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RESUMO

Os musculos esqueléticos sado tecidos dindmicos que podem alterar suas
caracteristicas fenotipicas, proporcionando uma melhor adaptagao funcional
frente a estimulos variados. OBJETIVO: Investigar a influéncia do exercicio
aquatico sobre a expressdo de marcadores miogénicos, durante a regeneragéo
do musculo esquelético de rato apds criolesdo. METODOLOGIA: Foram
utilizados 60 ratos divididos aleatoriamente em 6 grupos sendo: (1) Controle
(n=5); (2) Grupo sham (n=5), (3) Grupo adaptagcdo (n=5) e 3 grupos
experimentais sacrificados ap6s 7, 14 e 21 dias e denominados (4)
criolesionado e tratado com exercicio aquatico (n=15); (5) criolesionado sem
tratamento aquatico (pata contralateral foi utilizada como controle interno)
(n=15) e (6) somente com exercicio aquatico (n=15). As sessdes de exercicio
aquatico foram realizadas 6 vezes por semana com a duragao de 90min cada
sessdo. Ao término do protocolo os animais foram sacrificados e foram
extraidos o RNAm total para analise da expressao de MyoD e miogenina e a
analise morfolégica da lesdo. RESULTADOS: Os resultados evidenciaram
aumento do RNAm de MyoD no grupo 7 dias natagdo quando comparado aos
demais grupos experimentais. Com relagdo a expressdo de miogenina foi
encontrado um aumento significativo apdés 14 dias no grupo natagdo com
relagdo ao grupo do mesmo periodo com lesao e aos grupos 7 dias. No grupo
14 dias natagdo a expressdo de miogenina apresentou valores proximos aos
grupos controle e sham, ndo sendo verificadas diferencas estatisticamente. Em
relacdo aos aspectos morfolégicos permitiu verificar que os musculos do grupo
controle apresentaram aspecto histolégico normal. O grupo sham apresentou
edema, mionecrose e infiltrado inflamatério em grau 1. Nos grupos 7, 14 e 21
dias, ndo existiram diferengas estatisticamente significativas nas 4 etapas de
remodelamento tecidual avaliadas (infiltrado inflamatdrio, edema, necrose e
fibras musculares imaturas) entre os grupos lesionados quando comparados
aos grupos com lesdo e tratamento aquatico .CONCLUSAO: O exercicio
aquatico induziu alteragbes na expressdo de marcadores miogénicos e nao
causou alteragdes morfolégicas durante o reparo do musculo esquelético apos
criolesdo.

Palavras Chave: Reparo; Musculo; Regeneracao; Exercicio Aquatico.



ABSTRACT
Skeletal muscles are dynamic tissues that can alter their phenotypic
characteristics, providing a better functional adaptation faced with various
stimuli. OBJECTIVE: To investigate the influence of aquatic exercise on the
expression of myogenic markers, during regeneration of skeletal muscle of rats
after cryoinjury. METHODS: A total of 60 rats were divided randomly into six
groups are: (1) Control (n = 5), (2) sham control (n = 5), (3) Group adaptation (n
= 5) and two experimental groups sacrificed after 7, 14 and 21 days (4)
cryoinjuryed and treated with aquatic exercise (n = 15), (5) cryoinjuryed and
untreated (n = 15) and (6) without injury and submitted to aquatic exercise (n =
15). The aquatic exercise sessions were conducted 6 times a week and each
session lasted for 90min. At the end of the protocol the animals were sacrificed
and total mRNA was extracted for analysis of MyoD and myogenin and
morphological analysis of the lesion. RESULTS: The results revealed an
increase in MyoD mRNA 7 days swimming group when compared to other
groups. With respect to the expression of myogenin was found a significant
increase after 14 days in the swimming group compared to group the same
period with the injury and 7 days groups. 14 days swimming group in the
expression of myogenin showed similar to the control and sham groups, no
statistically significant differences were found. Regarding the morphology
showed that the muscles of the control group showed normal histological
aspect. The sham group showed edema, myonecrosis and inflammatory
infiltration in grade 1. In groups 7, 14 and 21 days, there were no statistically
significant differences in four stages of tissue remodeling evaluated
(inflammatory infiltration, edema, necrosis and immature muscle fibers)
between the injured groups compared to groups with lesions and water
treatment CONCLUSION: The aquatic exercise induced changes in the
expression of myogenic markers during the repair process of skeletal muscle of

rats after cryoinjury.

Keywords: Repair; Muscle; Regeneration; Aquatic Exercise.



SUMARIO
1. CONTEXTUALIZACAO . ..., 11
2. ESTUDO 1: “Influéncia do exercicio aguatico na expressao de marcadores
miogénicos durante a regeneracdo do musculo esquelético de rato” .................. 14
ReSUMO. ... 15
[ g (oo [ L= Lo R 17
Metodologia........cceuviiiiiiiieieeeece e 18
ReSUAdOS ... 22
[ ET o U1 T7- (o R 25
Referéncias Bibliograficas ............ccccooeiiiiieeeiinnnnns 27

3. 2. ESTUDO 2: “Exercicio aquatico e aspectos morfol6gios do musculo

esquelético em processo de reparo ap0s CrileS80.......ccveeriiieeieeiiiiiee e 31
RESUMO. ... .32

a1 e Te [N o= To O 34

Metodologia.......ooieiiiiiiiiee e 35

ReSUItadOs ... 37

[T o U1 17= (o PP 40

Referéncias Bibliograficas ........cccccccccvvvvvviiiiin. 42

4. ESTUDO 3: “Os Beneficios da hidroterapia no tratamento das disfuncdes

MUSCUIO-ESQUEIELICAS” ... et e e 46
RESUMO....oeiiiie e 47

[ a1 e Te [FTox= To RS 49

MetodolOgia. .....oooiiiiiiieie e 49

RESURAAOS. ... ..uvueiiiiiiiiiiiiiiiiii e 50

CONCIUSA0 .ccoeeeeeeeeeeeee 53

Referéncias Bibliograficas............cccccccvvviiiiiiii, 54

5. CONSIDERAGOES FINAIS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 59



Lista de Figuras

Estudo 1

Figura 1: Analise dos pesos dos grupos experimentais ao inicio e apds a
realizacao do treinamento aquatico (pagina 23).

Figura 2: Analise de RNAm de MyoD nos grupos experimentais estudados
(pagina 24)

Figura 3: Analise de RNAmM de miogenina nos grupos experimentais estudados.
Letras iguais denotam diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) (pagina
24).

Estudo 2

Figura 1: Fotomicrografias dos cortes histolégicos de musculos corados por
hematoxilina & eosina.(a) Mdusculo controle exibindo morfologia normal
(aumento original, 400x). (b) Area criolesionada apés 7 dias mostrando
formagao de fibras imaturas (setas) (aumento original, 200x). (c). Aos 14 dias
observam-se células musculares regeneradas, porém imaturas cortadas (setas)
(aumento original, 400x). (d) Aos 21 dias nota-se células musculares madura,

maiores, de aspecto poligonal (aumento original, 400x) (pagina 38)

Figura 2: Analise morfoldgica quantitativa das etapas envolvidas no processo
de reparo muscular apods criolesdo dos diferentes grupos experimentais
avaliados. Grau 0: ausente; Grau 1: discreto; Grau 2: Moderado; Grau 3:

Intenso (pagina 40).



10

Lista de Abreviaturas

BD — Marca da agulha

BSA- albumina de soro bovina

COBEA- Colégio Brasileiro de Experimentagao animal
DAB- 3-31-diaminobenzidina

DNAse - Desoxirribonuclease

HE- hematoxilina-eosina

ICLAS- International Council of Laboratory Animal Science
IGF- fator de crescimento insulina-simile

LSAB- labeled streptavidinbiotin

MEC- matriz extra celular

Min- minutos

MyoD- Fator de diferenciagédo miogénico D

PBS- tampé&o salina fosfato

RNAm- &cido ribonucleico

RNAse- Ribonuclease

TA- tibial anterior

TrisHCL- tamp&o contendo Tris 10mM e NaCl (cloreto de sédio) 100mM

Ml - Microlitro
MM — Micromol
mM — Milimol
mL - mililitro



11

1. CONTEXTUALIZACAO

Os musculos esqueléticos sao tecidos dindmicos compostos por células
musculares e células satélites quiescentes. Este tecido tem a capacidade de
adaptacao frente a estimulos variados tais como atividade contratil, danos
diretos (laceracdo, contusao e estiramento) e indiretos (isquemia e disfungéo
neuroldgica), essa capacidade de adaptagdo, conhecida como plasticidade
muscularé fundamental para a mecanica funcional do corpo humano (Grounds
2002; Shi&Garry, 2006; D’antona, 2006; Dogra, 2007; Chen 2005). Em
circunstancias normais, o0 musculo esquelético adulto de mamiferos é um
tecido estavel com baixo “turn over”’, ou seja, baixo remodelamento sem
alteragdes drasticas em suas caracteristicas fenotipicas (Shi&Garry, 2006;
Jansen,2006; Piovesan, 2009.)

