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RESUMO: O objetivo do estudo foi investigar a influéncia da natagao sobre as alteragdes
morfoldgicas do misculo esquelético em processo de reparo apés criolesdo. Foram
usados 45 ratos divididos em cinco grupos: controle (n=5); sham (n=5), adaptacdo
(n=5), criolesionados e tratados com natagao sacrificados apds 7, 14 e 21 dias (n=15);
criolesionados e sem tratamento aquético sacrificados apds 7, 14 e 21 dias (n=15).
As sessoes de natagdo foram realizadas 6 vezes por semana com 90 min de duragdo
cada. Ao término do protocolo os animais foram sacrificados e a andlise morfolégica
da drea da lesao foi realizada. A analise morfolégica semiquantitativa demonstrou
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 inflamatério, edema,
necrose e fibras musculares imaturas) entre os grupos lesionados quando comparados
aos grupos com lesdo e tratamento aquatico. Em conclusdo, foi possivel verificar
que a natagdo nado causou alteragdes morfolégicas durante o reparo do mdsculo
esquelético apds criolesao.

PALAVRAS-CHAVE: regeneracdo; musculo esquelético; regeneragdo; natagao; /lesdes.

ABSTRACT: The aim of study was investigate the influence of swimming on the
morphological changes in skeletal muscle repair process following cryoinjury. There
were used 45 rats divided into 5 groups: control (n=5), sham (n=5), adaptation
(n=5), cryolesioned treated with swimming and sacrificed after 7, 14 and 21 days
(n=15), untreated and cryolesioned sacrificed after 7, 14, and 21 days (n=15).
Animals swan for 90 min/ 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 swimming. In conclusion,
it was verified that swimming did not alter morphological aspects of skeletal muscle
during the repair process following cryoinjury.

KEYWORDS: regeneration; skeletal muscle; regeneration; swimming; /injuries.
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INTRODUGAO

Em circunstancias normais, o mdscu-
lo esquelético é um tecido estavel com
baixo turnover, ou seja, baixo remodela-
mento sem altera¢des drdsticas em suas
caracteristicas fenotipicas. Porém, este
tecido tem a capacidade de adaptagao
frente a estimulos variados tais como
atividade contratil, danos diretos (lacera-
¢do, contusao e estiramento) e indiretos
(isquemia e disfun¢do neuroldgica), tudo
para favorecer toda a mecénica funcional
do corpo humano. A essa capacidade
denomina-se plasticidade'”

Ap6s uma lesdo, o masculo inicia um
processo de reparo altamente organizado
de forma a prevenir a perda de massa
muscular. Este processo é semelhante a
miogénese, porém, as células que partici-
pam inicialmente sdo as células satélites,
ao invés das progenitoras miogénicas'?®.
A miogénese envolve a ativagao de cé-
lulas mononucleadas progenitoras que
se diferenciam em mioblastos e, por
sua vez, fundem-se formando os peque-
nos miotubos e posteriormente, outros
mioblastos fundem-se a esses miotubos,
formando miotubos maiores e mais ma-
duros. Por fim, esses miotubos maduros
diferenciam-se para constituir uma nova
fibra ou reparar uma preexistente®.

Ha grande preocupagao em propor-
cionar um processo de reparo muscular
mais rdpido e de melhor qualidade es-
pecialmente em situagdes como lesdes
em atletas, transplantes, distrofias mus-
culares, atrofias por desuso entre outras®.
Varios tipos e modelos de lesao tém sido
propostos para examinar 0s mecanismos
de regeneragao do musculo esquelético e
dentre eles podem ser citados contusao,
criolesdo, uso de substancias quimicas e
de venenos'*'?. O modelo de criolesao
tem a capacidade de induzir injdria e
subsequente regeneracdo em uma area
delimitada do ventre muscular, além de
ocasionar uma lesdo limpa e de facil
reprodutibilidade’.

