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RESUMO

A proliferacéo de células inflamatérias ap6s a lesdo musculoesquelética interfere na
extensdo da lesdo em decorréncia da liberacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
ativacdo de fosfolipases e proteases. A crioterapia € uma das mais recomendadas
estratégias terapéuticas para o tratamento das les6es musculoesqueléticas. Apesar disso,
ha uma escassez de estudos que investigam o efeito da crioterapia no processo de
regeneracdo e os resultados séo inconsistentes e ndo confirmam a sua recomendagéo
clinica. O objetivo do estudo foi analisar o efeito do crioterapia aplicada de modo
intermitente, nas primeiras 72 horas apoés criolesdo de musculo tibial anterior (TA) em ratos,
sobre o infiltrado inflamatério e o dano oxidativo. Para isso, foram realizadas a analise
histolégica da densidade do infiltrado inflamatério; a determinagdo dos marcadores de
estresse oxidativo, pelos niveis de diclorofluoresceina oxidada por espécies reativas (DCF-
RS), de espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) e de metil-tiazol-tetrazolio (MTT)
reduzido; e a determinagdo do sistema antioxidante, pela atividade enzimética de
superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) e niveis de grupos tidis (—SH) ndo-proteico,
aos 3, 7 e 14 dias ap0s a lesdo. A crioterapia reduziu o infiltrado inflamatério quando
comparada a lesao nao tratada e manteve os niveis do DCF-RS, TBARS e MTT reduzido
préximos dos niveis do grupo controle. Assim como, a crioterapia manteve os niveis de
SOD, CAT e —SH néo-proteico em niveis similares ao do grupo controle. Concluimos que
aplicacbes intermitentes de crioterapia, nas primeiras 72 horas apds criolesdo de musculo

TA em ratos, reduziram o infiltrado inflamatdério e o dano oxidativo.

Palavras-chave: crioterapia, inflamagéo, estresse oxidativo, musculo esquelético,

fisioterapia.
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ABSTRACT

Inflammatory cells can amplify the primary lesion by releasing the reactive oxygen species
(ROS) and activating phospholipases and proteases on injured muscle. Cryotherapy is one
of the most recommended therapies to treat skeletal muscle lesions. Nevertheless, studies
that investigate cryotherapy on regeneration process are scarce and these studies
comparing the effectiveness of cryotherapy on muscle regeneration are inconsistent. The
aim of this study was analyze the effect of intermittent cryotherapy, during the first 72 hours
after cryolesion of tibialis anterior (TA) muscle in rats, on inflammatory infiltration and
oxidative damage. We analyzed histological inflammatory infiltration; determined oxidative
stress biomarkers, such as diclorofluoresceine reactive substances (DFC-RS), thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS) and methyl thiazol tetrazolium (MTT) reduction levels;
and determined antioxidative system action, by activities of superoxide dismutase (SOD) and
catalase (CAT) and nonprotein thiol (-SH) non protein levels, on 3, 7 and 14 days after
muscle lesion. Cryotherapy reduced the inflammatory infiltration and maintained the DCF-
RS, TBARS and MTT reduction levels close to the levels of control group. Additionally, the
cryotherapy maintained the SOD and CAT activity and the —SH non-protein levels similar to
the control group levels. In conclusion, the intermittent applications of cryotherapy, during the
first 72 hours after cryolesion, reduced both the inflammatory infiltration and oxidative

damage.

Key words: cryotherapy, inflammation, oxidative stress, skeletal muscle, physical therapy

modalities.
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1. INTRODUCAO
O tecido muscular estriado esquelético apresenta alta suscetibilidade a lesGes

devido a sua intensa solicitacéo (1). As les6es musculoesqueléticas acarretam um alto custo
a saude publica, tanto no que se diz respeito a atencao médica, quanto ao custo indireto
relacionado ao tempo de afastamento do trabalho (2). Independentemente da sua etiologia,
inicia-se um processo orquestrado de regeneracdo muscular, o qual é dividido em trés
fases: fase de destruicdo e inflamacao (0 to 72 horas), fase de reparo (3 dias a 4 semanas)
e fase de remodelamento (3 semanas a 6 meses) (3). Durante a fase de destruicdo e
inflamacdo, a proliferacéo de células inflamatdrias no tecido lesado interfere na extenséo da
lesdo em decorréncia da liberagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e ativacdo de
fosfolipases e proteases (4,5).

A lesdo primaria do musculoesquelético afeta simultaneamente os tecidos
adjacentes, entre eles o tecido vascular. O comprometimento da microcirculagéo local
imp6e um desafio a sobrevivéncia do tecido devido a inadequada oferta de oxigénio e
substratos como a glicose, assim como a inadequada remog¢édo de metabdlitos como o
lactato (6). Além disso, um dano adicional ocorre apés a restauracdo da perfusdo da area
hipoxémica (5,6). Essa lesdo pelo mecanismo de isquemia-reperfusdo é causada pela agédo
das EROs (7). Como potentes oxidantes, as EROs podem reagir irreparavelmente com o0s
lipideos, carboidratos, e até mesmo moléculas de &acido desoxirribonucleico (DNA),
alterando suas estruturas e assim podendo comprometer a funcao celular (8). Os lipideos
sdo os primeiros alvos das EROs, tornando as membranas das células e das organelas
vulneraveis a peroxidacao lipidica. Felizmente, existe um complexo sistema antioxidante de
combate a essas espécies reativas. Portanto, o processo subsequente dependera de um
aumento suficiente da defesa antioxidante para evitar a perda da funcdo normal da célula
(9).

Ha uma variedade de estratégias terapéuticas para o tratamento das lesBes
musculoesqueléticas, entre elas a crioterapia € uma das mais recomendadas (10-12). O
racional tedrico para o uso da crioterapia na fase inicial da lesé@o é relacionado a reducao do
metabolismo local, impedindo a progressdo da lesdo secundaria e consequentemente
reduzindo o tempo de recuperacéo da leséo (3,6). Alguns estudos, a maioria deles realizada
em modelos animais, demonstraram os efeitos da crioterapia na reducdo do processo
inflamatério e do dano oxidativo, entretanto 0s mecanismos envolvidos ndo séo
completamente compreendidos. A aplicacdo de crioterapia (3 sessdes de 30min cada) apés
lesdo musculoesquelética reduziu o processo inflamatério, em decorréncia da reducdo da
area de lesdo secundaria (10,13). De maneira complementar, a aplicagcao de crioterapia (2
sessbes de 5min cada) apds lesdo musculoesquelética reduziu a concentragao plasmatica
de marcador de dano muscular e permitiu estabelecer uma relacdo direta entre a resposta
inflamatéria e o dano oxidativo (9). De acordo com Puntel e colaboradores (2011), a
crioterapia (2 sessdes de 5min cada) apdés a lesdo musculoesquelética reduziu o dano

oxidativo, em concordancia com a reducdo dos prejuizos da funcdo mitocondrial. E até
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mesmo a imersdo em agua gelada por 5 minutos, apds dano muscular induzido por
exercicio em individuos saudaveis, reduziu o nivel de peroxidacdo lipidica (15). As
diferencas metodolégicas entre os estudos demonstram claramente que ndo ha um
protocolo de crioterapia completamente estabelecido, sendo que importantes parametros
séo frequentemente escolhidos baseado em informacdes empiricas.

Além disso, até o momento, ndo foi encontrado nenhum estudo investigando os
efeitos sobre o estresse oxidativo de um protocolo de crioterapia segundo as
recomendacfes da pratica clinica, isto €, aplicacdes intermitentes de crioterapia, durante as
primeiras 72 horas ap6és lesdo musculoesquelética (16-19), periodo coincidente com a fase
de destruicdo e inflamacdo. O presente estudo pretende investigar o efeito de aplicagcbes
intermitentes de crioterapia, nas primeiras 72 horas apds criolesdo de musculo tibial anterior
(TA) em ratos, sobre o infiltrado inflamatério e o dano oxidativo, ao longo de 14 dias. Dessa
forma, os resultados desse estudo fornecerdo subsidios cientificos ao uso clinico dos
protocolos intermitentes de crioterapia no tratamento de lesdo musculoesquelética aguda.

Baseado nos aspectos tedricos e nos achados prévios da literatura, a hipdtese
desse estudo é que seguindo as recomendag¢fes clinicas de aplicacdo intermitente da
crioterapia nas primeiras 72 horas ap6s a lesdo muscular, essa estratégia terapéutica
podera minimizar o infiltrado inflamatério e o dano oxidativo apds criolesdo em musculo TA
de ratos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Lesdo muscular

As lesBes musculoesqueléticas estdo entre as maiores causas de lesdes
observadas nas areas de primeiros socorros, de saude ocupacional e de medicina do
esporte (20). Clinicamente, estdo associadas a sinais e sintomas como dor muscular,
edema, espasmo muscular, restricdo de movimento e redugédo da forca muscular (21,22),
sendo determinantes para o surgimento de limitagBes no desempenho das atividades de
vida diaria e ocupacionais dos individuos acometidos. Consequentemente, as lesfes
musculoesqueléticas tém determinado um importante impacto na salde publica decorrente
de um alto custo econdmico (23), tanto no que se diz respeito a atencao médica, que inclui
tratamento, exames complementares, internacdo e reabilitagdo; quanto ao custo indireto
relacionado ao tempo de afastamento do trabalho (2).