As lesbes musculares tém predominancia no sexo masculino cerca de
75% em adultos jovens de 18-28 anos (Lopes, 2003). Desta maneira apds uma
lesdo, o musculo tem a habilidade de iniciar um processo de reparo altamente
organizado de forma a prevenir a perda de massa muscular. Este processo é
semelhante a miogénese, ou seja, formacao do tecido muscular, porém, as
células que participam inicialmente sdo as células satélites, ao invés das
progenitoras miogénicas (Grounds, 2002; Huard, 2002). A miogénese envolve
primeiramente a ativacdo de células mononucleadas progenitoras que se
diferenciam em mioblastos, e por sua vez fundem-se formando os pequenos
miotubos e posteriormente, outras células (mioblastos) fundem-se a esses
miotubos, formando miotubos maiores e mais maduros. Por fim, esses
miotubos maduros desenvolvem-se para se tornarem miofibrilas do musculo
esquelético maduro (Dominov,1998).

Existe consideravel interesse na regeneragcdao do musculo esquelético
em funcao de varias situagdes que necessitam desta como: reparo rapido de
lesbes em atletas, transplantes, distrofias musculares, atrofias por desuso ou
permanéncia no espacgo entre outras (Huard, 2002).

Nos diferentes estagios da miogénese, as células expressam distintos
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fatores regulatérios miogénicos envolvidos neste processo de diferenciagao.
Dentre os fatores que sdo expressos esta a MyoD que é uma proteina
marcadora, que indica ativagdo e diferenciacdo celular no inicio do reparo
muscular. Outro marcador € a miogenina, fator regulatério de miogenina
(MRF4), que é um gene presente na regeneragao muscular e essa por sua vez
sao expressos nos estagios mais tardios. Portanto esses dois marcadores sao
uns dos varios marcadores que influenciam no tamanho e regeneracdo do
sistema musculo esqueléticos (Cabane, 2003; Tannu, 2004;Chen, 2005).

Atualmente, existe uma crescente preocupagao em proporcionar um
processo de reparo (regeneragao) muscular mais rapido e de melhor qualidade
(Dogra, 2007). Varios tipos e modelos de lesdo tém sido propostos para
examinar os mecanismos de regeneragdao do musculo esquelético, incluindo
danos por contusdo, congelamento e uso de substancias quimicas e por
veneno (Myllyla, 1986; D’Albis, 1988; Garry, 1997; Cornelison, 2004;Kjaer,
2004). O modelo de criolesdo tem a capacidade de induzir injuria e
subsequente regeneracdo em uma area delimitada do ventre muscular, além
de ocasionar uma lesao limpa e de facil reprodutibilidade (Myabara, 2004).

Uma modalidade terapéutica muito utilizada na reabilitacdo de
disfungdes musculo esquelética e que vem demonstrando resultados positivos
no tratamento e na prevengdo de varias patologias é a hidroterapia. A
hidroterapia € um recurso terapéutico que utiliza os efeitos fisicos, fisioldgicos e
cinesiolégicos advindos da imersdao do corpo em piscina aquecida como
recurso auxiliar da reabilitacdo ou prevengao de alteragdes funcionais (Freitas,
2010).

As propriedades fisicas e 0o aquecimento da agua desempenham um
papel importante na melhoria e na manutencdo da amplitude de movimento das
articulagdes, na reducdo da tensdo muscular e no relaxamento (Caromano,
2001). A diminuigdo do impacto articular, durante atividades fisicas, induzida
pela flutuacdo, causa reducdo da sensibilidade a dor, diminuicdo da
compressao nas articulagdes doloridas, maior liberdade de movimento e
diminuicao do espasmo doloroso. O efeito de flutuagcédo auxilia 0 movimento das
articulagdes rigidas em amplitudes maiores com um aumento minimo de dor
(Ruoti, 1994). Os exercicios de fortalecimento com paciente submerso estéo

fundamentados nos principios fisicos da hidrostatica, que permitem gerar
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resisténcia multidimensional constante aos movimentos. Essa resisténcia
aumenta proporcionalmente a medida que a forca é exercida contra ela,
gerando uma sobrecarga minima nas articula¢des (Candeloro, 2004).

Outra propriedade muito importante quando se trata de exercicio
aquatico, € a pressao que a agua exerce sobre o corpo, denominada pressao
hidrostatica. Essa exerce sobre todos os tecidos moles e, sendo assim,
influencia diretamente o retorno sanguineo e linfatico, uma vez que essa
pressdo ira comprimir 0s vasos sanguineos e linfaticos indiretamente. Os
efeitos da terapia em piscina sdo variados e dependera de fatores como a
temperatura da agua, da duragdo do tratamento, do tipo e intensidade do
exercicio e da necessidade especifica de cada individuo (Degani, 1998). O
exercicio aquatico se mostrou influenciar severamente em varios sistemas do
corpo humano, proporcionando beneficios principalmente nos sistema musculo
esquelético, neuroldgico e cardiovascular (Medeiros, 2004).

No reparo tecidual os beneficios da terapia em agua aquecida se da
pelas modificagdes fisiolégicas no corpo, como: aumento de frequéncia
respiratdria e cardiaca, aumento da circulacao periférica o que leva a um maior
suprimento de sangue para o musculo, consequentemente aumenta o
metabolismo muscular e taxa metabdlica; aumenta a quantidade de sangue de
retorno ao coragao o que diminui a pressao arterial; diminuicdo de edemas pela
pressao hidrostatica e reducao da sensibilidade dos terminais nervosos que
somadas com todas as outras causam um relaxamento muscular geral (Cheng,
2010).

Mesmo sendo muito utilizado esse tipo de terapia ha uma escassez a
cerca dos reais beneficios da terapia aquatica para os diferentes tipos de
lesdes e as diversas fases do processo de reparo. Desta forma, fica clara a
necessidade do entendimento dos mecanismos envolvidos na plasticidade
muscular frente a este tipo de lesdo e de como a terapia aquatica pode

interferir neste processo.
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2. ESTUDO 1
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RESUMO

Os musculos esqueléticos sédo tecidos dinamicos que podem alterar suas
caracteristicas fenotipicas, proporcionando uma melhor adaptacao funcional
frente a estimulos variados. OBJETIVO: Investigar a influéncia do exercicio
aquatico sobre a expressao de marcadores miogénicos, durante a regeneragao
do musculo esquelético de rato apds criolesdo. METODOLOGIA: Foram
utilizados 60 ratos divididos aleatoriamente em 6 grupos sendo: (1) Controle
(n=5); (2) controle sham (n=5), (3) Grupo adaptacdo (n=5) e 2 grupos
experimentais sacrificados apés 7,14 e 21 dias e denominados (4)
criolesionado e tratado com exercicio aquatico (n=15); (5) criolesionado e sem
tratamento aquatico (n=15) e o (6) gruposem exercicio aquatico(denominado
lesdo e controle interno (N=15). As sessdes de exercicio aquatico foram
realizadas 6 vezes por semana e cada sessao teve a duracao de 90min. Ao
término do protocolo os animais foram sacrificados e foram extraidos o RNAm
total para analise da expressdao de MyoD e miogenina e a analise morfologica
da lesdo. RESULTADOS:Os resultados evidenciaram aumento do RNAm de
MyoD no grupo 7 dias natagdo quando comparado aos demais grupos
experimentais. Com relacdo a expressdao de miogenina foi encontrado um
aumento significativo apds 14 dias no grupo natagdo com relagdo ao grupo do
mesmo periodo com lesdo e aos grupos 7 dias. No grupo 14 dias natagédo a
expressao de miogenina apresentou valores préximos aos grupos controle e
sham, ndo sendo verificadas diferencas estatisticamente significativas.
CONCLUSAOQO: O exercicio aquatico induziu alteracdes na expressdo de
marcadores miogénicos durante o processo de reparo de musculo esquelético

de rato ap6s crioleséo.

Palavras Chave: Reparo, Musculo, Regeneracgao, Exercicio Aquatico
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ABSTRACT

Skeletal muscles are dynamic tissues that can alter their phenotypic
characteristics, providing a better functional adaptation faced with various
stimuli. OBJECTIVE: To investigate the influence of aquatic exercise on the
expression of myogenic markers and morphological analysis of the lesion,
during regeneration of skeletal muscle of rats after cryinjury. METHODS: A total
of 60 rats were divided randomly into six groups are: (1) Control (n = 5), (2)
sham control (n = 5), (3) Group adaptation (n = 5) and two experimental groups
sacrificed after 7.14 and 21 days and called (4) and treated with cryoinjuryed
aquatic exercise (n = 15), (5) cryoinjuryed and untreated water (n = 15) and
aquatic exercise only group (N = 15). The aquatic exercise sessions were
conducted 6 times a week and each session lasted for 90min. At the end of the
protocol the animals were sacrificed and total MRNA was extracted for analysis
of MyoD and myogenin and morphological analysis of the lesion. RESULTS:
The results revealed an increase in MyoD mRNA 7 days swimming group when
compared to other groups. With respect to the expression of myogenin was
found a significant increase after 14 days in the swimming group compared to
group the same period with the injury and 7 days groups. 14 days swimming
group in the expression of myogenin showed similar to the control and sham
groups, no statistically significant differences were found. CONCLUSION: The
aquatic exercise induced changes in the expression of myogenic markers

during the repair process of skeletal muscle of rats after cryoinjury.

