha e verde pelo programa, as quais foram quantificadas em todas
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as imagens. Esta imagem foi considerada uma “mascara” a qual foi sobreposta a
todas as outras imagens para identificacdo das cores determinadas. Apds a
sobreposi¢cao da “mascara” em cada imagem, o programa calculava a porcentagem
das cores vermelhas e verde, as quais correspondiam aos colagenos maduro (Tipo
) e imaturo (Tipo Ill) do endomisio e perimisio, respectivamente (BIONDO-SIMOES
et al., 2005) (FIGURA 23).

FIGURA 23- Laminas com cortes histologicos transversais do masculo gastrocnémio
coradas com SIRIUS RED. A- imagem demonstra o corte transversal do muasculo
gastrocnémio, corado com SIRIUS RED. Seta branca mostra a area corada em
vermelho, identificando o colageno tipo I-maduro e o asterisco a area em verde,
correspondendo ao colageno tipo |lll- imaturo. A- imagem demonstra a
fotomicrografiado corte transversal do musculo gastrocnémio sobreposto pela
“‘mascara”’. Os numeros representam os valores das areas demarcadas nas cores
vermelha e verde, identificadas pelo programa.

9.6 IDENTIFICACAO DO NUMERO E COMPRIMENTO DOS SARCOMEROS EM
SERIE (GOMES et al., 2004)

O protocolo para identificagdo do numero e comprimento dos sarcémeros em

série foi 0 mesmo descrito na parte |.
9.7 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA (WAKAMATSU et al., 1995)

A analise imunohistoquimica foi realizada no laboratério de Patologia da PUC-
PR. Primeiramente foram identificados no microscopio de luz e delimitados com
caneta os cortes histologicos transversais com nucleos centralizados para identificar

as areas de lesao.
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Esses cortes foram retirados do bloco para confeccdo de um novo bloco
multiamostral ou também chamado de Tissue Microarray Artesanal (TMA). Esta
técnica consiste na montagem de blocos de parafina com multiplas amostras, para
confeccdo de laminas histolégicas multiamostrais a fim de realizar técnicas
imunohistoquimicas em varios tecidos de uma s6 vez, barateando o custo do
material utilizado. Cada bloco amostral continha um grupo experimental, contendo
16 amostras (cortes), previamente selecionados. Para que as amostras de TMA
fossem posteriormente localizadas no bloco-receptor (FIGURA 24), conforme sua
identificacdo inicial foi confeccionado um mapa que serviu de apoio, do tipo plano
cartesiano, onde as colunas foram identificadas com as letras A, B, C e D, e as
linhas com numeros de 1 a 4 (FIGURA 25). Todos os grupos foram organizados da

mesma forma.

FIGURA 24- Blocos receptores amostrais. 1-Grupo Lesdo; 2- Grupos Lesédo +
Alongamento; 3- Grupo Lesao + Ultrassom; 4- Grupo Lesao + UST + Alongamento;
5- Grupo Controle. Circulo Vermelho: corte retirado do material emblocado
inicialmente.

A B |C |D

1D |1E | 2D | 2E
3D | 3E | 4D | 4E
5D | 5E | 6D | 6E
7D | 7E | 8D | 8E

Al W N P

FIGURA 25- Mapeamento do bloco amostral. Os nuameros 1,2,3,4, 5, 6, 7, 8
seguidos das letras D e E correspondem ao numero dos ratos. D: pata direita; E:
pata esquerda.

Essas amostras emblocadas foram cortadas no micr6tomo (Leica RM 2145) a
4 um e em seguida foram aderidos nas laminas (AutoWrite Green Adesin Sakura 76
X 26 mm). Apoés foi feita a secagem das laminas overnight a 60° C em estufa (Orion-

modelo 502). Posteriormente foi realizada a desparafiniza¢éo, usando xilol 100% em



92

temperatura ambiente (2 vezes de 10 min); alcool etilico absoluto (3 vezes de 1 min);
alcool etilico 80% (1 vez de 1 min).

Foi realizado o bloqueio da peroxidase endégena com solucédo de peroxido
de hidrogénio e metanol 5% (peroxido diluido em metanol). Logo apds foi lavado em
agua destilada.

Em seguida foi efetuada a recuperagdo antigénica: sendo as laminas
mergulhadas em recuperador ImunoRetriver (Dako®), em cuba de banho-maria
(Ancap), a 98° C, por 40 min.

Apés, foram deixadas esfriar a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas
foram lavadas em agua destilada, e, lamina por lamina foi riscada com caneta
hidrofobica Dako pen (Dako®), delimitando a &rea do corte.

Ainda, as laminas permaneceram em tampédo PBS (tampao fosfato-salino) tris
pH 7.3, até que as aliquotas de anticorpo fossem gotejadas, evitando a secagem do
corte.

As aliquotas (100 pl) das solucdes dos anticorpos desmina (Dako) e laminina
(Dako) foram gotejadas sobre os cortes e levadas em camara umida (Easy path) a
geladeira (Consul) overnight (FIGURA 26).

FIGURA 26- Camera umida contendo os cortes histolégicos com o anticorpo. Seta-
camera umida na geladeira.

No dia seguinte, as laminas foram lavadas em tampéao PBS tris pH 7.3 e
deixadas no tampao por 15 min. Novamente foram lavadas em tampéao, secadas
levemente com uma toalha e foi gotejado Advance link (Dako®) e deixado por 30
min. Em seguida, foram lavadas em tampdo e foi gotejado Advance enzyme

(Dako®) e deixado por 30 min. Essas solucdes destinam-se ao uso com 0S
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anticorpos primarios fornecidos pelo utilizador para potencializar a identificacdo
qualitativa de antigenos por microscopia de luz normal e patolégica em tecidos
emblocados em parafina (Dako, 2011).

Apos, foi lavado em tampao PBS tris pH 7.3, secado e gotejado na lamina o
cromodgeno DAB (Diaminobenzidina) (1:1) até a visualizacdo da cor castanha e foi
lavada rapidamente em 4gua destilada.

Na sequéncia, foi contracorado com Hematoxilina de Harris (AlphaTec) por 5
min, lavado em agua da torneira e deixado por 5 min e posteriormente desidratado
com alcool etilico absoluto (3 vezes del min.) e diafanizado com xilol (3 vezes de 5
min). Apos foi montada a laminula (Solidor, 24 X 60 mm). Os anticorpos primarios
utilizados foram a desmina e a laminina e o secundéario a Streptavidin-Peroxidase
(utilizado durante a peroxidase endogena).

As laminas dos anticorpos desmina e laminina foram analisadas por meio do
método quantitativo morfométrico (KONDO et al., 2011).