Na prética, as lesdes musculoesqueléticas agudas podem ser causadas
basicamente por contuséo, distensdo e esforco muscular (21). Porém, independentemente
do mecanismo de leséo, as respostas fisioldgicas da lesdo musculoesquelética aguda séo
semelhantes (24). Inicialmente, ocorrem altera¢des estruturais como a ruptura das fibras
musculoesqueléticas e seus componentes, podendo atingir estruturas adjacentes, como 0s
vasos sanguineos e 0s nervos (16). Esse acometimento é conhecido como leséo primaria, a
qual afeta a homeostase, acarretando em morte e degradacgéo celular (25).

A resposta fisiolégica a lesdo primaria induz a lesdo secundaria, isto é, ao
acometimento de células que ndo foram lesionadas diretamente pelo mecanismo (6). As
causas de lesdo secundéaria estdo associadas a ativagdo enzimatica e a hipdxia tecidual
(10). Resumidamente, a ativagcdo enzimatica, como a de fosfolipases e de proteases, esta
relacionada ao aumento na liberacdo de enzimas pré-inflamatérias, especialmente pelos
neutrdéfilos atraidos ao local da lesdo a fim de iniciar o processo de regeneracao tecidual (5).
Por sua vez, a hipéxia tecidual esta relacionada ao dano endotelial, o qual acarreta em
reducdo do fluxo sanguineo, devido a ativacdo da cascata de coagulagdo com aumento da
viscosidade sanguinea, e em aumento da pressao extravascular pelo edema, podendo
ocluir pequenos vasos e aumentar ainda mais a area isquémica (25). Mesmo com essa
reducdo de aporte de oxigénio, as células mantém a taxa metabdlica celular e produzem
EROs que favorecem ainda mais a lesdo (26).

Dada essa magnitude das lesdes musculoesqueléticas e o prejuizo funcional que
acarretam, se faz necessério desenvolver estudos de tratamento e recuperagdo, a fim de
reduzir o intervalo de regeneragdo muscular e garantir o retorno breve as atividades com
desempenho individual maximo. Apesar da lesédo primaria ndo poder ser influenciada por
recursos terapéuticos, a extensdo da lesdo secundaria pode ser amenizada (26). Nesse
contexto, a reducao da resposta inflamatéria e da hipdxia tecidual séo decisivas para o

efetivo tratamento das lesdes musculoesqueléticas.
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2.2 Respostainflamatéria associada a lesdo muscular

Apés a lesdo musculoesquelética, a regeneracdo tecidual ocorre em trés fases
interligadas e tempo-dependentes: fase de destruicdo e inflamacdo (0 a 72 horas),
caracterizada pela ruptura e necrose das miofibrilas, formacao de hematoma e reacdes
celulares inflamatdrias; fase de reparo (3 dias a 4 semanas), caracterizada pela fagocitose
do tecido necrosado, regeneracdo das miofibrilas, producéo de tecido conjuntivo cicatricial,
assim como revascularizacdo da area lesionada; e fase de remodelamento (3 semanas a 6
meses), caracterizada pela maturacdo das miofibrilas regeneradas, retracdo e
reorganizacdo do tecido cicatricial e recuperagdo da capacidade funcional do musculo
(3,27). A duracdo de cada uma das fases do reparo tecidual e a recuperacéo funcional do
tecido muscular dependera da extenséo da lesdo musculoesquelética (28).

A inflamagdo é uma resposta rapida a lesdo musculoesquelética que envolve a
coordenacdo entre o sistema imunoldgico e o tecido lesado (29). Em razdo da lesédo
musculoesquelética, as membranas das fibras musculoesqueléticas sofrem ruptura e o
contetdo intracelular fica exposto, possibilitando a entrada de calcio extracelular.
Consequentemente, sdo ativadas proteases célcio-dependentes, as quais contribuem para
a degradacéo do tecido lesado e atraem neutrdéfilos para o sitio da lesdo (30). Nas proximas
24-48h essas células sdo substituidas por macréfagos, os quais: fagocitam e removem o
tecido necrosado; e liberam fatores de crescimento, citocinas e outros mediadores que
ativam os mecanismos de regeneracdo como fatores miogénicos e células satélites (24).
Esse processo de alteragdo morfologica da fibra muscular parece ser responsavel pelos
sinais e sintomas associados a lesdo musculoesquelética, supracitados.

Esta relacdo entre a inflamagcdo e regeneracdo muscular fornece base para
argumentos teleoldgicos que a resposta inflamatéria apés a lesdo musculoesquelética é
uma resposta funcional benéfica (31). Entretanto, mais recentemente, compreende-se que
uma resposta inflamatéria inadequada ou exacerbada pode prejudicar o reparo do tecido
danificado e pode resultar em uma deposicao exagerada de tecido cicatricial no sitio da
lesdo, conduzindo a diminuicdo do desempenho ou mesmo a perda da fungdo muscular
(32).

2.3 Dano oxidativo associado a lesdo muscular

O termo estresse oxidativo refere-se ao desbalanco entre a producdo de
prooxidantes e antioxidantes em favor dos prooxidantes. Os prooxidantes sdo espécies que
causam ou promovem a oxidacdo e podem ser classificados como EROs ou espécies
reativas de nitrogénio. Por sua vez, os antioxidantes sdo moléculas capazes de minimizar a
formagédo dos prooxidantes e assim, inibir a oxidagao das macromoléculas (33).

Em altas concentracdes, os prooxidantes sao perigosos para os tecidos, pois sao
substancias altamente reativas, capazes de promover a oxidacéo e modificar os principais
constituintes celulares, como os lipideos, proteinas e &acidos nucleicos, acarretando no

chamado dano oxidativo (33). Em concentracBes moderadas, no entanto, os prooxidantes
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desempenham um papel importante como mediadores reguladores em processos de
sinalizacao (8).

Apbs a lesdo musculoesquelética o dano oxidativo é desencadeado pelo processo
inflamatério (33,34) e provavelmente agravado pela lesdo de isquemia-reperfusédo (14,33).
O processo inflamatério e a producéo de espécies reativas apés a lesdao musculoesquelética
estdo intimamente interligados durante o processo de regeneragcao musculoesquelética. Ha
evidéncias de que os macrofagos e neutrofilos ativados na resposta inflamatéria sao
responsaveis por uma producdo massiva de EROs (8). Mas também que, as EROs séo
sinalizadoras fundamentais para orquestrar a inflamacgéo, especialmente ativando o fator de
transcricdo fator nuclear kappa B (NF- kB) e assim, a expressdo génica que programa a
adesdo leucocitaria (35). No que diz respeito a lesdo de isquemia-reperfusdo, tem-se
observado que apés a restauracdo da circulacéo local sdo liberadas especialmente EROs
gue causam peroxidacao lipidica nas células endoteliais. Na fase seguinte, estas EROs
provocam vasoconstricdo e agregacdo de leucdcitos e trombdcitos e como resultado,

aumentam a inflamacao e danos celulares (36,37).

2.3.1 Mensuragéo de marcadores do dano oxidativo

O limite fisiologico e patolégico do dano oxidativo pode ser uma funcdo da
extensdo, duragdo e/ou de origem celular das espécies reativas produzidas (33). A
magnitude do dano oxidativo pode ser medida por meio de ensaios bioquimicos que
quantifiquem a formacgé&o de produtos que indiretamente confirmam o aumento da geracao
de radicais livres e disfuncdo mitocondrial (38). Assim, é fortemente aconselhado que para a
avaliagéo precisa e consistente do dano oxidativo mais de dois ensaios bioguimicos sejam
realizados (39).

Uma das formas de estimar a producdo de EROs é por meio da oxidagao
inespecifica da molécula diclorofluoresceina-diacetato (DCFA-DA) até sua forma oxidada
por espécies reativas (diclorofluoresceina oxidada por espécies reativas, DCF-RS) (40). Ja
a extensdo do dano oxidativo pode ser avaliada pela mensuracdo dos produtos de oxidag&o
lipidica. A peroxidacgéo lipidica € um processo complexo que envolve a interagdo de EROs
com lipideos (41). Os lipideos constituem as biomembranas e sdo os alvos mais
importantes para as espécies reativas, uma vez que sua estrutura molecular é abundante de
ligacBes duplas (42). A peroxidagéo lipidica resulta em uma desorganizagdo estrutural das
biomembranas e a consequente perda de seletividade, podendo levar a morte celular (40).
O malondialdeido (MDA) € um dos produtos finais da peroxidagéo lipidica. Um dos métodos
mais comuns utilizados para estimar a peroxidacao lipidica é a quantificagcdo de MDA pelo
método TBARS (espécie reativas ao acido tiobarbitdrico - TBA) (33).

Outra forma de avaliar a extensdo do dano oxidativo é pela mensuracdo da
atividade de desidrogenases, as quais sdo fundamentais na catalisacdo de reacdes
bioguimicas envolvidas na obtencdo de energia intracelular. Em condicbes de

funcionalidade adequada, as enzimas desidrogenases reduzem o metil-tiazol-tetrazélio
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(MTT) a formazan. Portanto, quando a célula morre, a habilidade de converter MTT em
formazan é perdida, e por isso, esse ensaio é utilizado para avaliar o indice de viabilidade
celular (43,44).