Keywords: Repair, Muscle, Regeneration, Aquatic Exercise



17

INTRODUCAO

Os musculos esqueléticos sao tecidos dindmicos compostos por células
musculares e células satélites quiescentes. Este tecido tem a capacidade de
adaptacao frente a estimulos variados tais como atividade contratil, danos
diretos (laceracdo, contusdo e estiramento) e indiretos (isquemia e disfungéo
neuroldgica), tudo para favorecer toda a mecénica funcional do corpo humano.

12345 Em circunstancias

A essa capacidade denomina-se plasticidade
normais, o musculo esquelético adulto de mamiferos € um tecido estavel com
baixo “turn over”, ou seja, baixo remodelamento sem alteracdes drasticas em
suas caracteristicas fenotipicas ® "

Apo6s uma lesdo, o musculo tem a habilidade de iniciar um processo de
reparo altamente organizado de forma a prevenir a perda de massa muscular.
Este processo é semelhante a miogénese, ou seja, formagdo do tecido
muscular, porém, as células que participam inicialmente sao as células
satélites, ao invés das progenitoras miogénicas’®. A miogénese envolve
primeiramente a ativacdo de células mononucleadas progenitoras que se
diferenciam em mioblastos, e por sua vez fundem-se formando os pequenos
miotubos e posteriormente, outras células (mioblastos) fundem-se a esses
miotubos, formando miotubos maiores e mais maduros. Por fim, esses
miotubos maduros desenvolvem-se para se tornarem miofibrilas do musculo
esquelético maduro ° .

Nos diferentes estagios da miogénese, as células expressam distintos
fatores regulatérios miogénicos envolvidos neste processo de diferenciagao.
Dentre os fatores que sdo expressos esta a MyoD que é uma proteina
marcadora, que indica ativagdo e diferenciacdo celular no inicio do reparo
muscular. Outro marcador € a miogenina, fator regulatério de miogenina
(MRF4), que é um gene presente na regeneragao muscular e essa por sua vez
sao expressos nos estagios mais tardios. Portanto esses dois marcadores sao
uns dos varios marcadores que influenciam no tamanho e regeneragcdo do
sistema musculo esquelético %1112,

Atualmente, existe uma crescente preocupagao em proporcionar um

processo de reparo (regeneragcdo) muscular mais rapido e de melhor qualidade
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especialmente em condicdes como reparo apos de lesbes em atletas,
transplantes, distrofias musculares, atrofias por desuso ou permanéncia no
espaco entre outras*. Varios tipos e modelos de lesdo tém sido propostos para
examinar os mecanismos de regeneragao do musculo esquelético, incluindo
danos por contusdo,congelamento e uso de substancias quimicas e por
veneno™™1%1% O modelo de criolesdo tem a capacidade de induzir injuria e
subsequente regeneracdo em uma area delimitada do ventre muscular, além
de ocasionar uma les3o limpa e de facil reprodutibilidade .

Uma modalidade terapéutica muito utilizada na reabilitacdo de
disfungdes musculo esquelética e que vem demonstrando resultados positivos
no tratamento e na prevencgéo de varias patologias € a hidroterapia. Os efeitos
da terapia em piscina sao variados e dependera de fatores como a temperatura
da agua, da duragédo do tratamento, do tipo e intensidade do exercicio e da
necessidade especifica de cada individuo . O exercicio aquatico se mostrou
influenciar severamente em varios sistemas do corpo humano, proporcionando
beneficios principalmente nos sistema musculo esquelético, neurologico e
cardiovascular '°.

Quando se utiliza um protocolo de exercicios aquaticos, para o
tratamento de lesbes em geral, visa-se um melhor procedimento e
desenvolvimento da reabilitacdo 2. Mesmo sendo muito utilizado esse tipo de
terapia e diversos tipos de protocolos ainda ha uma escassez a cerca dos reais
beneficios da terapia aquatica para os diferentes tipos de lesdes e as diversas

fases do processo de reparo.

METODOLOGIA

A metodologia utilizada neste estudo foi elaborada atendendo as
resolucdes 879/2008, lei 11794 do Conselho Nacional de Saude e foi aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNINOVE, nimero AN 0013/2009.

O protocolo experimental que foi utilizado neste estudo seguiu os
principios de ética e experimentagdo animal, elaborados pelo COBEA (Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal), entidade filiada ao Internationa ICouncil

of Laboratory Animal Science (ICLAS) com base nas normas internacionais,
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que visam o aprimoramento de condutas na experimentacdo animal baseando-

se em trés principios basicos: sensibilidade, bom senso e boa ciéncia.

Animais

Foram utilizados 60 ratos (Rattusnorvegicusalbinus, Rodentia, Mammalia
da linhagem Wistar), pesando entre 145-225g mantidos no biotério da
UNINOVE- Unidade Vergueiro. Os animais foram mantidos em caixas plasticas
apropriadas, temperatura ambiente (32°C) e luminosidade controlada com ciclo
de 12 horas sendo que os animais possuiram comida e agua ad libitum.

Os animais foram divididos aleatoriamente em 6 grupos sendo: (1)
Controle (n=5); (2) Grupo sham (n=5) apenas submetido a incisdo e exposi¢céo
do musculo tibial anterior, (3) Grupo adaptagdo, que realizou apenas a
adaptacao ao protocolo (n=5) e 3 grupos experimentais sacrificados apos 7,14
e 21 dias e denominados (4) criolesionado e tratado com exercicio aquatico
(n=15); (5) criolesionado e sem tratamento aquatico (n=15); (6) apenas
exercicio aquatico (sem criolesdo)(n=15). Ao término do protocolo proposto os

animais foram sacrificados.

- Cc:ltsrde —_— Nenhum procedimento
S
Sham —_— Incisio/exposicio A
N=5 muscular c
R
P = |
Adaptacdo — Adaptagdo ao F
60 | | N=5 protocolo [
ratos C
Criolesdo + Natagdo
n=15 - = :
0
Criolesdo sem Tratamento
n=15 i 7,14 e 21 dias o

Somente natagdo n=15 -
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Procedimento de Criolesdo

Os procedimentos cirurgicos foram realizados apds os animais terem
sido anestesiados com injeg¢ao intramuscular de anestésico geral injetavel a
base de Ketamina (Dopalen) e de Xilazina (Anasedan). Para aplicacdo da
anestesia foram utilizadas seringas da marca BD 100 Unidades com Agulha BD
Ultra-Fine®, modelo insulina com a agulha Ultra-Fine® (regular), comprimento:
12,7 mm, calibre: 0,33 mm e biseltrifacetado. Cada animal foi anestesiado
utilizando-se uma mistura de ketamina (0,2 ml/100 gramas do animal) e de
xylazina (0,1 ml/100 gramas do animal), a técnica de aplicacédo foi a
intramuscular. O modelo de criolesao que foi utilizado esta de acordo com o
descrito por Myabara et al (2005). O musculo TA foi exposto cirurgicamente e a
criolesao foi realizada por meio de duas aplicagdes (duracdo de 10 segundos
cada), por um mesmo operador para garantir a mesma pressao nas aplicagoes.
Foi utilizado um bastdo metalico de extremidade plana, previamente resfriado
em freezer -80°C, diretamente na musculatura. O bastdo metdlico que foi
utilizado no musculo TA foi de 0.4 x 0.4 cm. Apds o procedimento foi realizada
a sutura das areas incisadas utilizando-se fio de poliamida (6,0) e os animais
foram mantidos em gaiolas com aquecimento para prevenir a hipotermia.

Os animais foram pesados antes da realizacdo da lesdo e nos dias de
sacrificio de cada grupo. Os animais foram sacrificados com overdose de

anestésico e os musculos TA foram removidos.
Protocolo de Terapia Aquatica

No inicio o animal foi adaptado a terapia aquatica, por um periodo de
seis dias, seguindo o protocolo proposto por Takeda 21 No dia seguinte ao
término da adaptacao foi realizado o procedimento de criolesdo e os ratos
aguardaram 3 dias para a cicatrizagao da incisao cirurgica. Apos esse periodo,
o tratamento foi iniciado.

Os animais foram submetidos ao exercicio aquatico em compartimentos
de 24 cm de didmetro e com agua a 50 cm de profundidade, com temperatura

controlada entre 32 e 36° C. Os animais nadaram por um periodo de 90min/dia,
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com frequéncia de 6 vezes por semana totalizando 03, 09 ou 15 sessbes de
acordo com o periodo experimental (7, 14 e 21 dias). Ao término do protocolo
proposto, os animais foram sacrificados utilizando overdose de anestésico e os
musculos tibial anterior (TA) foram removidos para analises (Figura 1).

Figura 1: Organograma do estudo

Extragcdo de RNAm Total

Para este procedimento foram utilizados 80-100mg do musculo removido.
O tecido foi homogeneizado em reagente TRIzol (Invitrogen) e o isolamento do
RNA total foi obtido seguindo as orientagdes do fabricante. Para verificagdo do
sucesso do procedimento de extracdo, as amostras de RNA total foram
analisadas através de eletroforese em gel de agarose-formaldeido 1%.