Para a leitura do anticorpo laminina e desmina foram utilizados o programa
Image Pro Plus® com o auxilio de uma camera Dino-eye® e de um microscopio
optico BX50 (Olympus®) (objetiva de 40x). Os anticorpos desmina e laminina coram
o filamento intermediario e a lamina basal, respectivamente, em castanho, quando
positivo. Uma fotomicrografia em campo de grande aumento (400X) foi realizada de
uma lamina controle positiva. O observador forneceu ao programa uma amostra da
coloracdo castanha considerada positiva nesta fotomicrografia da lamina controle
para permitir a quatificacdo da desmina e laminina pelo método da colorimetria. Esta
fotomicrografia passou a ser a “mascara”, com a cor marrom para ser utilizada na
leitura de todos os casos do estudo. Na sequencia, o programa automaticamente
identificada as area imuno-positivas, isto é, a tonalidade marrom padronizada, no
campo selecionado, permitindo quantificar a area de desmina e laminina. Para cada
caso foram fotografados 10 campos da esquerda para a direita e de cima para baixo,
de cada lamina histolégica, de cada gastrocnémio, de cada rato, de todos os grupos
experimentais.

Para quantificacdo da area da proteina desmina e laminina foi selecionado um
campo (200 x 200 um?) no programa image pro plus da lamina histolégica, contendo
somente fibras musculares e, sobre esse foi sobreposto a “mascara” inicialmente
construida (FIGURAS 27 e 28). A partir desta sobreposicdo o programa fez

automaticamente a leitura da totalidade da &rea imunopositiva em pm?. Inicialmente
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foram feitas 10 fotomicrografias, de cada amostra de cada bloco, ou seja, de cada
rato, de cada grupo, do gastrocnémio direito e esquerdo. Sendo ao final
selecionadas 5 imagens que continham menos artefatos e maior quantidade de
fibras. Consideraram-se artefatos depésitos de reagentes ou poeiras, fibras
dobradas, rasgadas ou mal focalizadas.

ApGs a leitura das 5 imagens selecionadas, foi realizada uma média aritmética

das areas mensuradas em cada uma das laminas.

FIGURA 27- Fotomicrografia de cortes histologicos transversais do gastrocnémio
com reacdo imunohistoquimica para desmina. Quadrado na cor amarela-
demarcacdo da area (200 x 200 pm?) para ser mensurada pelo programa. Seta-
regido na cor castanha imunopositiva para desmina.

FIGURA 28- Imunohistoquimica para laminina. quadrado preto — delimitacdo do
campo 200 x 200 pm?. NUmeros - regido imunopositiva para laminina detectados
pelo programa apoés a aplicacdo da mascara.
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9.8 ANALISES DOS RESULTADOS

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 expressas como a médiatdesvio
padrdo. As varidveis: peso corporal; peso muscular; comprimento muscular; nimero
e comprimento dos sarcoOmeros; area da seccéo transversa das fibras musculares
(ASTFM); porcentagem de colageno maduro (Tipo 1) e imaturo (Tipo Ill) e a area
imunopositiva para desmina e laminina, foram avaliadas pela comparacéo entre os
resultados obtidos no musculo gastrocnémio da pata direita (lesada e/ou tratada com
alongamento) e esquerda (intacta), e entre o peso corporal inicial e final, em cada
grupo experimental (intragrupo). As comparacoes intergrupos e intragrupos foram
realizadas por meio da ANOVA one way post hoc Tukey unequal HSD para valores
paramétricos e quando ndo paramétricos foi usado o Kruskall Wallis. Os valores

foram considerados significativos quando p < 0,05.

10 RESULTADOS

10.1 PESO CORPORAL

Os testes Levene e Shapiro-Wilk para essa variavel determinaram
homoscedasticidade (p=0,04) e normalidade (p= 0,04) dos resultados. Portanto, 0s
dados foram considerados paramétricos, sendo utilizado a ANOVA post hoc Tukey
unequal HSD. Foi encontrado aumento significativo entre o peso corporal inicial e 0
final em todos os grupos (p <0,001). Em relacdo ao peso absoluto, o peso corporal
final do GL foi maior que o GLUSA (350+18gvs 318+16g, p=0,000), o GLUS foi
maior que o GLUSA (352+19¢g vs 318+16g, p=0,000) e o GC foi maior que 0o GLA e 0
GLUSA (383+24g vs 323+18g e 318+16g, p=0,000). Na diferenca relativa, entre os
pesos iniciais e finais, foi verificado ganho significativo entre GL e GLA (31 vs 19%,
p=0,000); GL e GLUSA (31% vs 17%, p=0,000); GLUS e GLA (32% vs 19%, p=0,00)

e GLUS e GLUSA (32% vs 17%, p=0,000) (TABELA 2).
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TABELA 2— Efeitos do UST e/ou alongamento no peso corporal dos ratos.

Grupos Peso Inicial Peso Final  Diferenca P
(9) (9) Relativa (%) ANOVA
GL 267+11 350+18*" 31+7% 0,000
GLUS 267+11 352+19*" 32+10° 0,000
GLA 271+11 323+18* 19+8 0,000
GLUSA 270+14 318+16* 17+3 0,000
GC 299+16 383+24*° 2816 0,000

GL= grupo lesdo; GLUS= grupo lesdo + ultrassom; GLA= grupo lesdo +
alongamento; GLUSA= grupo lesdo + UST + alongamento; GC= grupo controle. . Os
resultados estdo descritos como a médiatdesvio padrdo. * comparado com 0 peso
corporal inicial * comparado com GLUSA (p=0,000), ‘comparado com GLUSA (0,000,
ANOVA), Scomparado com GLA (p=0,001, ANOVA) e com GLUSA (0,001,
ANOVA).tcomparado com GLA (p=0,000) e GLUSA; * (p=0,000) comparado com
GLA e GLUSA. Médiatdesvio padréo.

10.2 PESO MUSCULAR

Os testes de Levene e Shapiro-Wilk revelaram que os resultados do peso
muscular apresentaram homoscedasticidade (p=0,00) e normalidade (p=0,05).
Assim, os dados foram considerados paramétricos e as comparacdes entre 0s
grupos foram feitas por meio do teste ANOVA post hoc Tukey unequal HSD. N&o foi
encontrada nenhuma diferenca significativa comparando-se o peso muscular do
gastrocnémio direito e esquerdo e também na comparacdo intergrupos (p>0,05)

(FIGURA 29).
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FIGURA 29- Efeitos do alongamento e/ou UST no peso muscular do gastrocnémico
dos ratos. GL= Grupo Lesdo; GLUS= Grupo Leséo + Ultrassom; GLA= Grupo Lesao
+ Alongamento; GLUSA= Grupo Lesao + UST + Alongamento; GC= Grupo Controle.
Os resultados estao representados como a médiatdesvio padrao.