2.3.2 Mensuracédo da capacidade antioxidante

O sistema antioxidante tem o papel de inativar, por meio de diferentes mecanismos,
a acdo dos prooxidantes de forma a impedir o dano oxidativo (40). A capacidade
antioxidante tem sido frequentemente mensurada pelos mecanismos de defesa enzimatica
por meio da atividade da catalase (CAT) e superéxido dismutase (SOD) (45).

A SOD esta presente sob pelo menos trés formas principais, a cobre e zinco (CuZn-
SOD) localizada predominantemente no citosol celular, a manganés (Mn-SOD) de
localizagdo mitocondrial e a SOD extracelular (EC-SOD). A SOD catalisa a reagéo de
dismutac&o do anion superéxido (O,+-) em perdxido de hidrogénio (H,0,) (O°- + Oye- +2H"
— H,0, + O,). Como demonstrado SOD néo previne a formacéo de H,0,. Porém, o H,0, é
mais estavel que o anion superoxido e pode difundir livremente entre os outros
compartimentos celulares (45).

A desintoxicagdo de H,O, é realizada pela CAT e pelas peroxidases. O papel da
CAT é mais importante quando os niveis de H,O, séo baixos (45). A CAT esta localizada
em grande quantidade nos peroxissomas e catalisa a rea¢do de degradacdo do H,O, em
moléculas de oxigénio e agua (40). Em altas concentragdes de H,0,, a enzima glutadiona
peroxidase (GPx) que esta vastamente distribuida nos tecidos, € responsavel pela
desintoxicacdo referente ao H,0O, as custas da oxidacdo em glutationa reduzida (GSH).
Contudo, a GPx também é responsavel pela desintoxicacdo de outros peréxidos (45).

A GSH faz parte do sistema de defesa oxidante ndo enzimético e desempenha um
importante papel na manutengdo do estado redugdo/oxidacdo celular. As alteracdes nos
niveis de grupos tidis (-SH) nao-proteicos sdo interessantes de serem determinadas no
musculo esquelético em investigagdes da capacidade antioxidante ja que a agdo
antioxidante da GSH depende da integridade do grupo —SH presente no residuo de cisteina

de sua molécula (46,47).

2.4 Crioterapia como agente terapéutico apds lesao muscular

A crioterapia é a aplicagdo terapéutica de frio, capaz de deslocar o calor da regido a
ser tratada induzindo o resfriamento local (48). O recurso terapéutico tem sido uma
alternativa aceita e utilizada popularmente por ser, no geral, de baixo custo, facil acesso e
de simples aplicagdo. S&o véarias as modalidades de crioterapia, sendo as mais comuns 0
pacote com gelo ou gel, imersdao em agua gelada, massagem com gelo, sprays refrigerantes
e ar refrigerado (16).

Os profissionais de saude e do esporte tém recomendado a crioterapia para o
tratamento e reabilitacdo das lesbes musculoesqueléticas agudas e crbnicas, com o intuito

de diminuir a dor, o edema e o tempo de recuperacdo (16,19). Apesar da sua
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recomendacéo clinica e seu amplo uso, ha controvérsia e pouco respaldo cientifico sobre a
real eficacia da crioterapia durante a regeneracdo muscular em humanos (50,51). Estudos
em seres humanos sdo ainda escassos, pouco controlados e com dificuldades éticas de
serem realizados, pois os resultados mais importantes deveriam ser obtidos por biépsia
diretamente do musculo esquelético. Assim, o0 modelo animal se torna muito interessante,
pois permite o maior controle experimental de todas as etapas e analises morfologicas e de
biologia molecular diretamente no musculo envolvido.

O objetivo primario da utilizacdo da crioterapia numa fase de cuidados imediatos
pos-lesdo muscular € minimizar sequelas adversas que estéo relacionadas ao processo de
lesdo, tais como dor, edema, hemorragia, espasmo muscular (16,27,52). Os efeitos
fisioldgicos induzidos pelo resfriamento tecidual incluem diminuicdo da temperatura, do
metabolismo, da circulacdo sanguinea, da dor, do processo inflamatério e do dano oxidativo
(14,16,26,27,52-54).

De maneira geral, os estudos indicam que o resfriamento local leva a uma
diminuicdo do metabolismo celular, proporcionando a célula um menor consumo de
oxigénio, o que permite sua sobrevivéncia por um periodo maior de isquemia ou diminuicdo
parcial da circulagéo (6,16), evitando, assim, a hipoxia secundéria e, consequentemente, a
morte celular. Dessa forma, teoricamente, a extensdo do tecido lesado torna-se menor e a
resposta inflamatéria, o estresse oxidativo, as proteinas livres e a pressdo oncética do
tecido diminuem, por fim, o edema € reduzido e o tecido fica menos exposto a reagéo
enzimatica que acompanha a leséo (48,55).

A maioria dos estudos que investigaram a resposta inflamatéria e o dano oxidativo

associado a lesdo musculoesquelética aguda tem sido realizada com modelos animais.
Esses estudos tém demonstrado que a crioterapia € efetiva na reducdo da resposta
inflamatdria, na modulagdo do estresse oxidativo, assim como na reducdo da lesdo
secundéria. Puntel e colaboradores (2011) demonstraram que a aplicac@o de crioterapia (2
sessbes com duracdo de 5 minutos cada) imediatamente apos a lesdo musculoesquelética,
reduziu o dano oxidativo, o prejuizo das fun¢Bes mitocondriais e a infiltracdo de neutrdfilos.
Em concordancia, Carvalho e colaboradores (2010) demonstraram que a aplicacdo de
crioterapia (2 sessdes de 5 minutos cada), 30min apds a lesdo musculoesquelética,
preveniu dano estrutural e funcional celular e reduziu a intensidade da resposta inflamatéria.
Recentemente, um estudo com humanos, o qual investigou o estresse oxidativo em
resposta a exercicio submaximo em ciclo ergdmetro seguido por 5min de uma Unica
imersdo em &gua gelada, encontrou resultados similares, apresentando reducdo da
concentracao dos biomarcadores da peroxidacao lipidica (15).

Nesse contexto, um estudo demonstrou que 3 horas consecutivas de aplicacéo de
crioterapia em um modelo de lesdo de isquemia-reperfusdo, reduziu a intensidade da
resposta inflamatéria e a disfuncdo mitocondrial (7). Porém, foi utilizado um protocolo de
longa duracéo, sendo que aplicacdes de crioterapia acima de 2 horas consecutivas podem

aumentar a lesdo por hipdxia secundaria (56). Um estudo anterior prop0s a aplicacdo de
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crioterapia durante 6 horas consecutivas apés lesdo do musculo TA em ratos e evidenciou
uma reducéo do infiltrado de neutréfilos, granulécitos e macréfagos na leséo e uma reducao
da area de lesao secundaria (26). Apesar desses estudos trazerem grandes contribuices
para a area basica, os mesmos ndo apresentam foco clinico, e ndo abordam a aplicacéo
intermitente da crioterapia como é realizada na pratica da fisioterapia. Assim, ja em 2007, o
grupo de pesquisa do Prof. Vogt (Hannover, Germany) escreveu uma carta ao editor da The
American Journal of Sports Medicine mostrando preocupacdo com esse tema da
aplicabilidade clinica das pesquisas (57).

E questionavel se a reducdo da temperatura e metabolismo tecidual, que
teoricamente esta associada a reducao do processo inflamatorio e o dano oxidativo, podera,
por outro lado, prejudicar o reparo tecidual, uma vez que o processo inflamatério
desencadeia a cascata de reparo tecidual. Takagi e colaboradores (2011) estudaram o
efeito de uma Unica sesséo de crioterapia aplicada com saco de gelo durante 20 minutos
imediatamente apés a lesdo muscular do extensor longo dos dedos em ratos. Os resultados
demonstraram que a crioterapia retardou em aproximadamente um dia a degeneragéo das
fibras musculoesqueléticas necréticas e diferenciagcdo das células satélites nos estagios
iniciais de regeneragdo, bem como reduziu o numero de macréfagos. A crioterapia também
aumentou a proporcéo de fibras em regeneragdo que mostram nucleo centralizado 14 dias
apoés a lesdo e a area da seccao transversa das fibras musculoesqueléticas foi reduzida
apos 28 dias da lesdo. Assim, os autores concluiram que o protocolo de crioterapia utilizado
reduziu a resposta inflamatoria que pode estar associada ao retardo da regeneracao
muscular e aumento do conteddo do colageno. Em contrapartida, ha de se considerar que o
processo inflamatdrio exacerbado pode ser nocivo ocasionando, por exemplo, fibroses (59).

Com relagdo ao tempo de tratamento, é reconhecido que o tempo de aplicacdo
deve ser em torno de 20 a 30 minutos, sem efeito adicional quando a duragéo da aplicacdo
€ superior a esse periodo (16-19). Quanto a duracdo do tratamento, sugere-se que nas
lesBes agudas a crioterapia seja aplicada nas primeiras 72 horas (16,32,60-62), respeitando
a primeira fase do processo de regeneracdo muscular correspondente a destruicdo e
inflamac&o. Desse modo, o protocolo de tratamento da crioterapia escolhido para estudo foi
de trés aplicacbes de 30 minutos, diariamente, nas primeiras 72 horas apés a leséo
muscular, com objetivo de mimetizar o recomendado na prética clinica (16).