O RNA total foi quantificado por espectrometria em 260nm e todas as
amostras foram tratadas com DNAse (Invitrogen) para evitar contaminacao
com DNA genbmico. Todas as solugdes utilizadas para os procedimentos
descritos foram preparadas com agua livre de RNAse tratada com 0,01% de
DEPC (Dimetilpirocarbonato) e, além disso, os materiais plasticos e vidraria

também receberam tratamento contra RNAse.

Sintese de cDNA e PCR (reacdo em cadeia da polimerase) quantitativo

Para analise da expressao génica foi utilizada a sintese de cDNA e o PCR
em tempo real. A transcri¢cdo reversa (RT) foi realizada em uma reagao de 200
pl, na presenga de 50 mM Tris-HCI, pH 8.3, 3mM MgCI2, 10 ditiotreitolmM, 0,5
MMdNTPs e 50ng de primers aleatérios com 200 wunidades de
Moloneymurinotranscriptase reversa do virus da leucemia (Invitrogen). As
reagdes foram mantidas em condigdes de 20 ° C por 10 min, 42 ° C por 45 min
e 95 ° C por 5 minutos. Um microlitro da reacdo do RT foi utilizado para
realizagcao do PCR em tempo real.

A PCR em tempo real foi realizada utilizando o kit SYBRGreen
(AppliedBiosystems, E.U.A.) em 7000 SequenceDetection System (ABI Prism,
da AppliedBiosystems, Foster City, CA). As condi¢des utilizadas foram 50°C

por 2min., 95°C por 10 min., seguido por 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e
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60°C por 1 min. Os experimentos foram realizados em triplicata para cada
ponto de dados. A abundancia de MyoD e miogenina RNAm foi quantificada
como um valor relativo em comparagdo com a expressao de gene constitutivo
(GAPDH).

Os primers utilizados para a reagcdao de PCR em tempo real foram:
GAPDH (GenBankTM numero de acesso NM 017008) senso 5'-
TGCACCACCAACTGCTTAGC -3' e anti-senso GCCCCACGGCCATCA -3}
MyoDsenso 5 GGA GAC ATC CTC AAG CGA TGC e anti-senso AGC ACC
TGG TAA ATC GGA TTG (produto de amplificagdo: 80pb); Miogenina - senso
5 ACTACCCACCGTCCATTCAC- 3' e anti-senso
3'TCGGGGCACTCACTGTCTCT 5° (produto 233)%.

Os valores quantitativos para RNAm de MyoD, miogenina e GAPDH
foram obtidos a partir do numero de ciclos (CT — treshouldcycle), em que ha
aumento do sinal associado a um crescimento exponencial dos produtos de
PCR.

As curvas de fusao foram geradas no final de cada corrida para garantir a
uniformidade do produto. O nivel de expresséo relativa do gene alvo foi
normalizado com base na expressdao GAPDH como controle endégeno. ACt
valores das amostras foram determinados subtraindo o valor médio de
CtMyoD/miogenina RNAm Ct do valor médio da GAPDH de controle interno.
Como é raro usar ACt como dados relativos devido a esta caracteristica
logaritmica parametro 2ACt foi utilizada para expressar os dados de expressao

relativa.

Analise estatistica

As comparagbes entre os grupos foram feitas utilizando analise de
variancia (ANOVA). O teste de Dunnett foi utilizado para determinar diferencas
significativas entre os grupos experimentais e o grupo controle. Valores de p <
0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os dados foram
analisados por meio do programa GraphPadPrism 4.0 (GraphPad Software,
San Diego, CA, EUA).
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RESULTADOS

Peso dos animais

Durante todo o periodo experimental, os animais apresentaram aspecto
saudavel, sem manifestacdo de disturbios locomotores. A analise do peso
inicial dos animais mostrou que o mesmo né&o diferiu nos diferentes momentos
sendo considerados homogéneos.

Os animais do grupo sham nao apresentaram aumento estatisticamente
significativo. Nos grupos controle, 7 e 14 dias apresentaram aumento de peso
significativo. No grupo 21 dias houve aumento de peso, porem néao

estatisticamente significativo (figura 1).
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Figura 1: Analise dos pesos dos grupos experimentais ao inicio e apos a

realizagao do treinamento aquatico

Expressdo de RNAm de MyoD e Miogenina

Os resultados referentes a expressdo dos marcadores miogénicos
evidenciaram aumento do RNAm de MyoD no grupo 7 dias exercicio aquatico
(natacdo, sem lesdo) quando comparado aos demais grupos experimentais, ao

controle e ao “sham”. A partir do 14° dia da lesdo houve uma redugdo na
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expressdo de RNAm de MyoD apresentando valores proximos aos grupos

controle e “sham”.(figura 2).
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Figura 2: Analise de RNAmM de MyoD nos grupos experimentais estudados.

Com relacédo a expressao de miogenina, foi encontrado um aumento
significativo apos 14 dias no grupo exercicio aquatico sem lesdo (apenas
natacdo) com relagdo aos grupos do mesmo periodo com lesdo e o controle
interno e aos grupos 7 dias. Nos grupos 14 dias e 21 dias a expressao de

miogenina foi semelhante aos grupos controle e sham (figura 3).
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Figura 3: Analise de RNAmM de miogenina nos grupos experimentais estudados.

Letras iguais denotam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).

DISCUSSAO

O musculo esquelético pode sofrer injurias tanto de forma direta (por
exemplo, laceragdes, contusdes, e estiramentos) como de causas indiretas (por
exemplo, isquemia e disfuncdo neurolégica) levando assim a um
comprometimento em sua capacidade funcional "***® Estudos demonstraram
que, apos a lesao muscular frente as diversas situacoes, as fibras musculares
danificadas tornam-se necréticas e os fenbmenos de regeneragdo muscular
sdo iniciados pela infiltracdo de neutrdfilos, além de linfécitos e macrofagos,
que comecam a fagocitar as miofibrilas necréticas 2. As células satélites
tornam-se ativadas em resposta a fatores de crescimento e citocinas e
demonstram uma grande capacidade proliferativa de 2 a 3 dias apos a lesdo. O
periodo de proliferacdo € seguido por uma fase de diferenciagdo na qual os
mioblastos se fundem para formar miotubos multinucleados que se fundem a
miofibrilas danificadas. A fusdao de mioblastos e posterior crescimento para
constituir miofibrilas com nucleo centralizado resulta no restabelecimento da

arquitetura muscular dentro de um periodo de 2 a 3 semanas?®42°26:27:28,
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Os resultados desse estudo evidenciaram que o trauma agudo causado
pelo processo de criolesao influencia diretamente a expressao dos marcadores
da regeneragdao muscular MyoD e miogenina. O marcador miogénico Myod é
expresso em fases iniciais frente a lesdo muscular por estar envolvido

especialmente com a ativacdo das células satélites?*30

. Evidenciou-se que o
exercicio aquatico aumentou de forma significativa os niveis de RNAm de
MyoD nos apos 7 dias da lesdo. Em seguida a esse periodo houve uma
reducao na expressdao de RNAm deste marcador, verificada nos grupos de 14 e
21 dias, apresentando niveis inferiores aos grupos controle e “sham”. Foi
verificado também que os niveis de RNAmM de miogenina diminuiram de forma
significativa apo6s 7 dias nos grupos tratados ou ndo alcangando niveis
inferiores aos grupos “sham” e controle. Contudo, apdés 14 dias houve um
aumento significativo da expressdo de miogenina no grupo 14 dias tratado com
exercicio aquatico. Estes resultados sugerem que o exercicio aquatico trouxe
beneficios ao processo de reparo uma vez que possivelmente auxiliou a
ativagao de células satélites evidenciado pelo aumento na expressao de MyoD
apoés 7 dias e a diferenciacado das células musculares apds 14 dias, devido ao
aumento na expressao de miogenina.

A expressdo de MyoD é estimulada logo apds a lesdo muscular,

segundo Marsh et al

0 pico de estimulacdo desse marcador em musculos de
ratos ocorre por volta de 5- 10 dias sendo que estes autores evidenciaram a
regeneragdo completa apds 21 dias. Desta forma nossos resultados com
relagao a expressado de MyoD estdo de acordo com estes autores.

Ja Jin et al 3

evidenciaram que apds mionecrose provocada por
administragdo de anestésico (cloridrato de bupivacaina), ocorreu aumento nos
niveis de MyoD apés 18 horas que alcangou seu pico apos 48 horas enquanto
a miogenina permaneceu inalterada nas primeiras 24 horas e atingiu seu pico
de expressao apos 72 horas. Contudo, neste estudo a forma de analise foi a
imunohistoquimica.

Verzola et al ** também utilizaram o exercicio aquatico para verificar a
influencia deste no remodelamento de miocarido de ratos e evidenciaram
beneficios deste tipo de terapia por meio de aumento na atividade da
metaloprotesase de matriz tipo 2 (MMP2). O treinamento utilizado consistia de

sessdes diarias com duracao de 6 horas, realizadas em periodos de 3, 4 ou 5
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dias consecutivos. A alteracdo na atividade de MMPs reflete o processo de
remodelamento fisiolégico ou patolégico do tecido muscular, uma vez que em
condi¢cdes normais as MMPs estdo presentes em baixo nivel e usualmente na
forma latente *°.