10.3 COMPRIMENTO MUSCULAR DO GASTROCNEMIO

O comprimento muscular ndo apresentou homoscedasticidade segundo o
teste levene (p<0,05). Portanto os dados foram considerados ndo paramétricos e a
comparacao entre grupos foram feitas por meio do teste Kruskall-Wallis. Nao foi
encontrada nenhuma diferenca significativa comparando-se o comprimento muscular
do gastrocnémio direito e esquerdo e também na comparacao intergrupos (p>0,05)

(FIGURA 30).
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FIGURA 30- Efeitos do alongamento e/ou UST no comprimento muscular do
gastrocnémio dos ratos. GL= Grupo Lesdo; GLUS= Grupo Leséao + Ultrassom; GLA=
Grupo Lesédo + Alongamento; GLUSA= Grupo Lesédo + UST + Alongamento; GC=
Grupo Controle. Os resultados estdo expressos como a médiatdesvio padréo.

10.4 ESTIMATIVA DO NUMERO DE SARCOMEROS EM SERIE (ENSS)

A ENSS do musculo gastrocnémio direito e esquerdo apresentou normalidade
(p=0,02) e homoscedasticidade (p=0,03), logo, foi realizado o teste ANOVA post hoc
Tukey unequal HSD. Na comparacdo entre grupos foi encontrado aumento
significativo entre GLUSA do lado direito em relacéo ao lado esquerdo (8811+648vs
73961394, p=0,001, ANOVA).

a comparacéo intergrupos foi detectado aumento significativo da ENSS do
gastrocnémio direito entre os grupos: GLA e GLUS (84791276 vs 6856+1133, p=
0,001); GLUSA e GLUS (8811+648 vs 6856+1133, p= 0,001) e GLUSA e GC

(8811648 vs 6615233, p=0,000) (FIGURA 31).
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FIGURA 31- Efeitos do alongamento e/ou UST na estimativa do numero de
sarcoOmero em série (ENSS) do musculo gastrocnémio dos ratos. GL= Grupo Leséao;
GLUS= Grupo Leséo + Ultrassom; GLA= Grupo Lesdo + Alongamento; GLUSA=
Grupo Lesdo + UST + Alongamento; GC= Grupo Controle. Os resultados estéo
representados como a médiatdesvio padrdo.*comparado com o lado esquerdo
(p=0,001). + comparado com o lado direito do GLUS (p= 0,001). # comparado com o
lado direito do GLUS (p=0,001).## comparado com o lado direito do GC (p=0,000).

10.5 COMPRIMENTO DOS SARCOMEROS

Nesta variavel foi encontrada homoscedasticidade (p=0,21) e normalidade
(p=0,23), sendo realizado a ANOVA post hoc Tukey unequal HSD. Comparando-se
o lado direito e esquerdo no GLA, foi detectado que o lado esquerdo apresentou
comprimento dos sarcomeros maior que o direito (3,2+0,1 vs 2,7+0,4 um p= 0,001,
ANOVA). Na comparacao intergrupos foi encontrada diferenca no gastrocnémio
direito entre o GLUS e GLA (3,2+0,4 vs 2,7£0,4 um, p=0,001, ANOVA) (FIGURA

32).
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FIGURA 32- Efeitos do alongamento e/ou UST no comprimento do sarcémero do
muasculo gastrocnémio dos ratos. GL= Grupo Lesdo; GLUS= Grupo Lesao +
Ultrassom; GL)A= Grupo Les&o + Alongamento; GLUSA= Grupo Les&o + UST +
Alongamento; GC= Grupo Controle. Os resultados estdo apresentados como a
médiatdesvio padrdo. * comparado com o gastrocnémio esquerdo (p=0,001). +
comparado com o gastrocnémio direito do GLA (p= 0,001). Médiatdesvio padrao.

10.6 AREA DE SECCAO TRANSVERSA DAS FIBRAS MUSCULARES (ASTFM)

Nessa variavel os dados foram considerados homogéneos e normais através do
teste de Levene (p=0,06) e Shapiro (p=0,09), portanto foi aplicado o teste ANOVA
post hoc Tukey unequal HSD. Foi encontrada maior area de seccao transversa das
fibras musculares do gastrocnémio direito do GL quando comparada com o GLA
(12787+ 995 vs 8721+2341um?, p= 0,000, ANOVA) (FIGURA 33).
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FIGURA 33- Efeitos do alongamento e/ou UST na area de secdo transversa das
fibras do masculo gastrocnémio dos ratos. GL= Grupo Leséo; GLUS= Grupo Lesédo
+ Ultrassom; GLA= Grupo Lesdo + Alongamento; GLUSA= Grupo Lesdo + UST +
Alongamento; GC= Grupo Controle. Os resultados estdo demonstrados como a
meédiatdesvio padrao.*Comparado com o lado direito de GLA (p=0,000).

A FIGURA 34 mostra os cortes transversais das fibras em todos os grupos

avaliados. Verifica-se a presenca de nucleos centralizados nos grupos lesionados.
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FIGURA 34- Cortes histolégicos da ASTFM do muasculo gastrocnémio dos ratos. A-
Grupo Leséo; B- Grupo Lesdo + Ultrassom; C- Grupo Lesdo + Alongamento; D-
Grupo Lesdo + UST + Alongamento; E- Grupo Controle. Cabeca da seta nucleo
centralizado. Barra: 84 ym para todos os painéis.
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10.7 ANALISE DOS COLAGENOS | (MADURDO) E Ill (IMATURO) (PICROSIRIUS)

A éarea de ocupacéao do colageno foi expressa em porcentagem, sendo dividida
em porcentagem de area de colageno maduro (vermelho) e imaturo (verde). Os
dados foram considerados homogéneos (p=0,11) e normais (p=0,06) e foi aplicado o
teste estatistico ANOVA post hoc Tukey unequal HSD para andlise intergrupo e
intragrupo.

Para analise intragrupo foi considerado o valor da porcentagem referente ao
colageno maduro (vermelho) e consequentemente a mesma analise referiu-se ao
colageno imaturo (verde), pois a soma das porcentagens € 100%. Comparando-se 0
lado direito e esquerdo, em cada grupo experimental, ndo foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa.

Na andlise intergrupos do MGD foi encontrado aumento significativo (p< 0,001,
ANOVA) nas porcentagens dos colagenos maduro (I) e imaturo (lll) entre os
seguintes grupos: GL e GLA (40+12 vs 24+14%, p=0,000); GL e GC (40£12 vs
21+9%, p=0,000; GLUS e GLA (37+10 vs 24+14%, p=0,000); GLUS e GC (38£10 vs

21+9%, p=0,000) e GLUSA e GC (36212% vs 21+9%, p=0,000) (FIGURA 35).
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FIGURA 35- Efeitos do UST e/ou alongamento nas porcentagens da area dos
Colagenos | (maduro, Verm) e lll (imaturo, Verde).D- direito; E- esquerdo; Verm-
vermelho. Verm D (coluna vermelho escura)- refere-se ao colageno tipo | do
gastrocnémio D; Verm E (coluna vermelho clara); colageno tipo | do gastrocnémio E;
Verde D (coluna verde escura)- colageno lll do gastrocnemio D; Verde E (coluna
verde clara)- colageno lll do gastrocnemio E. GL= grupo lesédo; GLUS= grupo leséo
+ ultrassom; GLA= grupo lesdo + alongamento; GLUSA= grupo lesdo + UST +
alongamento; GC= grupo controle. * em relacdo a GLA (p=0,000) e GC (p=0,000); +
em relacdo a GLA(p=0,000) e GC (p=0,000); # em relacdo ao GC (p=0,000).
Médiatdesvio padrao.