Até onde sabemos nenhum estudo investigou os efeitos de um protocolo de
crioterapia segundo as recomendacgdes da pratica clinica, sobre o estresse oxidativo. O
presente estudo pretende investigar o efeito de aplicacdes intermitentes de crioterapia, nas
primeiras 72 horas ap0s criolesédo de musculo TA em ratos, sobre o infiltrado inflamatério e
0 dano oxidativo, ao longo de 14 dias. Dessa forma, os resultados desse estudo fornecerédo
subsidios cientificos ao uso clinico dos protocolos intermitentes de crioterapia no tratamento
de lesdo musculoesquelética aguda. Baseado nos aspectos tedricos e nos achados prévios
da literatura, a hipétese desse estudo é que seguindo as recomendacdes clinicas de

aplicacdo intermitente da crioterapia nas primeiras 72 horas apés a lesdo muscular, essa
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estratégia terapéutica podera minimizar o infiltrado inflamatério e o dano oxidativo apés
criolesdo em TA de ratos.
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar o efeito de aplicacdes intermitentes de crioterapia, nas primeiras 72 horas

apos lesdo do musculo TA em ratos, sobre o infiltrado inflamatério e o dano oxidativo ao

longo de 14 dias.

3.2 Objetivos especificos

Verificar se o efeito de aplica¢cdes intermitentes de crioterapia, nas primeiras 72
horas ap0s lesdo musculoesquelética em ratos, influencia a densidade do infiltrado
inflamatério.

Verificar se o efeito de aplica¢des intermitentes de crioterapia, nas primeiras 72
horas apds lesdo musculoesquelética influencia a produgcédo de marcadores indiretos
de dano oxidativo.

Verificar se o efeito de aplicacdes intermitentes de crioterapia, nas primeiras 72
horas ap6s lesdo musculoesquelética influencia a viabilidade celular.

Verificar se o efeito aplicagdes intermitentes de crioterapia, nas primeiras 72 horas
apos lesdo musculoesquelética em ratos, influencia o sistema de defesa
antioxidante.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

No presente estudo, foram utilizados 35 ratos da linhagem Wistar, adultos, com
peso médio de 301.8 + 17.6g. Os animais foram agrupados em gaiolas plasticas com livre
acesso a agua e racao peletizada, com controle de luminosidade (ciclo claro/escuro de 12h)
e com temperatura controlada (Socil, S&do Paulo). Os experimentos foram conduzidos
seguindo as recomendacfes éticas do Guide for Care and Use of Laboratory Animals
(National Research Council, 1996), sendo que o projeto de pesquisa foi aprovado no Comité
de Etica em Experimentagdo Animal (Protocolo n® 059/2010 — Anexo I). Todos os
procedimentos experimentais foram realizados com os animais anestesiados com (injecéo
intraperitonial de solucdo de xylazina 12 mg/kg/peso corporal e ketamina 95 mg/kg/peso
corporal). Os animais foram eutanasiados por overdose anestésica, no periodo de analise

de cada grupo experimental.

4.2 Grupos experimentais

O efeito da crioterapia sobre o processo inflamatério e sobre o dano oxidativo foi
analisado em trés periodos: 3, 7 e 14 dias ap0s a lesdo do musculo TA dos animais. Os
ratos foram distribuidos aleatoriamente em sete grupos experimentar com cinco animais
cada: (1) controle (C), animais sem intervencao; (2) grupo lesdo néo tratado, analisado 3
dias ap6s a lesdo (L3); (3) grupo lesdo tratado com crioterapia, analisado 3 dias apés a
lesdo (L3+C); (4) grupo lesdo ndo tratado, analisado 7 dias apés a lesdo (L7); (5) grupo
lesé@o tratado com crioterapia, analisado 7 dias apés a lesao (L7+C); (6) grupo lesdo nao
tratado, analisado 14 dias ap6s a lesdo (L14); (7) grupo lesédo tratado com crioterapia,

analisado 14 dias ap6s a lesé@o (L14+C) (Figura 1).

Y 3DIAS (n=5){ L3
A GRUPO L
s CONTROLE 7 DIAS (n =5)

(n=5)
AMOSTRA NAO TRATATADO 14 DIAS (n =5)
(n=35) -
LESAO (n =15)
(n=30)
CRIOTERAPIA
(n=15) 3 DIAS (n =5)

7 DIAS (n =5)

14 DIAS (n =5)

Figura 1 — Desenho dos grupos experimentais.
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4.3 Protocolo de lesdo muscular

Os animais foram anestesiados para o procedimento cirargico que induziu a leséo
muscular e entdo, a pele que recobre o musculo TA direito foi tricotomizada e limpa com
alcool iodado. Em seguida, foi realizada uma incisédo transversal, de aproximadamente 1
cm, na regido correspondente ao ventre do musculo. Para completa exposigéo do ventre TA
direito, a fascia que o recobre foi seccionada e afastada (Figura 2A).

A lesdo muscular foi induzida por congelamento (criolesdo) na regido central do
ventre do musculo TA, conforme previamente descrito (10,13, 63). Resumidamente, um
bastdo de ferro (40 x 20 mm?), previamente imerso e congelado em nitrogénio liquido, foi
posicionado transversalmente sobre o ventre do musculo por 10 segundos. Esse
procedimento foi repetido mais duas vezes com o intervalo de 30s entre eles (Figura 2B-C).
Em seguida, a pele foi suturada (Fio Nylon 3-0 — Shalon LTDA) e limpa com &lcool iodado
(Figura 2D).

A lesdo foi realizada na por¢ao mais larga do ventre do TA, identificado com auxilio
de um paquimetro. Estudos prévios demonstraram que esse procedimento acarreta um sitio
de lesdo bastante homogéneo e restrito a regido superficial do ventre do muasculo TA em
ratos, sendo um bom modelo para avaliacdo da leséo e regeneragdo muscular. O musculo
TA foi escolhido por apresentar o ventre localizado superficialmente na regido anterior da
pata do animal, com f&cil acesso cirurgico (10,63).

Figura 2 — Esquema ilustrativo da crioleséo no ventre do musculo TA.
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4.4 Protocolo de crioterapia

Ap6s a inducéo da lesdo muscular, sutura e limpeza da pele, os animais, ainda sob
efeito dos anestésicos, foram colocados em gaiolas de contencdo na posicao horizontal de
modo que a pata direita permanecesse fixa, por meio de fita crepe, a uma plataforma de
madeira para a posterior aplicacdo de crioterapia. A pata direita foi mantida na posicao
horizontal, mantendo os metatarsos dos animais presos a plataforma de madeira.

A técnica de crioterapia consistiu na aplicagédo de gelo triturado em saco plastico, o
qual foi fixado com fita crepe diretamente sobre a pele da face anterior da pata direita do
animal, cobrindo toda a regido superficial do TA. Na colocacdo do saco de gelo sobre a
pele, era realizada uma compressdo com fita crepe, a qual foi fixada sempre pela mesma
pessoa a fim de evitar compressdes diferenciadas (10,54). O protocolo de crioterapia
consistiu de 3 sessfes crioterapia nas primeiras 72 horas, sendo a primeira sessao iniciada
imediatamente apos a lesdo do TA, a segunda 24 horas apoés a lesdo do TA e a terceira 48
horas apés a leséo do TA . Cada sesséo correspondeu a trés aplicagdes de crioterapia com
2 horas de intervalo entre elas. Cada aplicacdo teve duracdo de 30 minutos. Dessa forma,
totalizaram. 9 aplicacdes de crioterapia nas primeiras 72 horas apés a lesdo do TA. (Figura

3). Todas as sessdes foram realizadas com os animais anestesiados.
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Figura 3 — Desenho experimental do estudo.

4.5 Retirada dos musculos

No periodo de andlise de cada grupo, os respectivos animais foram eutanasiados
com overdose anestésica (Figura 3). Os musculos TA direito de todos os animais foram
dissecados e retirados. Apos a retirada, os musculos foram divididos em duas por¢cdes
similares, com um corte horizontal no seu ventre. Uma porcao (proximal) foi utilizada para a

analise histolégica, e a outra (distal) foi utilizada para analise bioquimica.
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4.6 Area da lesdo muscular

Para as analises histolégicas, a porcdo proximal do musculo TA direito de cada
animal foi imediatamente congelada em isopentano (pré-congeladas em nitrogénio liquido) e
armazenada em freezer a -80°C (Forma Scientific, Marietta, Ohio). Foram obtidos cortes
histolégicos transversais e seriados (uma segdo de 10um a cada 100um) em micrétomo
criostato (Microm HE 505, Jena, Alemanha), ao longo do ventre do musculo TA de cada
grupo. As laminas com os cortes histolégicos foram coradas com azul de Toluidina para
avaliacdo por meio de microscopia 6ptica (Axiolab, Carl Zeiss, Alemanha). Foi escolhido um
corte transversal de cada musculo localizado na regido mais central da lesdo muscular para
medir a area de secc¢éo transversal do muasculo lesado nos grupos tratados e ndo tratados,
utilizando um software de morfometria (Axiovision 3.0.6 SP4, Carl Zeiss, Alemanha). Para
tal, fotos da seccéo transversal dos musculos foram obtidos por microscopia Optica para
reconstruir a area de seccao transversal total, o que permitiu identificar e medir as areas
intactas e lesadas de cada musculo. Para a analise quantitativa da area de inflamacéo, foi
utilizado o microscopio optico (Axiocam, Carl Zeiss, Jena, Germany) com ampliacdo final de
40x, com as definicdes mantidas para todos os cortes. A quantificacdo da &rea de infiltrado
inflamatério foi realizada usando o software ImageJ (version 1.41; Wayne Rasband, National
Institutes of Health, Bethesda, MA, USA).