Também utilizando treinamento aquatico, Mesquita et al ** mostraram
que este nao foi capaz de promover alteracdo significativa na expressao de
isoformas de cadeia pesada de miosina. Entretanto, Sugiuraet al *” observaram
que os animais submetidos ao treinamento aquatico pds longo periodo de
imobilizacdo apresentaram uma reducio de fibras do tipo 2B e um aumento de
fibras 2D no musculos de ratos, evidenciando que a terapia aquatica € um
estimulo capaz de gerar um remodelamento muscular para melhor adaptagéo
frente as demandas funcionais .

Em conclusdo, no presente estudo foi possivel verificar que o exercicio
aquatico nado causou alteragdes morfoldégicas durante o reparo do musculo
esquelético apos criolesdo. Contudo, € necessaria uma avaliagdo mais precisa
de outros mecanismos e eventos que possam estar envolvidos neste complexo
processo, porem quanto a expressao de marcadores miogénicos 0 exercicio
aquatico induziu alteracao processo de reparo de musculo esquelético de rato
apos criolesao principalmente na MyoD apos 7 dias e miogenina apés 14 dias

de exercicio.
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3. Estudo 2
3.1 Artigo submetido para publicacdo na Revista Fisioterapia e Pesquisa.
(Anexo?2)

Exercicio aquéatico e aspectos morfolégicos do musculo esquelético em

processo de reparo apés crioleséo
Aquatic exercise and morphology of skeletal muscle repair process after cryoinjury
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RESUMO

O objetivo do estudo foi investigar a influéncia do exercicio aquatico sobre as
alteragdes morfolégicas do musculo esquelético em processo de reparo apos
criolesdo. Foram usados 45 ratos divididos em 5 grupos: (1) Controle (n=5); (2)
Sham (n=5), (3) Adaptacao (n=5), (4) Criolesionados e tratados com exercicio
aquatico sacrificados apés 7,14 e 21 dias (n=15); (5) Criolesionados e sem
tratamento aquatico sacrificados apds 7,14 e 21 dias (n=15). As sessbes de
exercicio aquatico foram realizadas 6 vezes por semana com 90min de
duracdo cada. Ao término do protocolo os animais foram sacrificados e
realizada a analise morfologica da area da lesdo. A analise morfolégica semi-
quantitativa permitiu verificar que os musculos do grupo controle apresentaram
aspecto histolégico normal. O grupo sham apresentou edema, mionecrose e
infiltrado inflamatério em grau 1. Nos grupos 7, 14 e 21 dias, ndo existiram
diferencas estatisticamente significativas nas 4 etapas de remodelamento
tecidual avaliadas (infiltrado inflamatorio, edema, necrose e fibras musculares
imaturas) entre os grupos lesionados quando comparados aos grupos com
lesao e tratamento aquatico. Em conclusao foi possivel verificar que o exercicio
aquatico nado causou alteragdes morfolégicas durante o reparo do musculo
esquelético apos criolesao.

Palavras Chave: Reparo, Musculo, Regeneracdo, Exercicio Aquatico,

Criolesao.
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ABSTRACT

The aim of study was investigate the influence of aquatic exercise on the
morphological changes in skeletal muscle repair process following cryoinjury.
There were used 45 rats divided into 5 groups: (1) Control (n = 5), (2) sham (n =
5), (3) Adaptation (n = 5), (4) Cryolesioned treated with aquatic exercise and
sacrificed after 7, 14 and 21 days (n = 15), (5) Untreated and cryolesioned
sacrificed after 7, 14 and 21 days (n = 15). Animals swan for 90min/ each
session and 6 times a week. At the end of the protocol the animals were
sacrificed and morphological analysis of the lesion area was performed. The
semi-quantitative morphological analysis showed that the muscles in the control
group exhibited normal histological aspects while the sham group exhibited
edema, myonecrosis and inflammatory infiltrate grade 1. In groups 7, 14 and 21
days, the results indicated that there were no statistically significant differences
in four stages of tissue remodeling evaluated (inflammatory infiltration, edema,
necrosis and immature muscle fibers) between the injured groups compared to
groups with lesion and treated with aquatic exercise. In conclusion it was
verified that aquatic exercise did not alter morphological aspects of skeletal
muscle during the repair process following cryoinjury.

Keywords: Repair, Muscle, Regeneration, Aquatic Exercise, Cryoinjury.
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INTRODUCAO

Os musculos esqueléticos sao tecidos dinamicos compostos por células
musculares e células satélites quiescentes. Em circunstancias normais, o
musculo esquelético adulto de mamiferos € um tecido estavel com baixo “turn
over’, ou seja, baixo remodelamento sem alteragbes drasticas em suas
caracteristicas fenotipicas Porém, este tecido tem a capacidade de adaptacéao
frente a estimulos variados tais como atividade contratil, danos diretos
(laceracdo, contusdao e estiramento) e indiretos (isquemia e disfuncao
neurologica), tudo para favorecer toda a mecénica funcional do corpo humano.
A essa capacidade denomina-se plasticidade "%3#56.7-

Apos uma lesdo, o musculo inicia um processo de reparo altamente
organizado de forma a prevenir a perda de massa muscular. Este processo é
semelhante a miogénese, ou seja, formacao do tecido muscular, porém, as
células que participam inicialmente sdo as células satélites, ao invés das
progenitoras miogénicas’®. A miogénese envolve primeiramente a ativacdo de
células mononucleadas progenitoras que se diferenciam em mioblastos, e por
sua vez fundem-se formando os pequenos miotubos e posteriormente, outros
mioblastos fundem-se a esses miotubos, formando miotubos maiores e mais
maduros. Por fim, esses miotubos maduros diferenciam-se para constituir uma
nova fibra ou reparar uma pré-existente ° .

Atualmente, existe uma crescente preocupacdo em proporcionar um
processo de reparo (regeneragdo) muscular mais rapido e de melhor qualidade
especialmente em condicdes como reparo apos de lesdes em atletas,
transplantes, distrofias musculares, atrofias por desuso ou permanéncia no
espaco entre outras®. Varios tipos e modelos de lesdo tém sido propostos para
examinar os mecanismos de regeneragdao do musculo esquelético, incluindo
danos por contusdo,congelamento e uso de substancias quimicas e por

Veneno10,11,12,13

. O modelo de criolesdo tem a capacidade de induzir injuria e
subsequente regeneracdo em uma area delimitada do ventre muscular, além
de ocasionar uma les3o limpa e de facil reprodutibilidade ™.

Uma modalidade terapéutica muito utilizada na reabilitacdo de
disfuncbes musculo esquelética e que vem demonstrando resultados positivos

no tratamento e na prevengao de varias doencas € a hidroterapia. Os efeitos da
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terapia em piscina sao variados e dependera de fatores como a temperatura da
agua, da duragdo do tratamento, do tipo e intensidade do exercicio e da
necessidade especifica de cada individuo ™.

O exercicio aquatico mostrou proporcionar beneficios nos sistemas
musculo esquelético, neurolégico e cardiovascular'®. No reparo tecidual os
beneficios da terapia em agua aquecida se da pelas modificagdes fisiologicas
no corpo, como: aumento de frequéncia respiratéria e cardiaca, aumento da
circulagao periférica 0 que leva a um maior suprimento de sangue para o
musculo, aumentando o metabolismo muscular e a taxa metabdlica, que resulta
em maior retorno sanguineo para o coragdo, diminuindo assim a pressao
arterial. Além de auxiliar na diminuicdo de edemas pela pressao hidrostatica e
reducdo da sensibilidade dos terminais nervosos que somadas com todas as
outras causam um relaxamento muscular geral "’.

Quando se utiliza um protocolo de exercicios aquaticos, para o
tratamento de lesbes em geral, visa-se um melhor procedimento e
desenvolvimento da reabilitacdo'®. Mesmo sendo muito utilizado esse tipo de
terapia e diversos tipos de protocolos ainda ha uma escassez a cerca dos reais
beneficios da terapia aquatica para os diferentes tipos de lesdes e as diversas
fases do processo de reparo.

Com base no exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o
efeito do exercicio aquatico sobre a morfologia do musculo esquelético em

processo de reparo apos criolesao.
Metodologia

A metodologia empregada foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UNINOVE, numero AN 0013/2009. O protocolo experimental
utilizado seguiu os principios de ética e experimentacdo animal, elaborados
pelo COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal).