Na FIGURA 36 observa-se nas laminas de todos os grupos avaliados a
presenca de coladgeno maduro (representada pela cor vermelha) e coladgeno imaturo
(representado pela cor verde).
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FIGURA 36- Cortes histologicos da porcentagem de colageno. A- Grupo Lesao; B-
Grupo Lesao + Alongamento; C- Grupo Lesdo + UST; D- Grupo Lesdo + UST +
Alongamento; E- Grupo Controle. Seta indica coloragédo vermelha demonstrando o
coldgeno maduro- Tipo |.; Asterisco indica coloracdo verde demonstrando o
colageno imaturo- Tipo IIl.
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10.8 DESMINA

A area de desmina muscular ndo apresentou normalidade segundo o teste
Shapiro Wilk (p<0,05). Portanto os dados foram considerados ndo paramétricos e a
comparacao entre grupos foram feitas por meio do teste Kruskall-Wallis. A area de
desmina encontrada no GLUSA foi maior que aquela encontrada no GLA (3069198
Um?2 vs 1549451 pmz, p=0,02) (TABELA 3).

TABELA 3- Efeitos do alongamento e/ou UST na area de desmina do musculo
gastrocnemio dos ratos.

GRUPOS AREA (um?)
Gastrocnémio Direito
GL 1746767
GLUS 1859+781
GLA 1549+513
GLUSA 3069+989*
GC 3453+1920

GL= Grupo Lesdo; GLUS= Grupo Lesdo + Ultrassom; GLA= Grupo Lesdo +
Alongamento; GLUSA= Grupo Leséo + UST + Alongamento; GC= Grupo Controle.*
Comparado com o lado direito de GLA (p=0,02).

A FIGURA 37 demonstra as laminas da imunohistoquimica da desmina. Nota-se

as areas imunopositivas da desmina em todos 0s grupos (representado pelas setas).
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FIGURA 37- Laminas da porcentagem de desmina do musculo gastrocnemio de
ratos. A- Grupo Lesao; B- Grupo Leséo + Alongamento; C- Grupo Lesdo + UST; D-
Grupo Lesdo + UST + Alongamento; E- Grupo Controle. Seta indica area de
desmina. Barra: 30 um para todos os painéis.
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10.9 LAMININA

Os resultados da area da desmina muscular ndo apresentaram distribuicdo
normal (p<0,05, Shapiro Wilk), sendo os grupos comparados por meio do Kruskal-
Wallis. Nao foi encontrada diferenca significativa na area de laminina entre os
grupos (TABELA 4).

TABELA 4- Efeitos do alongamento e/ou UST na é&rea de laminina do musculo
gastrocnémio dos ratos.

GRUPO AREA (um?)
Gastrocnémio Direito
GL 3096+891
GLUS 20721349
GLA 3321+1178
GLUSA 2351+1094
GC 23301769

GL= Grupo Lesdo; GLUS= Grupo Lesao + Ultrassom; GLA= Grupo Leséo +
Alongamento; GLUSA= Grupo Lesédo + UST + Alongamento; GC= Grupo Controle.
Os resultados estdo mostrados como a médiatdesvio padrao.

A FIGURA 38 mostra as laminas da imunohistoquimica para laminina. Nota-se
as areas imunopositivas para laminina circundando as células musculares. A area de

laminina esta representada pelo retangulo.
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FIGURA 38- Laminas da porcentagem de laminina do musculo gastrocnemio de
ratos. A- Grupo Leséo (GL); B- Grupo Lesado + Alongamento. (GLA); C- Grupo Leséo
+ UST (GLUS); D- Grupo Leséo + UST + Alongamento (GLUSA); E- Grupo Controle
(GC).Retangulo indica laminina (presente em toda circunferéncia da célula). Barra:
30 um para todos os painéis.
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11 DISCUSSAO

As fibras do musculoesquelético apresentam plasticidade, ou seja,
capacidade de adaptacdo a determinados estimulos, como exercicio fisico,
imobilizagdo, alteracbes das condicbes hormonais, nutricdo, inervacao,
eletroestimulacédo, entre outros (BURKHOLDER; LIEBER, 1998; AOKI, 2006).
Estudos em animais demonstram a capacidade de adaptacdo muscular para
diferentes estimulos, ocorrendo alteracbes no peso muscular, na quantidade de
tecido conjuntivo, no comprimento e tamanho muscular, na quantidade protéica...
(TABARY et al, 1972; GAJDOSKI, 2004; COUTINHO et al., 2004; GOMES et al.,
2004 e 2007; SECCHlI et al., 2008; BERTOLINI et al., 2009).

No presente estudo foram observados os seguintes desfechos: 1)- O ganho
de peso corporal foi compativel com o crescimento normal dos animais; 2)- N&o
houve diferenca no peso nem no comprimento muscular, porém, a associacdo do
UST com o alongamento foi determinante para a adicdo de sarcomeros em série; 3)-
O protocolo de alongamento realizado isoladamente foi suficiente para impedir a
proliferacdo de coladgeno nos musculos lesados; 4) O alongamento associado ao
UST favoreceu a regeneragcao muscular.

11.1 PESO CORPORAL

Em relacdo ao peso corporal, todos 0s grupos apresentaram aumento quando
se comparou o peso inicial com o final, demonstrando que nem a lesédo e nem os
protocolos de UST e/ou alongamento interferiram no ganho de peso corporal. No
entanto, o peso corporal final absoluto do GC foi maior que o0 GLA e o0 GLUSA bem
como o GL e GLUS tiveram seus pesos maiores que o GLUSA. Portanto, os grupos
submetidos a maior quantidade de estimulos (contusdo; UST e alongamento,
GLUSA), podem ter apresentado interferéncia negativa no ganho absoluto de peso
corporal, ja que o GC (controle-intacto) apresentou o maior peso corporal final.

As diferencas detectadas no peso corporal podem indicar que o alongamento
(procedimento com maior numero de intervencbes deste experimento), realizado
durante 2 semanas, diariamente, isto é, 10 sessdes, pode ter gerado estresse nos
animais, devido a manipulacao diaria, influenciando negativamente o ganho de peso

absoluto dos animais. Esses resultados foram confirmados quando se comparou as
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diferencas relativas de peso corporal, nas quais se verificou que 0S grupos
submetidos ao menor numero de intervencdes (GL; GLUS) apresentaram maior

ganho de peso relativo.

11.2 PESO MUSCULAR

Em relacdo ao peso muscular ndo foram encontradas diferencas
significativas. Sabe-se que o peso muscular ndo € o melhor método para avaliacao
do trofismo muscular e que o curto periodo de tempo de intervencdo, apenas 3
semanas, pode néo ter sido suficiente para induzir hipertrofia.