Para a analise qualitativa da area de inflamacéo apés a lesdo muscular, foram
escolhidos seis cortes histoldgicos da area de seccdo transversal do TA de diferentes
animais, um corte representativo de cada periodo entre os animais dos grupos lesdo nao
tratados e tratados. A andlise qualitativa dos cortes incluiu a descricdo das fases de
regeneracdo do tecido musculoesquelético, envolvendo a presenca de fibras necroticas,
infiltrado inflamatério, fibras musculares em fase de regeneragcdo (ndcleo centralizado) e
fibras basofilicas.

4.7 Analise bioquimica do musculo esquelético homogeneizado

A andlise bioguimica foi realizada para avaliacdo de altera¢des indicativas de dano
oxidativo e da resposta de defesa antioxidante. Os grupos lesdo ndo tratados e tratados
foram avaliados em trés periodos: 3, 7 e 14 dias ap6s a lesdo do musculo TA. O grupo
controle foi avaliado no mesmo periodo dos grupos analisados trés dias apés a leséo.

Para a analise bioquimica, o fragmento distal do musculo TA foi prontamente
homogenizado em NaCl (150nM) e centrifugado a 4.000 girus por 10 minutos a 4°C durante
para obter-se a fracdo de sobrenadante de baixa velocidade. A amostra da fracdo de
sobrenadante de baixa velocidade foi usada para determinar: os niveis de DCF-RS, TBARS,

reducdo do MTT e -SH nédo-proteicos; além das atividades enzimaticas da CAT e SOD.

4.8 Determinacéo dos marcadores de dano oxidativo e da viabilidade celular

4.8.1 Niveis de diclorofluoresceina oxidada
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A analise dos niveis de DCF-RS é utilizada como um indice da formacédo de
espécies reativas tais como peréxidos celulares (64). A formacdo excessiva de espécies
reativas em uma situacdo de dano oxidativo pode ser analisada a partir da reacdo das
mesmas com o composto diclorofluoresceina, e assim promover a sua oxidacao na forma
altamente fluorescente DCF-RS (65).

O procedimento experimental foi realizado de acordo com o método proposto por
Pérez-Severiano e colaboradores (2004), com algumas modificacdes. As andlises foram
realizadas utilizando-se de aliquotas de fracdo de sobrenadante de baixa velocidade (50uL)
das amostras do tecido muscular encubadas em um meio de reagdo contendo Tris-HCI
(0.01 mM; pH 7.4) e DCFH-DA (7uM). Apés a adicdo de DCFH-DA o meio de reacao foi
encubado no escuro por um periodo de 1 hora até a realizagdo do procedimento de
guantificacdo da fluorescéncia da DCF-RS (excita¢éo: 488 nm, emissdo: 525 nm, e ambas
as aberturas do feixe de luz a 5nm). Os resultados foram corrigidos pela quantidade de

proteinas e expressos em nmol de DCF-RS por miligrama de proteina.

4.8.2 Niveis de substéncias reativas ao acido tiobarbiturico

A anélise dos niveis de TBARS é utilizada como um indice do dano oxidativo aos
lipidios de membrana durante um processo denominado de peroxidacdo lipidica. Os
produtos finais do comprometimento das membranas celulares, tal como o malondialdeido
(MDA), podem reagir com o TBA e resultar na formacdo de complexos coloridos, 0s quais
possuem um coeficiente de absor¢do maxima em 532 nandmetros (nm) (Ohkawa et al.,
1979).

As analises foram realizadas em aliquotas de fracdo de sobrenadante de baixa
velocidade (200pL) das amostras do tecido muscular. As amostras foram submetidas a
reacdo e a andlise colorimétrica segundo o método proposto por Ohkawa e colaboradores
(1979). Os resultados foram calculados em nmol de MDA com relacdo aos valores de
TBARS encontrados em concentracdes conhecidas de MDA utilizado como padréo,
corrigidos pela quantidade de proteinas, e expressos em nmol de MDA por miligrama de

proteina.

4.8.3 Niveis de reducéo do metil-tiazol-tetrazdlio

A andlise da reducé@o do MTT pode ser utilizada como um indice da funcionalidade
de enzimas desidrogenases, as quais sdo fundamentais na catalisacdo de reacles
bioquimicas envolvidas na obtencdo de energia intracelular (43). Desta forma, os
procedimentos experimentais de analise da redugdo do MTT podem ser utilizados como um
possivel indicador da viabilidade celular nas amostras testadas (68). Em condigGes
funcionais adequadas as enzimas desidrogenases reduzem o MTT a formazan, o qual pode
ser determinado espectrofotometricamente a 570nm (69).

O procedimento experimental foi realizado de acordo com o método proposto por

Mosmann (1983), com algumas modificacdes. Os niveis de reducdo do MTT foram
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investigados utilizando-se de aliquotas de fracdo de sobrenadante de baixa velocidade
(500uL) das amostras do tecido muscular. As amostras foram encubadas no escuro em um
meio de reacdo contendo 0.5mg/mL de MTT a 37°C por 1 hora. A reacéao foi finalizada com
a adicdo do solvente dimetil sulfoxido (1mL), e posteriormente submetidas a analise
espectrofotométrica. Os resultados foram corrigidos pela quantidade de proteinas e

expressos em porcentagem do grupo controle.

4.9 Determinacao da resposta de defesa antioxidante
4.9.1 Atividade da enzima superoxido dismutase

A analise da atividade da enzima SOD também é utilizada como um indice da
funcionalidade de um dos sistemas antioxidantes de origem enzimatica envolvidos na
neutralizacdo de espécies reativas prejudiciais ao organismo. A SOD catalisa a reacao do
radical livre O"," com uma molécula de agua (H,0), e assim a sua dismutacdo em H,0, (65).

A atividade da SOD foi determinada espectrofotometricamente em amostras do
tecido muscular, segundo o método proposto por Misra e Fridovich (1972), o qual esta
embasado na capacidade da SOD em inibir a auto-oxidacéo da adrenalina em adenocromo,
com algumas modificagbes. As analises foram realizadas utilizando-se de aliquotas de
fracdo de sobrenadante de baixa velocidade das amostras do tecido muscular, as quais
foram adicionadas em um meio de reacdo contendo tampdo glicina (50mM; pH 10.5) e
adrenalina (LmM). A andlise cinética da atividade da SOD foi iniciada a partir da adicdo de
adrenalina, e a reagdo foi monitorada a 480 nm até o momento em que a maxima
degradacdo da adrenalina for observada. Os resultados foram calculados em unidades de
SOD por litro (U/L), corrigidos pela quantidade de proteinas e expressos em unidades de

SOD por miligrama de proteina.

4.9.2 Atividade da enzima catalase

A analise da atividade da CAT é utilizada como um indice da funcionalidade de um
dos sistemas antioxidantes de origem enzimatica mais importante na neutralizacdo de
espécies reativas prejudiciais ao organismo. A CAT catalisa a reacdo de degrada¢cdo do
H,O, em moléculas H,O (65).

A atividade da CAT foi determinada espectrofotometricamente em amostras do
tecido muscular, segundo o método proposto por Aebi (1984), o qual estd embasado na
capacidade da CAT em degradar H,O,, com algumas modificacbes. As analises foram
realizadas utilizando-se de aliquotas de fracdo de sobrenadante de baixa velocidade das
amostras do tecido muscular (50uL), as quais foram adicionadas em um meio de reacdo
contendo tampao fosfato de potassio (50 mM; pH 7.4) e H,0, (ImM). A analise cinética da
atividade da CAT foi iniciada a partir da adicdo de H,O,, e a reacéo foi monitorada a 240nm
por 2 minutos. Os resultados foram calculados e corrigidos pela quantidade de proteinas e

expresso em nmol H,O,/min/mg de proteina.
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4.9.3 Niveis de grupos ti6is ndo-proteicos

A andlise dos niveis de grupos -SH n&o-proteicos podem ser utilizados como um
indicador do principal sistema de defesa antioxidante endégeno, de atuacdo ndo enzimatica,
da GSH. A GSH depende da integridade do grupo -SH em seu residuo de cisteina para
exercer a sua capacidade de neutralizar as espécies reativas, e assim limitar o dano
oxidativo aos tecidos bioldgicos (72,73).

O procedimento experimental para a determinacdo dos grupos -SH néo-proteicos foi
desenvolvido de acordo com o método proposto por Ellman (1952), o qual baseia-se na
reacdo dos grupos -SH com o acido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB) utilizado como
reagente de cor, com algumas modificagdes (74).