Foram utilizados 45 ratos da linhagem Wistar, peso médio de 200g,
mantidos no biotério da UNINOVE, em caixas plasticas apropriadas,
temperatura ambiente (32°C) e luminosidade controlada com ciclo de 12 horas,
com comida e agua ad libitum. Os animais foram divididos em 5 grupos: (1)

Controle (n=5); (2) Sham (n=5) apenas submetido a incisdo e exposi¢cdo do
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musculo tibial anterior, (3) Adaptacédo, que realizou apenas a adaptacdo ao
protocolo (n=5) (4) Criolesionados e tratados com exercicio aquatico,
sacrificados apés 7,14 e 21 dias (n=15); (5) Criolesionado e sem tratamento

aquatico, sacrificados apos 7,14 e 21 dias (n=15).
Procedimento de Criolesé&o

Os animais foram anestesiados com injecdo intramuscular de uma
mistura de ketamina (0,2 ml/100 gramas do animal) e de xylazina (0,1 ml/100
gramas do animal). A criolesdo no musculo tibial anterior (TA) foi realizada de
acordo com Myabara et al ' sendo TA exposto cirurgicamente e a lesdo
realizada por meio de duas aplicagdes diretamente na musculatura (duragao de
10 segundos cada) de um bastdo metélico de extremidade plana (0.4 x 0.4 cm),
previamente resfriado em nitrogénio liquido, por um mesmo operador. Apds o
procedimento foi realizada a sutura das areas incisadas utilizando-se fio de
poliamida (6,0) e os animais foram mantidos em gaiolas com aquecimento para

prevenir a hipotermia.
Protocolo de Terapia Aquatica

No inicio o animal foi adaptado a terapia aquatica, por um periodo de
seis dias, seguindo o protocolo proposto por Takeda '® No dia seguinte ao
término da adaptacéao foi realizado o procedimento de criolesdo e os animais
foram mantidos por 3 dias sem iniciar o protocolo de terapia aquatica de forma
a permitir a cicatrizagdo da regido da incisdo. Os animais foram submetidos ao
exercicio aquatico em compartimentos de 24 cm de didmetro, com agua a 50
cm de profundidade e temperatura controlada entre 32 e 36° C. Os animais
nadaram por um periodo de 90min/dia, 6 vezes por semana '®'° totalizando 03,

09 ou 15 sessdes para os grupos 7, 14 e 21 dias respectivamente.
Analise morfoldgica

Para analise histopatolégica 5 espécimes de cada grupo foram

resfriados em isopentano por 10 segundos, congelados em nitrogénio liquido e
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armazenados em freezer -70° C. Os musculos congelados foram cortados em
seccdes transversais de 10um de espessura em criostato (Leica CM3050,
Nussloch, Alemanha) e estendidos em laminas de vidro previamente tratadas
com 3-aminopropiltrietoxisilano (Sigma, Chemical CO, StLoius, MO/USA). Para
analise morfolégica foi utilizada a coloragdo com Hematoxilina e Eosina (HE) e
os cortes histolégicos foram avaliados por microscopia de luz (microscopio
Axioplan2Zeiss) por um examinador previamente calibrado.

A anadlise qualitativa dos cortes histolégicos corados em HE
compreendeu a descricao das etapas do remodelamento tecidual envolvendo a
presenca e o tipo de infiltrado inflamatoério, edema, necrose e fibras musculares
imaturas. A analise semiquantitativa consistiu na graduagcdo dos componentes
teciduais descritos acima em: ausente (grau 0), discreto (grau 1), moderado

(grau 2) e intenso (grau 3) de acordo com Walker® .
Analise estatistica

As comparagdes entre os grupos foram feitas utilizando analise de
variancia ANOVA/ Dunnett para determinar diferengas significativas entre os
grupos experimentais € o grupo controle. Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Os dados foram analisados pelo
programa GraphPadPrism 4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

Resultados
Analise Morfolégica Qualitativa

A analise morfologica qualitativa permitiu verificar que os musculos do
grupo controle apresentaram aspecto histolégico normal com presenga de
fibras com nucleos periféricos, sem sinais de lesdo ou processo inflamatério
(Figura 1a). Esses resultados foram semelhantes aos observados no grupo
natagcao em todos os periodos experimentais.

O grupo  sham mostrou  discreto  infiltrado  inflamatorio

predominantemente mononuclear, poucas células musculares degeneradas
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(mionecrose) e focos de edema situados em regido superficial do musculo
exposto cirurgicamente.

Apoés 7 dias, o grupo criolesionado e natagdo criolesionado mostraram
processo inflamatério, edema e mionecrose escassos associados a deposi¢ao
de inumeras fibras musculares novas e imaturas (Figura 1b).

Apos 14 dias, o grupo criolesionado e natag&o criolesionado mostraram
aspecto morfolégico do reparo semelhante com redugdo do edema e do
infiltrado inflamatodrio. Reposicdo de toda a area criolesionada por células
musculares com nucleo centralizado cortadas (separadas) indicando renovagao
tecidual (Figura 1c).

Aos 21 dias o grupo criolesionado e natagdo criolesionado
exibiramtecido muscular com aspecto morfolégico normal evidenciando o

reparo completo sem sinais inflamatérios e raras células com nucleo

centralizado (Figura 1d).

Figura 1: Fotomicrografias dos cortes histolégicos de musculos corados por
hematoxilina & eosina.(a) Musculo controle exibindo morfologia normal
(aumento original, 400x). (b) Area criolesionada apés 7 dias mostrando

formagao de fibras imaturas (setas) (aumento original, 200x). (c). Aos 14 dias
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observam-se células musculares regeneradas, porém imaturas (setas)
(aumento original, 400x). (d) Aos 21 dias nota-se células musculares madura,

maiores, de aspecto poligonal (aumento original, 400x).

Analise Semi-quantitativa

A analise morfolégica semi-quantitativa permitiu verificar que os
musculos do grupo controle apresentaram aspecto histolégico normal e
auséncia dos aspectos infiltrado inflamatério, edema, mionecrose e presenca
de fibras novas e imaturas relacionados ao reparo apds lesao, como esperado
(figura 2).

O grupo sham apresentou edema, mionecrose e infiltrado inflamatério
em grau 1 enquanto a presenga de fibras novas e imaturas nao foi verificada
(figura 2).

Com relagdo aos grupos 7, 14 e 21 dias, os resultados permitiram
verificar que n&o existiram diferencas estatisticamente significativas nas 4
etapas de remodelamento tecidual avaliadas (infiltrado inflamatorio, edema,
necrose e fibras musculares imaturas) entre os grupos lesionados quando
comparados aos grupos com lesao e tratamento aquatico.

ApoOs 7 dias, em ambos os grupos, criolesionados sem e com exercicio
aquatico (natagédo) apresentaram um aumento no infiltrado inflamatoério (grau
2), aumento da mionecrose (grau 2) e o surgimento de inumeras fibras
musculares novas e imaturas (grau 3) (Figura 2). No periodo de 14 dias, notou-
se auséncia de mionecrose, edema em grau 1 e presenga de células
musculares em grau 2 (Figura 2). Aos 21 dias os musculos mostraram-se
morfologicamente reparados (regenerados), somente apresentando fibras

musculares novas e imaturas em ambos os grupos (Figura 2).
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Figura 2: Analise morfolégica quantitativa das etapas envolvidas no processo
de reparo muscular apo6s criolesdo dos diferentes grupos experimentais
avaliados. Grau 0: ausente; Grau 1: discreto; Grau 2: Moderado; Grau 3:

Intenso.
DISCUSSAO

Estudos demonstraram que, apdés a lesdo muscular, as fibras
musculares danificadas tornam-se necroticas e os fendbmenos de regeneragao
muscular sdo iniciados pela infiltracdo de neutrdfilos, além de linfocitos e
macréfagos, que comecam a fagocitar as miofibrilas necréticas '. As células
satélites tornam-se ativadas em resposta a fatores de crescimento e citocinas e
demonstram uma grande capacidade proliferativa de 2 a 3 dias apos a lesao. O
periodo de proliferacdo € seguido por uma fase de diferenciagdo na qual os
mioblastos se fundem para formar miotubos multinucleados que se fundem a
miofibrilas danificadas. A fusdao de mioblastos e posterior crescimento para
constituir miofibrilas com nucleo centralizado resulta no restabelecimento da

arquitetura muscular dentro de um periodo de 2 a 3 semanas ?2%324%,
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Os resultados de analise morfolégica do presente estdo de acordo com
estas fases descritas e também corroboram com os achados de Myabara et
al™., que identificaram regeneragdo completa apés 3 semanas de injdria e de
Pavesi et al ® que realizaram o mesmo protocolo de criolesdo em animais,
para analisar a os aspectos morfolégicos além da distribuicdo colageno tipo IV
e metaloproteases 2 e 9 nas diferentes etapas do remodelamento muscular.
Neste ultimo estudo foi evidenciada a regeneragdo do musculo esquelético
apés o periodo de 21 dias e, além disso, somente apods este periodo o
colageno IV alcangou a organizagao de forma semelhante ao musculo néo
agredido, tanto no endomisio quanto no perimisio.

Em adigdo, Baptista et al*’

, que utilizaram a criolesdo e tratamento com
laser de baixa poténcia, verificaram que este recurso proporcionou um aumento
de colageno tipo IV nos 7 primeiros dias, sem interferir na duragéo do processo
de reparo, sendo a regeneragdao muscular também evidenciada apés 21 dias,
tanto no grupo tratado quanto no submetido apenas a lesdo. Verzola et al *°
utiizaram o exercicio aquatico para verificar a influencia deste no
remodelamento de miocarido de ratos e evidenciaram beneficios deste tipo de
terapia por meio de aumento na atividade da metaloprotesase de matriz tipo 2
(MMP2). O treinamento utilizado consistia de sessdes diarias com duragao de 6
horas, realizadas em periodos de 3, 4 ou 5 dias consecutivos. A alteracdo na
atividade de MMPs reflete o processo de remodelamento fisiolégico ou
patolégico do tecido muscular, uma vez que em condigdes normais as MMPs
estdo presentes em baixo nivel e usualmente na forma latente 2.