No estudo de Menon et al. (2007), no qual realizaram o alongamento passivo
no soleo de ratos, 3 séries de 30s, a cada 48h, por 3 semanas em musculo intacto,
foi verificado aumento do peso muscular. Porém, quando o mesmo protocolo de
alongamento foi aplicado no musculo imobilizado em flexdo plantar por 3 semanas,
nao foi suficiente para impedir a diminuicdo do peso muscular de forma significativa.

Corroborando com nosso estudo, Wilkin et al. (2004) ndo encontrou aumento
da massa muscular nos grupos tratados com UST (3 MHz, pulsado 20%, 1W/cm?)
apés contusdo em ratos. Segundo esses autores, 0 aumento da massa era
esperado pois como o UST permite a entrada de macréfagos e células sanguineas
branca, esses sinalizariam os fatores de crescimento e conseguentemente,
aumentariam a massa. Essa mesma justificativa para o aumento esperado da
massa muscular foi sugerida no estudo de Market et al. (2005) que além do UST,
associou em alguns grupos o exercicio (esteira por 20 min) em ratos apos contuséo
no gastrocnémio. Os autores complementaram a justificativa explicando que o
exercicio aumenta a ativacdo das células satélites, o recrutamento neural e a carga
mecanica, o qual teria um importante papel no crescimento e regeneracdo muscular.
Porém essa resposta ndo foi encontrada por esses autores e hem em nosso estudo
nos grupos submetidos ao alongamento.

No estudo de Sestare e Minamoto (2006) foi reportada diminuigcdo do peso
muscular do tibial anterior apds 28 dias de contusdo. Esses autores justificam a
diminuicdo da massa muscular em decorréncia da alteragdo no metabolismo
protéico muscular, isto €, diminuicdo da sintese e aumento da degradacdo. Como
nao foi encontrada nenhuma diferengca no peso muscular no presente estudo, ndo se

pode afirmar que a contusdo, o UST e/ou o alongamento interferiram no
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metabolismo proteico muscular. Sugerem-se para futuros estudos, anélises
moleculares de fatores regulatérios miogénicos, que poderiam detectar os

mecanismos envolvidos nas alteracdes de trofismo de menor magnitude.

11.3 COMPRIMENTO MUSCULAR, NUMERO DE SARCOMEROS EM SERIE,
COMPRIMENTO DOS SARCOMEROS

Durante o crescimento pos-natal, as fibras do musculoesquelético alongam-se
por adicdo de novos sarcOmeros em série, e musculos adultos sdo capazes de
adaptar-se a um novo comprimento por adicdo ou remocao de sarcémeros em série.
Para que isso ocorra, o comprimento do sarcomero € ajustado para manter uma
relacdo de comprimento tensao ideal, e assim promover uma contracdo muscular
eficaz (STAUBER et al., 1994). O efeito do alongamento e a adaptacdo a um
aumento do comprimento funcional estdo associados com o aumento da sintese
protéica (GORDON et al., 1966).

O comprimento muscular em nosso estudo, mensurado por meio do
paquimetro, ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa. Este tipo de
mensuracdo ndo € o melhor método para se avaliar o comprimento longitudinal do
musculo, sendo o ideal, estimar o niumero de sarcomeros em série (NSS). Em nosso
estudo foi estimado o NSS o qual foi encontrado maior nimero no GLA e GLUSA do
qgque no GLUS, demonstrando e efeito do alongamento na sarcomerogénese em
musculos lesados. A confirmacdo deste desfecho foi evidenciada quando se
verificou que o nimero de sarcomeros em série do GLUSA foi maior que o GC.

O alongamento passivo estimula a sintese de proteinas e adicdo de
sarcobmeros ao longo da fibra muscular através da liberacdo de fatores de
crescimento. Fato demonstrado por Yang et al. (1997) que apds alongar em
muasculos mantidos em posicdo de encurtamento demonstraram aumento da
liberacdo IGF-I e expressdo de RNAm para proteinas musculares. O crescimento
longitudinal também ocorre pelo aumento da sintese protéica principalmente nas
extremidades distais da fibra muscular (WILLIAMS; GOLDSPINK, 1973).

O estudo de Coutinho et al. (2004), avaliou os efeitos do alongamento de 40
min realizados a cada 3 dias, durante 3 semanas, no musculo séleo de ratos
imobilizados em posi¢do de encurtamento. Foi avaliado o comprimento muscular,

NSS e comprimento do sarcomero. Como resultado foi encontrado aumento do
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comprimento muscular e no NSS no grupo alongado sem imobilizacdo, enquanto
gque o comprimento dos sarcOmeros nesse grupo nao apresentou diferenca
significativa. Os autores concluiram que o alongamento ndo aumentou o numero de
sarcOmeros nos musculos imobilizados. Gomes et al. (2004) aplicaram protocolo
semelhante a Coutinho et al (2004) porém o alongamento foi realizado somente uma
vez por semana e observaram que ndo foi o bastante para prevenir a perda de
sarcoOmeros em série nos grupos imobilizados, mas promoveu protecao significante
contra a atrofia da fibra muscular. Salvini et al. (2006) avaliaram os efeitos do
alongamento (10 vezes de 1 min) em musculos imobilizados aplicado diariamente ou
3 vezes por semana (durante 3 semanas) e concluiram que ambos o0s protocolos
induziram a sarcomerdgenese sendo mais efetivo o protocolo realizado 3 vezes por
semana. Secchi et al. (2008) observaram aumento no numero de sarcomeros no
musculo séleo higido de ratos submetidos ao alongamento de 40 min, 2 vezes por
semanas durante oito semanas consecutivas. Williams (1990) mostrou que 30 min
diarios de alongamento passivo foram suficientes para prevenir a perda de numero
de sarcoOmero em série e atrofia muscular, em musculos soleos de ratos encurtados
por imobilizagdo. No entando, quando aplicado o alongamento durante 15 min, estes
nao foram suficientes para prevenir a perda de sarcOmeros e a amplitude de
movimento. Desta forma, de acordo com os resultados descritos acima, pode-se
sugerir que a duracdo do alongamento e o periodo de realizacdo podem ser
determinantes para o incremento no comprimento muscular, NSS e no comprimento
dos sarcomeros.