Os niveis de grupos -SH néo-proteicos foram determinados ap6s a precipitagdo do
conteddo proteico das amostras pela adicdo de uma aliquota de TCA 5% (1mL) em uma
aliguota de fracdo de sobrenadante de baixa velocidade (500uL) das amostras do tecido
muscular. O contetdo precipitado foi entdo centrifugado a 4.000 girus por 10 minutos, e
uma aliquota do sobrenadante (500uL) foi utilizada na reacdo colorimétrica. A reacao
colorimétrica foi desenvolvida mediante a adigcdo das aliquotas a serem testadas em um
meio contendo tampé&o fosfato de potassio (0.25mM; pH 7.4) e DTNB (1mM). A andlise
colorimétrica foi desenvolvida espectrofotometricamente a 412nm apés 30 minutos da
adicdo do DTNB, e o contetudo de grupos -SH foi calculado com relacdo aos valores
encontrados em concentracdes conhecidas de GSH utilizadas como padréo. Os resultados
foram corrigidos pela quantidade de proteinas e expressos em nmol de — SH por miligrama

de proteina.

4.10 Determinagao das proteinas
O contelido de proteinas foi determinado de acordo com Lowry e colaboradores

(1951) usando albumina do soro bovino (BSA) como proteina padrao (75).

4.11 Analise estatistica

Os dados foram apresentados de maneira descritiva: média e desvio padréo (+DP).
Os niveis de MTT reduzido foram calculados como porcentagem do grupo controle. A
normalidade e homogeneidade dos dados foram verificadas pelos testes de Shapiro-Wilk e
Levene, respectivamente. A diferenca entre os grupos em relacdo a cada variavel foi
comparada pela andlise de variancia (ANOVA) de dois fatores, seguida pelo teste de Tukey.
Para todas as andlises, um valor de p igual ou menor que 0.05 foi aceito como
estatisticamente significante. Os dados foram analisados com o Statistical Package for
Social Sciences (SPSS, v21.0).
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5. RESULTADOS

5.1 Histologia da regeneracdo muscular e quantificacdo do infiltrado inflamatério
Comparativamente ao grupo controle, a densidade de infiltrado inflamatério
aumentou nos grupos les@o nédo tratados e tratados em todos os periodos analisados (L3:
5.7 vezes; L3+C: 5.0 vezes; L7: 3.5 vezes; L7+C: 2.7 vezes; L14: 2.0; L14+C: 1.9 vezes,
p<0.001 para todos; Figura 4G). Por outro lado, foi observada uma reducdo da densidade
de infiltrado inflamatoério, nos dias 3 e 7 apés a lesdo, nos grupos tratados, quando
comparado aos grupos lesdo ndo tratado nos mesmos periodos (L3+C: 0.9 vezes, p =0.002;
L7+C: 0.8 vezes, p<0.001; Figura 4A-D e G). Comparando-se o dia 7 com o dia 3 apos a
lesdo, foi observada uma menor densidade de infiltrado inflamatdério intragrupos lesdo néo
tratado e tratado (L7: 0.6 vezes, p<0.001; L7+C: 0.5 vezes, p<0.001; Figura 4A-D e G).
Além disso, no dia 7 apds a leséo, tanto nos grupos lesdo nao tratado quanto no tratado
puderam-se observar fibras musculares em intenso processo de regeneracdo devido a
presenca de nucleo centralizado e fibras basofilicas, caracterizando atividade ribossémica.
Contudo, no dia 14 ap6s a lesdo, a crioterapia ndo modificou a densidade de infiltrado
inflamatério no grupo tratado quando comparado ao grupo lesédo nao tratado (L14+C: 1.0

vezes, p=1.0; Figura 4E-G).
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Figura 4 — Fotomicrografia de cortes transversais de musculo TA de ratos, corados com azul de Toluidina, dos
grupos leséo néo tratados e tratados com crioterapia, avaliados nos dias 3, 7 e 14 apds lesdo musculoesquelética.
(A) Musculo do grupo lesdo néo tratado, avaliado 3 dias apés lesdo (L3) - notar a presenca de fibras musculares

necréticas (#) e a intensa presenca de infiltrado inflamatério (*). (B) Misculo do grupo leséo tratado, avaliado 3 dias
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apos lesdo (L3+C) — diminuicédo da presenca de infiltrado inflamatério em relagdo a L3. (C) Musculo do grupo lesdo
nédo tratado, avaliado 7 dias ap0s a lesé@o — fibras musculares em intenso processo de regeneragao, caracterizado
pela nucleo centralizado (setas) e fibras basofilicas com ndcleo proeminente (BF). Além de uma menor presenga
de infiltrado inflamatério em relacdo ao L3. (D) Musculo do grupo leséo tratado, avaliado 7 dias apos a lesdo —
fibras musculares em intenso processo de regeneracao e infiltrado inflamatério reduzido em relagdo a L7. (E e F).
Respectivamente, os musculos do grupo leséo néo tratado (L14) e tratado (L14+C), avaliado 14 dias apos a leséo
— 0 processo de regeneragdo persiste, com uma minima presenca de infiltrado inflamatério, diferentemente de dos
grupos avaliados 3 (L3, L3+C) e 7 (L7 e L7+C) dias ap0s a lesdo. Notar que 14 dias ap6s a lesdo nédo ha diferenca
entre os grupos ndo tratado e tratado, indicado um processo regenerativo similar. (400x). Bar: 50um. (G)
Porcentagem de infiltrado inflamatério no musculo TA de ratos. Os dados estdo expressos como média e + DV. *
diferenga quando comparado ao grupo controle (p<0.05); # diferenga entre os grupos (p<0.05); T diferenga entre o

periodo de 3 dias ap6s a leséo (p<0.05).

5.2 Dano oxidativo e viabilidade celular

A andlise dos niveis de DCF-RS no grupo controle permitiu-nos observar que o
mecanismo de criolesdo aumentou os niveis de DCF-RS nos grupos lesdo nao tratados a
partir do dia 7 apés a lesdo (L7: 7.5 vezes, p <0.001; L14: 9.0 vezes, p<0.001; Figura 5A).
Entretanto, a crioterapia evitou o aumento dos niveis de DCF-RS nos grupos leséo tratados,
nos dias 7 e 14 apo6s a lesdo, quando comparado aos grupos nao tratados (L7+C: 0.1
vezes, p<0.001; L14+C: 0.3 vezes; p<0.001; Figura 5A).

Os niveis de TBARS nos grupos lesdo ndo tratados apresentaram um aumento
tanto no dia 3, quanto no dia 7 apos a lesdo, quando comparados ao grupo controle (L3: 2.8
vezes, p<0.001; L7: 2.3 vezes, p=0.022; Figura 5B). Interessantemente, nos mesmos
periodos, a crioterapia evitou o aumento dos niveis de TBARS nos grupos lesao tratados
quando comparado aos grupos lesdo ndo tratados (L3+C: 0.4 vezes, p=0.002; L7+C: 0.5
vezes, p=0.032; Figura 5B).

No dia 3 apés a lesdo, o grupo lesdo ndo tratado apresentou uma diminui¢cdo no
nivel de MTT reduzido comparativamente ao grupo controle (L3: 0.5 vezes; p=0.023; Figura
5C). Contudo, a crioterapia evitou a diminuicao dos niveis de MTT reduzido em todos os
periodos nos grupos tratados, quando comparado aos respectivos grupos lesdo nédo
tratados (L3+C: 2.2 vezes, p=0.002; L7+C: 1.7 vezes, p=0.044; L14+C: 1.7 vezes, p=0.035;
Figura 5C).
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Figura 5 — Efeitos de aplicagdes intermitentes de crioterapia nas primeiras 72 horas ap6s a lesdo do musculo TA
sobre o dano oxidativo: (A) niveis de diclorofluoresceina oxidada (DCF-RS), expressos em nmol de DCF-RS/mg de
proteina; (B) niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), expressos em nmol de malondialdeido
(MDA)/mg de proteina; (C) niveis de reducdo do metil-tiazol-tetrazélio (MTT), expressos em porcentagem em
relagdo ao valor do grupo controle. Os dados estdo expressos como média + DP. * diferenga quando comparado
ao grupo controle (p<0.05); # diferenca entre os grupos (p<0.05); T diferenca entre o periodo de 3 dias apos a

lesdo (p<0.05).

5.3 Sistema antioxidante

Comparativamente ao grupo controle, a atividade enzimética da SOD aumentou nos
grupos lesdo ndo tratados em todos os periodos analisados (L3: 2.2 vezes, p=0,005; L7: 2.8
vezes, p<0.001; L14: 2.8 vezes, p<0.001; Figura 6A). Contudo, nos dias 7 e 14 apés a
lesdo, a crioterapia evitou o aumento da atividade enzimatica da SOD nos grupos tratados
quando comparado aos grupos ndo tratados (L7+C: 0.5 vezes, p=0.001; L14+C: 0.6 vezes;
p=0.008; Figura 6A).

Apenas no dia 3 apés a lesédo, a atividade enzimatica da CAT no grupo ndo tratado
aumentou comparativamente ao grupo controle (L3: 3.4 vezes, p<0.001; Figura 6B).
Interessantemente, no dia 3, a crioterapia manteve baixa a atividade enzimatica da CAT no
grupo tratado, quando comparado ao respectivo grupo leséo nao tratado (L3+C: 0.2 vezes,
p<0.001; Figura 6B).