Com relagéo a influencia da terapia aquatica na morfologia de musculo
esquelético durante o processo de reparo existem poucos estudos na literatura
o que reflete a necessidade de um melhor entendimento sobre os efeitos deste
recurso terapéutico durante esta fase. Os resultados encontrados no presente
estudo n&o permitiram verificar diferengcas significativas nos aspectos
morfolégicos avaliados entre os grupos que receberam tratamento apds a lesao
ou os que somente sofreram a lesdo, em todos os periodos analisados,

Contudo, Faria et al ?°

utilizaram o protocolo de lesdo induzida por miotoxina
também no musculo tibial anterior e avaliaram o efeito do exercicio aquatico,
em protocolos de 5 e 8 dias com sessdes de 15 e 45min respectivamente, na

morfologia muscular durante o processo de reparo. Os resultados encontrados
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permitiram concluir que houve uma melhora no processo de reparo (aumento
do numero de fibras musculares) nos grupos submetidos a tratamento sendo
este mais evidente nos animais que realizaram as sessdes de 45 min de
natacao. Estes achados comprovaram que os efeitos da terapia aquatica foram
dependentes do protocolo de terapia aquatica utilizado.

Também utilizando treinamento aquatico, Mesquita et al ** mostraram
que este nao foi capaz de promover alteragdo significativa na expresséo de
isoformas de cadeia pesada de miosina em musculo de ratos sem lesao.

Entretanto, Sugiura et al *'

observaram que o0s animais submetidos ao
treinamento aquatico apds longo periodo de imobilizagdo apresentaram uma
reducdo de fibras do tipo 2B e um aumento de fibras 2D no musculos de
ratos, evidenciando que a terapia aquatica € um estimulo capaz de gerar um
remodelamento muscular para melhor adaptacdo frente as demandas
funcionais .

A influéncia do exercicio aquatico sobre reinervacdo de gastrocnemios
em ratos foi estudada por Herbison et al *. Os autores verificaram que os
animais que nadaram por 1 ou 2 horas por dia, 5 vezes por semana durante 3
semanas nao apresentaram diferencas significativas no peso muscular, tipo de
fibras e concentragao total de proteinas musculares indicando que o protocolo
utilizado nao acelerou o processo de reparo da inervagdo muscular.

Em adicdo, Radak et al, 2009*® avaliaram o efeito do treinamento
aquatico realizado por 8 semanas, com frequéncia de 5 vezes por semana e
duracao de 60min nas primeira 4 semanas e de 120 nas 4 semanas seguintes,
em quadriceps de ratos Wistar. Os resultados mostraram um aumento na
atividade da enzima 8-oxiguanina-DSNA glicosilase em no musculo avaliado
sendo esta enzima relacionada ao reparo uma vez que oxida bases de DNA
nuclear e mitocondrial. Porém, neste estudo ndo foi utilizado nenhum modelo
de lesdo e analise morfologica o que dificulta a comparagdo com os resultados

apresentados.

Em conclusédo, no presente estudo foi possivel verificar que o exercicio
aquatico nédo causou alteragdes morfoldégicas durante o reparo do musculo
esquelético apods criolesao. Contudo, € necessaria uma avaliagdo mais precisa

dos efeitos de diferentes protocolos de terapias aquaticas nestes aspectos



44

além do estudo outros mecanismos e eventos que poderiam estar envolvidos

no reparo muscular, como por exemplo, a expressdo de marcadores de

diferenciagao, antes de descartar a importancia terapéutica deste recurso na

reabilitacdo de lesdes musculares, visto que muitos achados na literatura

evidenciam os beneficios desta terapia.
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RESUMO:

Existe uma crescente preocupagdo em proporcionar um processo de
reparo muscular rapido e de melhor qualidade. A hidroterapia vem sendo
utilizada na reabilitacdo de lesdes musculares, porém ha uma escassez a cerca
dos reais beneficios dessa terapia OBJETIVO: Realizar um levantamento
bibliografico, dos beneficios da hidroterapia no tratamento de disfungbes
musculo-esqueléticas. METODOLOGIA: Esta revisao foi realizada por meio de
levantamento bibliografico, sendo consultados os bancos de dados “Pubmed”,
“‘Highwire Press” PeDRO” “Scielo” e “Lilacs”, no periodo de Mar¢go a Novembro
de 2009. RESULTADOS:As propriedades fisicas e o aquecimento da agua
geram um aumento da quantidade de mitocondria, conteudo de glicogénio, da
densidade capilar, a relagcao capilar por fibra, nimero médio de capilares em
contato com cada fibra muscular, e a propor¢ao de células musculares
identificados como tendo capacidade oxidativa alta, favorecendo a regeneragao
muscular. CONCLUSAQO: A hidroterapia proporciona muitos beneficios ao
tratamento de disfuncbes musculo-esquelético.

Descritores :musculo esquelético, hidroterapia, exercicio aquatico.
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ABSTRACT:

There is a growing concern to provide a process of muscle repair faster and
better. Hydrotherapy has been used in rehabilitation of muscle injuries, but
there is a shortage of some of the real benefits of this therapy OBJECTIVE: To
review the literature, the benefits of hydrotherapy in the treatment of
musculoskeletal dysfunctions METHODS: This review was conducted by
surveying literature, and consulted the databases "Pubmed", "Highwire Press"
Rock " SciELO "and " Lilacs" , the period from March to November 20009.
RESULTS: The physical properties and water heating generate an increased
amount of mitochondria, glycogen content, capillary density, the capillary fiber,
the average number of capillaries in contact with each muscle fiber, and the
proportion of muscle cells identified as having high oxidative capacity,
promoting muscle regeneration. CONCLUSION: Hydrotherapy provides many
benefits to the treatment of musculoskeletal disorders.

Key words: “skeletal muscle”, “hydrotherapy” and “swimming exercise
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INTRODUCAO

A musculatura esquelética representa aproximadamente 50% do peso
corporal total sendo conhecida como o maior tecido corporal humano'?.
Formada por quatro principais tipos de fibras, tipo 1, 2A, 2D/X e 2B, os
musculos diferem quanto as suas propriedades contrateis e energéticas, sendo
dependentes da isoforma de miosina de cadeia pesada (MHC) que predomina
em cada tipo de fibra®*.

O tecido muscular esquelético tem como caracteristica a plasticidade, ou
seja, a capacidade de adaptacédo frente a estimulos variados que incluem
alteragcdes de demanda (ex. treinamento fisico, auséncia de gravidade,
imobilizacdo, alongamento, entre outros) e lesdo >,

Atualmente, existe uma crescente preocupacdo em proporcionar um
processo de reparo (regeneragdo) muscular mais rapido e de melhor qualidade
especialmente em condicdes como reparo apos de lesdées em atletas,
transplantes, distrofias musculares, atrofias por desuso ou permanéncia no
espacgo entre outras 8,

Uma modalidade terapéutica muito utilizada na reabilitacdo de
disfuncbes musculo-esqueléticas € a hidroterapia, porém ha uma escassez a
cerca dos reais beneficios da terapia aquatica para os diferentes tipos de
lesdes e as diversas fases do processo de reparo. Desta forma, o objetivo do
presente estudo foi fazer um levantamento bibliografico, por meio de dados
expostos na literatura, dos possiveis beneficios da dos beneficios da

hidroterapia no tratamento de disfungdes musculo-esqueléticas.

METODOLOGIA

Esta revisao foi realizada por meio de levantamento de dados descritos
na literatura, sendo consultados os bancos de dados internacionais “Pubmed”,
“‘Highwire Press” PeDRO” e os bancos de dados nacionais Scielo e Lilacs, no
periodo de mar¢co a novembro de 2009. As palavras-chave utilizadas para a

pesquisa foram “musculo esquelético”,’exercicio aquatico”, “treinamento

aquatico” e “hidroterapia”, para as pesquisas realizadas nos bancos de dados
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nacionais e suas versbes na lingua inglesa, ‘“skeletalmuscle”,
“swimmingtraining”, “swimmingexercise”, e “hydrotherapy” para a busca em
bancos de dados internacionais (Pubmed e Highwire Press), ndo havendo

critérios para exclusdo quanto ao ano de publicagéo e os idiomas dos artigos.
RESULTADOS

O musculo esquelético pode sofrer injurias tanto de forma direta (por
exemplo, laceragdes, contusdes, e estiramentos) como de causas indiretas (por
exemplo, isquemia e disfuncdo neuroldgica) levando assim a um
comprometimento na capacidade funcional do musculo esquelético °.

Varios modelos de lesdo foram propostos para avaliar os mecanismos
de regeneragcdo muscular in vivo, incluindo criolesdo e lesdes por agentes
quimicos. Estas ultimas incluem a utilizacdo de miotoxinas, cloreto de bario e
notexina10’11'12’13’14’15.

Quando o tecido muscular é agredido, tanto direta como indiretamente,
inicia-se um processo de remodelamento (reparo) que envolve a ativagdo de
diferentes tipos celulares que incluem especialmente, as células inflamatdrias,
as células satélites, com funcédo de manter e preservar a fungdo muscular ®°.