Em nosso estudo, a duracao total de alongamento por sessao foi de 2 min,
realizados diariamente, por apenas 2 semanas, 0 que pode ter sido tempo
insuficiente para mudanca no comprimento muscular. Corroborando com nosso
estudo, Menon et al. (2007), realizaram o alongamento passivo por 30s repetido 3
vezes, durante 3 semanas, no musculo soleo higido e imobilizado e ndo encontrou
mudanca nessa variavel. No entanto, quando avaliaram o NSS concluiram que o
alongamento preveniu a perda de sarcobmero no musculo imobilizado mas néo
alterou no mauasculo higido. Konno et al. (2008) realizaram o protocolo de
alongamento semelhante ao nosso estudo (3 séries diarias de 30s durante 2
semanas), porém em musculo imobilizado e ndo encontraram aumento do nimero
de sarcébmeros significativo no grupo alongado apds imobilizacdo em relacdo ao

membro contralateral.
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Bertolini et al. (2009) também avaliaram essas 3 variaveis (comprimento
muscular, nimero de sarcomeros em série e comprimento dos sarcomeros) apos a
aplicacdo do UST antes da realizacdo do alongamento do musculo gastrocnémio
higido de ratos. Foram realizadas 15 aplicacbes de UST associadas ou ndo ao
alongamento (3 séries de 30s, diariamente por 3 semanas) e foi encontrado
aumento significativo no comprimento muscular, nos grupos tratados com UST ( 0,5
e 1 W/cm? modo continuo) e alongamento. Entretanto, o grupo que realizou
somente a aplicacdo do UST nao apresentou aumento no comprimento muscular.
Em relacdo ao NSS e comprimento muscular ndo foi encontrada diferenca
significativa em nenhum grupo. Assim, pode ser hipotetizado que os musculos
higidos e os lesados respondem diferentemente a associacdo do UST com o
alongamento, ja que em nosso estudo ndo foi verificada modificagdo no
comprimento muscular e foi encontrado aumento do NSS no GLA e GLUSA e do
comprimento do sarcomero no GLUS.

Wessling et al. (1987) demonstraram, em humanos, que a combinagdo do
alongamento estatico e UST térmico aumentou a extensibilidade (mensurada
através do goniébmetro) do musculo triceps sural, além do alcancado pelo
alongamento realizado isoladamente. Knight et al. (2001) de forma concordante,
observaram que o UST foi mais efetivo no aumento da amplitude ativa e passiva de
movimento, ao comparar com outras formas de aguecimento (bolsa de gel).

Em contrapartida ao aumento do NSS do GLA em relacdo ao GLUS, o
comprimento do sarcébmero do GLUS foi maior que GLA. Segundo Koh (1995), um
musculo pode adicionar ou remover sarcOmeros em Seérie, para ajustar o
comprimento em direcdo ao angulo articular 6timo, no qual a forca muscular maxima
€ produzida durante o treinamento. Desta maneira, pode ter ocorrido este
mecanismo no GLA intragrupo e quando comparado com o GLUS. No entanto, era
esperado que este mecanismo também ocorresse com o0 GLUSA, ja que a
associacdo do UST com o alongamento potencializou a sarcomerogénese. Desta
forma, sugere-se a realizagcdo de mais estudos, com analise ultra estrutural, por
exemplo, com microscopia eletrénica de transmisséo, para investigar o comprimento
dos sarcémeros.

Portanto, o presente estudo evidenciou que a associacdo do UST com o
alongamento induziu sarcomerogénese em musculos lesados. Assim, é a primeira

vez que se verificou aumento no numero de sarcOmeros em série de musculos
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previamente submetidos a contusdo, sugerindo que a adaptacado decorrente da
associacdo do UST com o alongamento, ndo apenas pode modificar a tenséo
passiva do comprimento da unidade musculo-tendinea e sim pode induzir a

adaptacao morfolégica muscular longitudinal (HOANG et al., 2007).

11.4 AREA DE SECCAO TRANSVERSA DAS FIBRAS MUSCULARES (ASTFM)

Em relacdo a ASTFM verificou-se que a do GL foi maior que a do GLA porém
nao houve diferenca com o controle. Analisando o peso corporal desses grupos, O
GL teve aumento de 31% enquanto o GLA de 19%, o que pode ter influenciado a
ASTFM apesar de ndo ser encontrado aumento no peso muscular. Nesse estudo
nao se encontrou nenhuma influéncia do UST e do alongamento na ASTFM. Era de
se esperar alguma interferéncia nessa variavel, pois segundo Rantanen et al. (1999),
a ASTFM poderia diminuir se houvesse danos internos da célula muscular sem
danos sarcolema e se o0s tratamentos acelerassem a resolucdo de edema celular, ou
poderia aumentar se houvesse danos internos e os tratamentos acelerassem a
regeneracao.O estudo de Lopes et al (2005) realizou analise morfométrica do tecido
muscular (vasto lateral) de coelhos sadios ap6s aplicacdo de UST continuo e
pulsado de 1 MHz, com intensidade de 3 W/cm? Foram realizadas 10 sessfes
consecutivas de 12 min e néo foi encontrada nenhuma diferenca significativa na
ASTFM entre os grupos e nem com o grupo controle. No estudo de Wilkin et al
(2004) que aplicou 0 UST pulsado (3MHz, 1 W/cm?), no musculo gastrocnémio apds
contusdo também néo foi encontrado o aumento na AST. Esses autores avaliaram a
ASTFM no 1°, 3°,50°,7°, 14°  21° ,28° e 40° dia pés lesdo. O UST foi iniciado 6 h pds
lesdo e aplicado por 7 dias. Corroborando com esse estudo, o nosso trabalho
também n&o encontrou aumento da AST no grupo tratado com UST, que foi iniciado
72 h pos leséo e aplicado durante 5 dias consecutivos.

O estudo de Market et al (2005), avaliou os efeitos do UST (3MHz, continuo,
0,1 W/cm?) e exercicio (esteira por 20 min), durante 4 dias, iniciado 24h pés lesdo,
na ASTFM apos 96h da lesdo e ndo observaram nenhuma diferenga estatistica
entre 0s grupos tratados e nem comparado com o grupo controle. Justificam o néo
aumento da ASTFM devido ao curto periodo de realizagdo do exercicio. Coutinho et
al. (2004) e Gomes et al. (2007) demonstraram que o alongamento de 40 min pode

diminuir a hipotrofia muscular em musculos imobilizados. Secchi et al. (2008)
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verificaram que o alongamento, em musculos higidos, sustentado durante 40 min, 2
vezes por semana, aumentou a ASTFM do grupo alongado em relacdo ao controle.
O estudo de Rocha et al. (2010) avaliaram os efeitos do alongamento de 8 min
diarios por trés semanas apos trés semanas de imobilizacdo e encontraram aumento
da area da fibra em relacdo aos outros grupos (imobilizado, mobilizacao livre e
controle). Como em nosso estudo o GL apresentou ASTFM maior que GLA, o
alongamento pode ter inteferido na resolucdo do edema e na regeneracdo do
sarcolema, mas nao foi suficiente para estimular o crescimento muscular e a sintese
protéica que sao efeitos descritos na literatura (Goldspink, 1999; Goldspink et al,
1995). Porém para elucidar melhor esses resultados seria necessario um estudo

mais aprofundado de biologia molecular.