Comparativamente ao grupo controle, no dia 3 apés a leséo, os niveis de grupos —
SH n&o-proteicos apresentaram uma diminuigdo significativa no grupo lesdo néo tratado
(L3: 0.5 vezes; p=0.015; Figura 6C). Por outro lado, no mesmo periodo, a crioterapia

manteve o nivel de grupos —SH né&o-proteicos no grupo tratado similares aos do grupo
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controle (L3+C: p=0.920; Figura 6C), porém sem diferenca significativa quando comparado
ao grupo nao tratado (L3+C: 2.1 vezes, p=0.174, Figura 6C).
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Figura 6 — Efeitos de aplica¢des intermitentes de crioterapia nas primeiras 72 horas apds a lesdo do musculo TA
sobre a resposta antioxidante: (A) atividade enzimatica da superéxido dismutase (SOD), expressa em unidades de
SOD/mg de proteina; (B) atividade enzimatica da catalase (CAT), expressa em nmol H,O,/min/mg de proteina; (C)
niveis de grupos de ti6is (-SH) néo-proteicos, expressos em nmol —SH/mg de proteina. Os dados estdo expressos
como média + DP. * diferenca quando comparado ao grupo controle (p<0.05); # diferenca entre os grupos (p<0.05);

1 diferenca entre o periodo de 3 dias ap6s a leséo (p<0.05).
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6. DISCUSSAO

O presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito de aplicacbes
intermitentes de crioterapia nas primeiras 72 horas, apos criolesdo em musculo TA em
ratos, sobre o infiltrado inflamatério e o dano oxidativo, ao longo de 14 dias. A hip6tese
inicial do estudo foi confirmada. Seguindo as recomendacdes clinicas de aplicacdo
intermitente da crioterapia nas primeiras 72 horas ap6s a lesdo muscular, o infiltrado
inflamatério e o dano oxidativo foram minimizados apos criolesdo em musculo TA de ratos.
Nossos achados sédo importantes para a compreensdo basica do estresse oxidativo no
mecanismo de lesdo e os efeitos da aplicacdo de um protocolo clinico de crioterapia sobre o
dano oxidativo durante a regeneragdo muscular, dando suporte a decisdo dos profissionais
de salde e do esporte a respeito desses protocolos.

No presente estudo, os grupos lesdo tratados apresentaram menor densidade de
infiltrado inflamatério nos dias 3 e 7 ap6s a lesdo, quando comparado aos grupos nédo
tratados. Esses resultados sugerem que o processo inflamatério no grupo tratado com
crioterapia foi menor e estdo de acordo com estudos prévios (26,32,76,77). A reducéo do
infiltrado inflamatério e, consequentemente a prevencédo do edema tém sido justificadas pelo
mecanismo de vasocontricdo induzida pela crioterapia (16,32,78). Contudo, encontramos
estudos que sugerem que a crioterapia nao altera o didmetro arteriolar (26,79,80), mas
aumenta o didmetro venoso, possivelmente aumentando a reabsorcdo do edema (26,80).
Além disso, a crioterapia seria responsavel por uma reducdo da permeabilidade
microvascular observada pela reducao da interagdo leucécito-endotélio (80).

Uma série de efeitos fisiol6gicos indesejaveis, tais como dor, edema, restricdo de
amplitude de movimento, reducdo da forca e limitacdo do desempenho funcional tém sido
associados a resposta inflamatéria apds lesdo musculoesquelética (16,81). Nesse contexto,
ndo estd completamente estabelecido se a reducé@o da resposta inflamatdria é benéfica ou
prejudicial no processo de regeneragdo muscular, na intensidade dos efeitos fisiologicos
supracitados e na velocidade de recuperacao funcional apds lesao musculoesquelética. No
presente estudo, a reducao do infiltrado inflamatério nos grupos lesao tratados ndo causou
diferenca no processo de regeneracdo em relacdo aos grupos ndo tratados. Mesmo
considerando que as células inflamatérias, especialmente os macrofagos e as células T, séo
cruciais para ativar as células satélites num processo de regeneracao de sucesso (82). Em
contrapartida, em estudo prévio (58), uma Unica aplicacdo de crioterapia, durante 20
minutos, apos a lesdo por esmagamento do extensor longo dos dedos, retardou a migragéo
de macrofagos no sitio da lesdo, assim como os processos de destruigdo e diferenciagdo
em aproximadamente um dia. Por fim, o tecido regenerado apresentou maior depdsito de
colageno. A temperatura tissular foi mensurada e foi observado que a crioterapia provocou
uma reducdo média de 13.3°C da temperatura tissular. Uma reducdo da temperatura abaixo
de 10°C esta associada a diminuicdo da atividade enzimética da calpaina (83) e, de acordo
com 0s autores, isso teria influenciado nas primeiras fases da degeneracéo, visto que a

calpaina é responsavel pela proteélise muscular (58). De qualquer forma, sdo necessarios
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mais estudos a fim de investigar os efeitos da crioterapia no processo de regeneracgéo,
especialmente em humanos.

Uma revisdo sistematica, realizada por Collins (2008), examinou os efeitos da
crioterapia na reducdo da dor, reducdo do edema, manutencdo da funcionalidade e no
intervalo de retorno as atividades (84). Entre os estudos clinicos, alguns apresentaram
evidéncias do beneficio da crioterapia na redugdo da dor e na manutencdo da
funcionalidade (84). Alguns estudos de modelo animal apontaram que a crioterapia reduziu
0 edema (84). Contudo, os achados indicaram que nao ha evidencias suficientes que
sugiram o beneficio da utilizagao da crioterapia (84). Outra revisao, realizada por Hubbard e
colaboradores (2004), investigou os efeitos da crioterapia no retorno as atividades de
trabalho ou de esporte apds lesdo musculoesquelética (81). Quatro estudos atenderam os
critérios de sele¢do dessa revisdo. Em dois estudos a crioterapia significantemente acelerou
e melhorou as condi¢des de retorno as atividades (81). Em outro estudo, de acordo com os
autores da revisdo, a crioterapia apresentou uma tendéncia de aceleragéo do retorno (81).
Baseados nisso, os autores concluiram que a crioterapia tem um possivel efeito positivo no
retorno as atividades por interferir potencialmente em mecanismos de controle de dor e de
reducdo da lesdo secundaria (81). Ambas as revisfes citadas apontaram que os estudos
encontrados, geralmente apresentam amostras pequenas e limitacdes metodoldgicas que
interferem na qualidade dos dados disponiveis e aparentemente contribuem para a
persisténcia da lacuna a respeito da efetividade da crioterapia em abordagem funcional
(81,84).

O dano oxidativo apés a lesdo musculoesquelética foi abordado previamente em
modelos de lesdo por estiramento (9), contusdo (14) e isquemia-reperfusdo (7). Nesses
estudos, 0os mecanismos bioquimicos pelos quais a crioterapia reduziu o dano oxidativo no
tecido muscular foram relacionados com a redugédo da resposta inflamatoria e modulagao da
funcdo mitocondrial (7,9,14). De fato, a resposta inflamatoria apds lesdo
musculoesquelética, acarreta na producdo em massa de EROs por macrofagos e neutréfilos
para destruir fibras e detritos musculares (8,30,85). Uma vez que crioterapia reduziu a
resposta inflamatéria, a producdo de EROs e o dano oxidativo também foram reduzidos. Em
concordancia, o presente estudo demonstrou que apés a criolesdo, a crioterapia foi capaz
de reduzir o dano oxidativo, evitando o aumento dos niveis de DCF-RS e TBARS. Os baixos
niveis de DCF-RS indicam que a crioterapia foi capaz de reduzir a producdo de
hidroperoxidos, o0s quais s@o responsaveis por iniciar uma cascata de reagdes complexas
gue culminam, por exemplo, em peroxidacgdo lipidica das membranas celulares e assim no
aumento dos niveis de TBARS (86). E viavel analisar o dano oxidativo pela magnitude da
peroxidacao lipidica, pois as biomembranas sao alvos altamente susceptiveis a oxidagéo
das EROs devido a sua estrutura molecular abundante em liga¢des duplas (42).

Apb6s a lesdo musculoesquelética, a mitocondria conduz a producdo de adenosina
trifosfato (ATP) a via glicolitica na condicdo de hipdxia. A via glicolitica é ineficiente para

manter o metabolismo adequado e associado a inadequada oferta de substratos, ndo se
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consegue manter a producdo adequada de ATP. A atividade de enzimas do sitio
mitocondrial reduz, a mitocéndria entra em colapso e, por sua vez a célula também (52). Em
condicdes de funcionalidade adequada, as enzimas desidrogenases reduzem o MTT a
formazan (69). No presente estudo, os niveis de MTT reduzido permaneceram altos nos
grupos tratados, em todos os periodos analisados, sugerindo que a crioterapia minimizou o
comprometimento da viabilidade celular. Beneficios similares da crioterapia foram
observados por Puntel e colaboradores (2011), em que os resultados de viabilidade celular
a partir dos niveis de MTT foram associados a indicadores especificos do comprometimento
da viabilidade mitocondrial (14). Assim como nos estudos prévios (7,9,14), a crioterapia
manteve a atividade enzimatica de SOD e CAT e os niveis de grupos —SH nao-proteicos
préximos aos valores do grupo controle. Esses achados refletem capacidade da crioterapia
em reduzir a resposta inflamatéria e o dano oxidativo (9).