Estudos demonstraram que, apos a lesdo muscular frente as diversas
situagdes descritas, as fibras musculares danificadas tornam-se necréticas e os
fendbmenos de regeneragcdo muscular sao iniciados pela infiltracdo de
neutréfilos, além de linfocitos e macréfagos, que comecam a fagocitar as
miofibrilas necroticas '®. As células satélites tornam-se ativadas em resposta a
fatores de crescimento e citocinas e demonstram uma grande capacidade
proliferativa de 2 a 3 dias apds a lesdo. O periodo de proliferagao é seguido por
uma fase de diferenciacdo na qual 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 resulta no restabelecimento da arquitetura muscular dentro de um
periodo de 2 semanas®'"181920,

Temporalmente, o processo de reparo apos a lesdo muscular pode ser
dividido em distintas fases sendo estas denominadas: degenerativa,

inflamatdria, regenerativa e fibrose. As duas primeiras citadas ocorrem logo nos
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primeiros dias pds injuria, enquanto a fase de regeneragao ocorre no sétimo dia
alcanga seu apice na segunda semana, tendo uma diminui¢gdo da sua atividade
na quarta semana pés-lesdo. Ja o processo de fibrose ou cicatrizagao tecidual,
tem inicio na segunda ou terceira semana pés trauma®.

Varias modalidades terapéuticas sao utilizadas no tratamento de lesdes
musculares com o objetivo de permitir que a regeneracao se conclua de forma
mais rapida e com melhor qualidade, evitando desta forma, recidivas. Dentre
estas modalidades, a terapia aquatica ou hidroterapia vem ganhando cada vez
mais destaque. Contudo, ha grande dificuldade em determinar protocolos
eficazes e seguros a serem utilizados com este propdsito.

Atualmente o ambiente aquatico tem sido utilizado para a pratica de
diversas atividades fisicas além da natagdo, como a hidroginastica e a terapia
aquatica. Tais atividades sdo recomendadas em fungdo dos beneficios
metabdlicos, cardiorrespiratorios, na composi¢ao corporal e na forga muscular
dos praticantes. Esses beneficios sdo similares aos encontrados no exercicio
terrestre, com a vantagem da redugdo nas forcas de compressao sobre o
sistema musculoesquelético dos individuos durante o exercicio aquatico 2"%2.

A hidroterapia € um recurso terapéutico que utiliza os efeitos fisicos,
fisioldgicos e cinesiolégicos advindos da imersao do corpo em piscina aquecida
como recurso auxiliar da reabilitagdo ou prevencao de alteragdes funcionais. As
propriedades fisicas e o aquecimento da agua desempenham um papel
importante na melhoria € na manutencdo da amplitude de movimento das
articulacdes, na reducédo da tensdo muscular e no relaxamento®. A diminuicéo
do impacto articular, durante atividades fisicas, induzida pela flutuacado, causa
reducdo da sensibilidade a dor, diminuicdo da compressao nas articulacdes
doloridas, maior liberdade de movimento e diminui¢do do espasmo doloroso. O
efeito de flutuacao auxilia o0 movimento das articulagdes rigidas em amplitudes
maiores com um aumento minimo de dor ?*. Os exercicios de fortalecimento
com paciente submerso estdo fundamentados nos principios fisicos da
hidrostatica, que permitem gerar resisténcia multidimensional constante aos
movimentos. Essa resisténcia aumenta proporcionalmente a medida que a
forca é exercida contra ela, gerando uma sobrecarga minima nas

articulacdes®.
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Outra propriedade muito importante quando se trata de exercicio
aquatico, € a pressao que a agua exerce sobre o corpo, denominada pressao
hidrostatica. A pressao hidrostatica € exercida sobre todos os tecidos moles e,
sendo assim, influenciara diretamente o retorno sanguineo e linfatico, uma vez
que essa pressao ira comprimir 0s vasos sanguineos e linfaticos indiretamente.
Desta forma, esta propriedade da agua contribui de forma extremamente
favoravel na resolugdo de edemas apds lesdo 277,

O treinamento aquatico de baixa intensidade e alta repeticdo, de forma
aerobica (cerca de 30 -60 minutos) e de forma regular leva a um aumento na
quantidade de mitocéndria, bem como o conteudo de glicogénio, a densidade
capilar, a relacao capilar por fibra, numero médio de capilares em contato com
cada fibra muscular, e a proporcéo de células musculares identificados como
tendo capacidade oxidativa alta, favorecendo assim uma melhor regeneragao

muscular 282%:3°,

Pestana et al *'

, utilizaram a hidroterapia no tratamento de portadoras
de artrite reumatdide e verificaram uma melhora na qualidade de vida, reducéo
da dor e rigidez matinal, além da melhora na qualidade do sono. A artrite
reumatdide € uma doenca reumatica que possui como caracteristica a
persisténcia de um processo inflamatério que agride diversos 6érgaos e tecidos,
incluindo o tecido muscular. Desta forma, a hidroterapia trouxe beneficio para o
controle da sintomatologia decorrente do processo inflamatério crénico.

O estudo realizado por Verzolaet al *

, permitiu verificar um aumento na
atividade da metaloprotesase de matriz tipo 2 (MMP2), em miocardio de
animais submetidos a treinamento aquatico. O treinamento utilizado neste
estudo consistia de sessdes diarias com duragcdo de 6 horas, realizadas em
periodos de 3, 4 ou 5 dias consecutivos. A alteracdo na atividade de MMPs
reflete o processo de remodelamento fisiolégico ou patolégico do tecido
muscular, uma vez que em condi¢gdes normais as MMPs estao presentes em
baixo nivel e usualmente na forma latente ** . A MMP2 esta envolvida

especialmente na degradacdo do colageno, juntamente com a MMP9 33

Utilizando o mesmo protocolo de treinamento aquatico, Mesquita et al *°

mostraram que este ndo foi capaz de promover alteragdo significativa na

expressao de isoformas de cadeia pesada de miosina e, consequentemente,

|36

no tipo de fibra muscular. Entretanto, Sugiuraet al "observaram que os animais



55

submetidos a natagédo pds longo periodo de imobilizagdo apresentaram uma
reducao de fibras do tipo 2B e um aumento de fibras 2D no musculos de
ratos, evidenciando que a terapia aquatica € um estimulo capaz de gerar um
remodelamento muscular para melhor adaptacdo frente as demandas
funcionais .

Song et al ¥

, estududaram o efeito do exercicio aquatico em ratos
diabéticos e hipertensos e evidenciou que o treinamento aquatico, resultou em
um acréscimo de 20% no transporte da insulina, por agir aumentando a
sensibilidade do transportador de glicose insulino-dependente GLUT 4, no
tecido adiposo e musculatura estriada. Quanto a hipertensdo, os achados
demonstraram que esse tipo de terapia auxilia na diminuigdo dos débitos
cardiacos em ratos.

A hidroterapia também tem sido muito empregada no tratamento da
fibromialgia cujos principais aspectos clinicos sdo presenga de dor difusa em
musculos, tendbes e o0ssos, sem nenhuma evidéncia de um componente
inflamatorio. Rochaetal®® utilizaram a hidroterapia associada a alongamentos
gerais e pompages e hidroterapia em sessdes de uma hora, totalizando 10
sessdes de tratamento em uma paciente portadora de fibromialgia e concluiram
que o tratamento resultou em melhora da qualidade do sono, diminuicdo da
positividade dos Pontos dolorosos conhecidos como Tender Points (queda de
55%), melhora da flexibilidade muscular, da postura e do bem-estar geral da

paciente.
Concluséao

Com base nos dados expostos fica clara a necessidade de mais
estudosque evidenciem, de forma precisa e controlada, os efeitos da
hidroterapia nas disfungdes do musculo-esquelética uma vez que esta terapia
€ muito empregada atualmente e apresenta grande adesdo por parte dos
pacientes e dos profissionais da area da saude.

O presente estudo permitiu levantar os beneficios desta ferramenta
terapéutica nas mais diferentes disfuncdes do tecido muscular e permitiu
concluir que a hidroterapia € um recurso de grande valia no tratamento das

disfuncbes musculo-esqueléticas
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Nesse estudo foi constatar que o exercicio aquatico induziu alteracbes
na expressdao de marcadores miogénicos durante o processo de reparo de
musculo esquelético de rato apds criolesdo uma vez que o exercicio aquatico.
Em especial, o exercicio aquatico causou um aumento na expressao de MyoD
e miogenina apos 7 e 14 dias respectivamente.

O estudo da expressdo de marcadores miogénicos, como o myoD e
miogenina, envolvidos no processo de ativagdo e diferenciacdo de células
satélites frente a diferentes terapias utilizadas na pratica clinica para a
reabilitacdo de pacientes apds lesdao muscular podera permitir o entendimento
de como estas ferramentas poderao interferir no processo de regeneragéo
muscular. Desta forma, fica clara a necessidade de estudos posteriores que
tragam maiores contribuigdes neste aspecto, possibilitando o estabelecimento

de protocolos mais eficazes a serem adotadas na pratica clinica
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