11.5 ANALISE DO COLAGENO (PICROSIRIUS)

O GLUS apresentou maior porcentagem de colageno maduro em relacdo GLA e
ao GC. O aumento da densidade de tecido conjuntivo associado a diminui¢cdo do
namero de sarcémeros, o qual foi encontrado no GLUS em relagdo ao GLA, séo
caracteristicas basicas de musculo retraido. Isso permitiria concluir que o UST néo
foi bom recurso para o tratamento da contusdo. Porém, analisando-se o
comprimento do sarcémero, verificou-se que esse grupo apresentou aumento
guando comparado ao GLA. Estudos mostram gque a diminuicdo do espaco entre as
fibras colagenas, aliada a producdo e deposicao aleatdria de coladgeno imaturo,
favorece a formacédo de ligac6es intermoleculares em locais indesejaveis e limita a
amplitude de movimento articular (AKESEON et al.,, 1987). O aumento do
comprimento do sarcémero nos musculos imobilizados em posicédo de encurtamento
tem sido associado a reducdo do numero de sarcobmeros em série, o qual envolve
adaptacdo no comprimento do sarcomero, para 0 musculo desenvolver maxima
tensdo (WILLIAMS; GOLSDSPINK, 1978). Isso pode ter ocorrido com o estimulo do
UST pois um dos seus efeitos terapéuticos é a sintese do colageno, formacéo de
tecido conjuntivo mais forte e deformavel, aumento da deposicédo e extensibilidade
do colageno (YOUNG et al., 1990). Rantanen et al (1999) verificaram aumento da
producdo de fibroblastos apds contusdo muscular de ratos tratados com UST
pulsado (3MHz, 20% e 1,5 W/cm?). Esses autores verificaram aumento das células

precursoras miogénica (até 4 dias pés trauma) e proliferacdo de fibroblastos (pelo
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menos 10 dias apds o trauma) e sugeriram que a fase prolongada de proliferacéo
de fibroblastos pode aumentar a quantidade de producéo de tecido fibrético. Fu et al.
(2010) avaliaram a aplicacdo do UST pulsado (1,5 MHz, 20%, 0,15 W/cm?) apds
lesédo do tendao patelar de ratos. A avaliagcdo ocorreu no 4°, 14° e 28° dia apos a
lesdo. Verificou-se que o efeito estimulatério do UST foi evidente somente nos
primeiros dias pés lesdo, no qual houve aumento da expressdo do mRNa do
colageno tipo 1 e 3 somente na fase de granulacdo. Piedade et al. (2008) avaliaram
a aplicacdo do UST pulsado no musculo gastrocnémio lacerado de ratos e
observaram o aparecimento precoce de fibras de coldgeno tipo 1 aos 4 dias de
lesdo, com melhor arranjo estrutural e melhor alinhamento dos miotubos em
formacdo, no grupo tratado com UST (1 MHz, 20%, 0,57 W/cm?, 5 min). Nesses
estudos, os autores demonstraram a presenca de colageno tipo 1 no grupo tratado
com UST j& no 4° dia, sugerindo que o UST pode estimular precocemente a
agregacdo deste tipo de coldgeno, ndo causando acumulo de coldgeno o qual ndo
seria benéfico. Como o processo de maturacdo do coldgeno € importante no
processo de cicatrizacdo e reparo pois aumenta a forca mecanica e a resisténcia a
degradacdo (NIMNI, 1988), pode-se sugerir que o UST melhora a resisténcia
biomecéanica precocemente apds a lesdo muscular.

Em nosso estudo, o protocolo de alongamento preveniu a proliferacdo do
colageno quando comparado ao musculo somente lesado. Williams et al. (1988)
relataram que ao alongar diariamente um musculo encurtado por imobilizacéo,
houve prevencdo na deposicdo de tecido conjuntivo no tecido muscular.
Corroborando com esses resultados, o estudo de Hwang et al. (2006) avaliaram os
efeitos do alongamento em mduasculos lesionados e verificaram seu efeito
antifibrético. Observa-se que este € um dos Unicos estudos demonstrando a
importancia do alongamento em musculos lesionados. Esses autores indicaram que
o alongamento deve ser iniciado no 14° dia apos a lesdo. Segundo Robinson e
Winegrad (1978), a for¢a passiva imposta ao musculo durante o alongamento lhe é
transmitida como um todo através do tecido conjuntivo intramuscular e que o
aumento do tecido conjuntivo contribui para 0 aumento da resisténcia passiva
extracelular do musculoesquelético. Jarvinen et al. (2007) sugeriram que as
mudang¢as ocorridas no tecido conjuntivo intramuscular contribuem para a perda
funcional e propriedades biomecanicas do musculoesquelético imobilizado. Estas

consequéncias podem alterar a relacdo da expressao dos colagenos tipos I e lll o
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gue modifica as propriedades de forcga ténsil, rigidez e complacéncia muscular. Para
reorganizagdo do tecido conjuntivo intramuscular, programas de alongamento
passivo demonstram aumento da extensibilidade muscular devido a reorganizacao
do tecido conjuntivo intramuscular (COUTINHO et al., 2006). Secchi et al. (2008) néo
verificaram alteracbes na quantidade de tecido conjuntivo em musculos sadios
alongados 2 vezes por semana durante 40 min. Em nosso trabalho, foi observado
gue os musculos lesados apresentaram maior porcentagem de colageno do que o0s
musculos intactos (controle) e do que aqueles submetidos ao alongamento. O
protocolo de alongamento aplicado foi melhor do que o UST para prevenir a
proliferacdo de colageno, no entanto, houve baixa evidéncia cientifica para este
desfecho, ja que tanto o musculo lesado submetido ao UST, quanto a associacao do
UST com o alongamento, apresentaram maior porcentagem de colageno do que o

grupo controle (intacto).
11.6 DESMINA E LAMININA

No presente estudo, o musculo gastrocnémio submetido ao UST e
alongamento (GLUSA) apresentou maior area de desmina em relacdo aos muasculos
somente alongados (p<0.05). Alguns estudos avaliaram os efeitos do UST aplicado
apOs contusdo muscular e analisaram a quantidade de mioblastos e miotubos
através do aumento da imunoreatividade da desmina (RANTANEN et al., 1999;
PIEDADE et al., 2008; SHU et al., 2012).

Rantanen et al. (1999) reportaram que o UST pulsado (3 MHz, 1,5 W/cm?),
aplicado 6 h e 3 dias ap6s a contusdao muscular de ratos, aumentou as células
precursoras miogénicas e a proliferacao dos fibroblastos sem aumento na formacéao
de miotubos, avaliados por meio da desmina. Esses autores encontraram aumento
da quantidade de desmina no 3° dia (UST iniciado apds 6 horas da leséo) e no 4° dia
(UST iniciado no 3° dia). O estudo de Shu et al. (2012), reportaram os efeitos do
UST pulsado (20%), em diferentes doses (0,25; 0,5 e 0,75 W/cm?) na quantidade de
desmina, apds contusdo muscular mecanica em ratos. O UST foi aplicado 24 h apos
a lesdo até o 4°, 7° e 14° dia sendo encontrado aumento significativo de desmina em
todos os grupos em relagdo ao controle (p<0,005). Nesse estudo, 0s autores
verificaram que a expressao da desmina aumentou do 4° ao 14° dia, tendo seu pico

no 7° dia, porém, sem diferenca significativa entre os grupos. Piedade et al. (2008)
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avaliaram a aplicagdo do UST pulsado no musculo gastrocnémio lacerado de ratos e
observaram maior quantidade de mioblastos e miotubos, analisados por morfometria
de desmina-positiva, na zona de regeneracdo, aos 14 dias, no grupo tratado com
UST (1 MHz, 20%, 0,57 W/cm? 5 min). Os autores associam o aumento de
mioblastos e miotubos desmina-positiva ao estimulo da proliferacédo e diferenciacéo
das células satélites induzido pelo UST, favorecendo a regenera¢do muscular.