Alguns estudos tém sugerido que a crioterapia reduz a extensao da area de lesdo
secundaria (10,13,52) e que a lesdo primaria ndo poderia sofrer influéncia terapéutica (26).
A é4rea de lesdo secundaria trata-se da area que ndo foi diretamente acometida pelo
mecanismo de lesdo, mas, sim, pela hipdxia tecidual e pela degradag¢do causada por
leucdcitos, citocinas pro-inflamatorias e EROs (6,10,30,85). Um estudo pioneiro na
investigacdo da lesdo muscular secundaria por meio de marcadores de estresse foi
realizado por Merrick e colaboradores, em 1999 (52). Nesse estudo, foi realizada a
aplicacdo de 5h consecutivas de crioterapia apds lesdo muscular por contusdo e 0s
resultados demonstraram que a crioterapia reduziu a extensdo da lesdo secundaria (52).
Conforme citado em estudos anteriores, uma possivel razdo para os resultados de efeito
positivo da crioterapia na redugcdo da extensdo da lesdo esta relacionada a capacidade
dessa estratégia terapéutica em reduzir a temperatura tissular que, por sua vez, reduz a
demanda metabdlica, a hipoxia e a lesdo secundaria (10, 13, 52). Contudo, em 2004,
Merrick publicou uma reviséo a respeito de lesdo secundaria e questionou se a eficacia da
crioterapia ndo poderia ser explicada pelo resgate ou atraso da morte de células envolvidas
na lesdo primaria, mas que nao foram destruidas inicialmente (6). De fato, os achados do
presente estudo ndo permitem distinguir claramente se a crioterapia reduziu as areas de
lesdo priméaria e secundaria ou apenas de lesdo secundaria.

Recentemente, um estudo com humanos investigou o dano oxidativo em resposta a
exercicio submaximo em ciclo ergbmetro seguido por 5min de uma Unica imersao em agua
gelada (15). De modo similar aos modelos animais (7,9,14), o estudo encontrou uma
reducdo da concentracdo dos biomarcadores da peroxidagdo lipidica associada a
crioterapia (15). Entre os estudos de modelo animal, encontramos diferentes protocolos de
crioterapia (7.9,14). Um deles realizou 2 aplicacbes de crioterapia com duracéo de 5min e
um intervalo de 6h entre elas (14); outro realizou 2 aplica¢cdes de 5min com duracéo de 12h
entre elas (9) e um outro realizou 3h de aplicagdo continua de crioterapia (7). Apesar
desses estudos contribuirem para elucidacdo dos efeitos da crioterapia sobre o estresse

oxidativo, os protocolos ndo representam a pratica clinica, em que as aplicacdes de
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crioterapia sdo realizadas intermitentemente com duracdo de 20-30min (16-19), nas
primeiras 72h apods a leséo (16,32,60-62). Aplicacdes continuas de crioterapia com duracdo
de horas estdo associadas ao risco de lesdao de pele e nervos (12,57,84). Assim como,
aplicacGes de crioterapia acima de 2 horas consecutivas podem aumentar a lesdo por
hipdxia secundaria (56).

Por sua vez, a efetividade do modelo de criolesdo no musculo TA dos ratos foi
avaliada pela comparacao dos resultados das analises entre o0 grupo controle e os grupos
lesdo ndo tratados. O modelo de criolesdo demonstrou-se eficaz, tanto que no grupo lesao
ndo tratado encontramos um pico de infiltrado inflamatério no dia 3, caracterizando a fase
aguda da destruicdo e inflamacdo da lesdo musculoesquelética com sua gradativa
resolugdo apds as 72 horas iniciais. Em relacdo aos niveis de TBARS e MTT reduzido
observamos maiores altera¢des no dia 3 apos a lesdo. Em contrapartida, os niveis de DCF-
RS apresentaram aumento a partir do dia 7 com pico no dia 14 apdés a lesdo. Esses
resultados sugerem que o aumento da peroxidacdo lipidica e a reducdo da viabilidade
mitocondrial iniciais poderiam estar acontecendo por EROs ndo detectaveis no ensaio da
DCF-RS (64). Ao passo que uma geracao significativa de peroxidos esta acontecendo nos
dias 7 e 14, momento em que 0s niveis do sistema de defesa celular, conforme sugerido
pela avaliacdo conjunta dos resultados, ja estaria neutralizando a maioria dos mesmos (33)..
Vale ressaltar que o indice das EROs é crescente ao longo dos dias avaliados, apesar da
densidade do infiltrado inflamatério apresentar-se decrescente no grupo lesdo néo tratado
ao longo dos dias avaliados. Outras analises como as relativas aos mediadores
inflamatoérios ou as alteracBes de proteinas e de acidos nucleicos, podem ser realizadas
para se chegar a uma visdo mais completa do metabolismo celular/dano celular apés a
lesdo musculoesquelética.

Considerando o sistema antioxidante, observamos que a atividade enzimatica da
CAT e os niveis —SH n&o-proteicos, realmente apresentaram alteragdo no dia 3 apés a
lesdo. Ambas as analises revelam a ativacdo de componentes de defesa responséaveis pela
desintoxicagdo de peréxido de hidrogénio (H,0,), a fim de evitar um aumento ainda maior
da peroxidacéo lipidica e reducdo da viabilidade celular. A CAT reduz o H,O, em baixos
niveis de concentragdo. Porém, em altas concentracdes de H,O, a glutationa peroxidase
(GPx) é responséavel por esse processo. A GPx é altamente dependente da glutationa
reduzida (GSH). A redugcdo dos niveis de grupos —SH nao-proteicos apés a lesdo
musculoesquelética pode significar uma reducéo dos niveis de GSH, provavelmente devido
ao consumo desses grupos como substrato da GPx (45).

A atividade enzimética da SOD apresentou um aumento progressivo ao longo dos
dias avaliados apo6s a lesdo, provavelmente como um efeito compensatério ao aumento
crescente das EROs. Essa resposta da atividade enzimatica da SOD encontrada no nosso
estudo ndo estd de acordo em relagdo a estudos anteriores (7,9,14). Uma possivel razéo
para esse resultado pode ser que o dano causado pela criolesdo seja maior do que o dos

outros mecanismos, e assim a atividade enzimatica da SOD foi ativada em maiores
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proporcdes. Oliveira e colaboradores (2013) descrevem que a baixa temperatura do
mecanismo da criolesédo pode alterar a estrutura quartenaria das proteinas (54, 87).

Um importante biomarcador de lesdo muscular é a atividade enzimatica de creatina
quinase (CK), uma enzima presente principalmente citosol das fibras musculares que
expressa amplamente a funcéo celular (88). Carvalho e colaboradores (2010) observaram
uma correlagdo positiva entre aumento da atividade de CK plasmaética e os niveis dos
marcadores de estresse oxidativo: DCF-RS e TBARS (9). Ao passo que, o efeito
antioxidante da crioterapia mostrou estar associado a modulagao plasmatica da atividade de
CK tanto apds a lesédo muscular por estiramento (9) quanto por contuséo (14).

Finalmente, é importante destacar algumas limitagbes do presente estudo: auséncia
de um grupo experimental submetido ao procedimento cirdrgico e ndo submetidos aos
protocolos de lesdo e de crioterapia; auséncia da mensura¢do da temperatura tissular e
corporal; auséncia de andlise de indicadores de fungdo mitocondrial no tecido muscular
esquelético; e auséncia da quantificacdo dos niveis de CK. Além disso, os estudos que
investigam a resposta de biomarcadores evolvidos no estresse oxidativo apos lesdo
musculoesquelética sdo escassos. Dessa forma, foi dificil comparar os nossos resultados e
realizar um reflex@o critica baseado na literatura cientifica atual. Sendo assim, torna-se
necessario a realizacao de mais estudos, especialmente com humanos, a fim de elucidar os
efeitos de protocolos de crioterapia similares as recomendacgdes clinicas sobre a bioquimica

da regeneracé@o muscular.
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7. CONCLUSAO

Em conclusédo, as aplicacdes intermitentes de crioterapia, nas primeiras 72 horas
apos criolesdo do musculo TA em ratos, reduziram o infiltrado inflamatério e o dano
oxidativo. Em termos de aplicacbes praticas, a crioterapia pode desempenhar um
importante papel durante as primeiras fases de regeneracao muscular ao limitar a extenséo

da lesdo inerente ao dano oxidativo e resposta inflamatoria.
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ANEXO | — Aprovacgio do Comité de Etica em Experimentag&o Animal

§ UNIVERSIL}ADE FEDERAL DE SAO CARLOS
; ] PRO-REITORIA DE PESQUISA

5 Comissao de Etica no Uso de Animais

sCH Via Washington Luis, km. 235 - Caixa Postal 676
Fones: (016) 3351.8109 / 3351.8110
Fax: (016) 3361.3176
CEP 13560-970 - S30 Carlos - SP - Brasil
ceua@ufscar.br - Www.propq.ufscar,br

Protocolo n°. 059/2010

A Presidente da Comisszo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Séo Carlos - CEUA/UFSCar analisou e APROVOU “ad

referendum” o pedido formulado pelo (a) pesquisador (@) Jodo Luiz Quagliotti Durigan

referente ao projeto “Efeito de crioterapia sobre a regeneragéo muscular do musculo

tibial anterior em ratos.”
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