No presente estudo néo foi encontrada diferenca estatisticamente significativa
na area de desmina, de musculos lesados submetidos somente ao ultrassom. Este
resultado pode ser atribuido ao fato de que os ratos foram submetidos a aplicagédo
do UST até o 8° dia e a desmina foi avaliada no 22° dia. Desta forma, o estimulo
gerado pode ter sido insuficiente para as células satélites se diferenciarem em
mioblastos, consequentemente ndo sendo marcados pela desmina. Apesar de nao
encontrarmos diferenca estatisticamente significativa, verifica-se que o GLUS tem
guase a metade da quantidade de desmina que o GC, o que pode justificar a falta de
estimulo gerado pelo UST para produzir novos mioblastos.

Os estudos supracitados avaliaram o efeito do UST isoladamente, sem
associar com outro recurso terapéutico ou exercicio. Entretanto, no presente estudo,
observou-se menor area de desmina no grupo submetido somente ao alongamento
quando comparado ao grupo submetido ao UST associado ao alongamento. Pode
ser hipotetizado que a aplicacdo isolada, seja do UST ou alongamento ndo gera
estimulo suficiente para modificar o processo de regeneracdo avaliado pela
desmina. Outra hip6tese seria que o protocolo de alongamento aplicado estaria
prejudicando o processo de regeneracdo, seja pela técnica, dorsiflexdo passiva
maxima ou pela duracao total que foi mantido.

Correlacionando lesdo muscular e alongamento, Hwang e colaboradores
(2006) compararam o efeito da decorina, uma proteoglicana humana de agéo
antifibrotica, com o alongamento muscular do gastrocnémio, mantido por 5 s e
intercalado com 5 s de repouso, num tempo total de 15 min, realizados apo6s dois,
sete e quatorze dias da lesdo muscular em ratos. Observaram que o0 grupo que
utilizou a decorina demonstrou melhores resultados na regeneracao, fibrose e nas
propriedades contrateis, quando comparado ao grupo controle bem como os que
realizaram alongamento. Porém, dos grupos que foram submetidos ao alongamento,
verificou-se que aquele que iniciou apés 14 dias, obteve melhores resultados no

nivel de fibrose (50% menor), no numero de miofibrilas regeneradas e maior
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comprimento muscular. No presente estudo, o alongamento iniciado 1 semana apos
a lesdo, ndo apresentou alteracdes significativas na area de desmina e da laminina
guando comparada ao grupo controle e ao leséo.

No entanto, quando o alongamento foi associado ao UST (GLUSA) observou-
se maior area de desmina, o que poderia ser atribuida a maior duracdo de estimulo
desta combinacgdo terapéutica, isto é, por 3 semanas. Esse foi o Unico grupo que
recebeu intervencédo todos os dias, primeiramente com o UST e depois com o
alongamento. Sabe-se que as células satélites estdo quiescentes na fibra muscular
sadia e quando h4 uma leséo elas iniciam rapidamente sua divisao e recolocacdo no
tecido lesado (LIEBER, 2002). H& grande evidéncia que as células satélites
representam a populacdo de células tronco que podem diferenciar-se em células
musculares ou outro tipo de células (LIEBER, 2002). Células satélites migram para a
regido da leséo e entram em ativacdo, proliferacéo e diferenciacdo em mioblastos,
que ao fundirem-se formam miotubos (LIEBER, 2002). Estudos demonstram que
tanto o UST (RANTANEN et al., 1999. PIEDADE et al., 2008 e SHU et al., 2012),
guanto o alongamento, através de seu efeito mecanico (KENNEDY et al., 1988;
TATSUMI et al., 2001 e 2006) estimulam as células satélites.

Assim, propde-se que o aumento da desmina resultante da associacdo do
UST com o alongamento, pode ter favorecido o processo de regeneracdo muscular
pela ativacdo de células satélites. No presente estudo as células satélites ndo foram
marcadas, porém, o nucleo centralizado observado na histologia poderia indicar esta
ativacdo. Sugere-se para futuros estudos a marcacao das células satélites para
elucidar os efeitos do UST e do alongamento no mecanismo de regeneragao
muscular.

A laminina é uma proteina presente na lamina basal e que possui um papel
importante em processos de diferenciacdo, migracédo e adesédo celular (DURBEEJ,
2010). A perda da membrana basal, evidenciada pela diminuicdo da expressao da
laminina e do colageno IV, tem sido observada em areas com perda de
diferenciacdo (HAAS et al, 2001). A integridade da lamina basal € importante para o
sucesso da regeneracao, para a formacéo e orientacéo espacial dos novos miotubos
e desenvolvimento minimo de fibrose (ENGEL; ARMSTRONG, 1994). No presente
estudo verificou-se que todos 0s grupos apresentaram integridade da lamina basal.

Esse estudo limita-se por ter utilizado a imunohistoquimica para laminina de

forma geral, ndo sendo utilizada a laminina a2 que é especifica para
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musculoesquelético. Sugerem-se novos estudos sobre os efeitos do alongamento na
fase aguda da lesdo muscular, bem como analisar outras glicoproteinas como
integrinas, colageno IV e fibronectina e também realizar analises com técnicas de

biologia molecular.

12 CONCLUSOES

- A contuséo, UST e alongamento néo interferiram no ganho de peso corporal dos
animais, porém, quanto maior foi o periodo de intervengédo, como o alongamento por
2 semanas, o ganho de peso foi inferior.

- A associacdo do UST com o alongamento foi determinante para a
sarcomerogénese nos musculos lesados.

- Somente o alongamento realizado isoladamente preveniu o aumento de coldgeno
nos musculos lesados.

- O protocolo realizado com ultrassom, independente da associacdo com o
alongamento, ndo foi suficiente para impedir o aumento da porcentagem de
colageno nos musculos lesados.

- O UST associado ao alongamento melhorou o processo de regeneragdo muscular,
verificado por meio da analise imunohistoquimica da desmina.

- Com as devidas restricdes de extrapolacéo, o protocolo de ultrassom associado ao
alongamento poderia ser indicado para tratamento da contusdo muscular auxiliando

no processo de regeneracdo muscular.
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