Uma modalidade terapéutica muito
utilizada na reabilitacdo de disfuncoes
musculoesqueléticas e que vem demons-
trando resultados positivos no tratamento
e na prevencao de varias doengas é o
exercicio aquatico. Os efeitos da terapia
em piscina sdo variados e dependem de
fatores como a temperatura da 4gua, da

duragao do tratamento, do tipo e inten-
sidade do exercicio e da necessidade
especifica de cada individuo'.

O exercicio em piscina mostrou pro-
porcionar beneficios aos sistemas mus-
cular, esquelético, nervoso e cardiovas-
cular. A terapia em dgua aquecida possui
diversos efeitos fisioldgicos que podem
promover incremento ao processo de
reparo tecidual e dentre estes efeitos
podem ser citados: o aumento da circu-
lagao periférica e consequente aumento
no suprimento de oxigénio e nutrientes
ao musculo ativo, aumento no retorno
sanguineo, redugdo de edemas pela
acgdo da pressdo hidrostatica e reducio
da sensibilidade dos terminais nervosos
que somadas com todas as outras causam
um relaxamento muscular geral™.

Apesar de a terapia aquatica ser muito
utilizada na pratica clinica, ha necessi-
dade do estabelecimento de protocolos
controlados, bem como a anélise mais
especifica dos reais efeitos desta durante
o processo de reparo muscular'®.

Assim, este estudo teve como objetivo
avaliar o efeito da natagado, especialmen-
te de seus efeitos fisiolégicos, sobre o
processo inflamatério e a regeneracao do
musculo esquelético apds criolesao.

METODOLOGIA

A metodologia empregada foi aprova-
da pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Nove de Julho (UNINOVE)
(AN 0013/2009). Foram utilizados 45
ratos Wistar, peso médio de 200 g,
mantidos no biotério da UNINOVE, em
caixas plasticas apropriadas, temperatura
ambiente (32°C) e luminosidade contro-
lada com ciclo de 12 horas, com comida
e agua ad libitum. Os animais foram
divididos em 5 grupos: controle (n=5);
sham (n=5) apenas submetido a incisdo
e exposicao do musculo tibial anterior;
adaptagao, que realizou apenas a adapta-
¢ao ao protocolo (n=5); criolesionados e
submetidos a natacao, sacrificados apos
7, 14 e 21 dias (n=15); criolesionado e
sem tratamento aqudtico, sacrificados
apoés 7, 14 e 21 dias (n=15).

Procedimento de criolesao

Os animais foram anestesiados com
injecdo intramuscular de uma mistura

Natacao e reparo muscular

de quetamina (0,2 mL/100 g do animal)
e dexilazina (0,1 mL/100 g do animal). A
criolesdo no musculo tibial anterior (TA)
foi realizada de acordo com Myabara
et al.”® sendo TA exposto cirurgicamen-
te, a fascia cuidadosamente removida
por afastamento e a lesdo causada pelo
contato de um bastao metdlico de extre-
midade plana (0,4 x 0,4 cm) resfriado em
nitrogénio liquido diretamente no ventre
muscular doTA, por duas vezes (duragao
de 10 segundos cada, no mesmo local).
Apds o procedimento, foi realizada a
sutura da area incisada utilizando-se fio
de poliamida (6,0) e os animais foram
mantidos em ambiente aquecido para
prevenir a hipotermia.

Protocolo de terapia aquatica

Os animais foram adaptados a terapia
aquatica, por um perfodo de seis dias, se-
guindo o protocolo proposto por Takeda et
al.'. No dia seguinte ao término da adap-
tacao, foi realizado o procedimento de
criolesdo e os animais foram mantidos por
trés dias sem iniciar o protocolo de terapia
aqudtica de forma a evitar a deiscéncia
da cicatriz. Os animais foram submetidos
ao protocolo de natagao em piscinas que
consistiam de compartimentos de cloreto
de polivinila (PVC) individuais com 24 cm
de diametro, com agua a 50 cm de pro-
fundidade e temperatura média de 33°C.
Os animais nadaram por um periodo
de 90 min/dia, 6 vezes por semana'®"’,
totalizando 3, 9 ou 15 sessdes para os
grupos 7, 14 e 21 dias, respectivamente.
Durante todo o protocolo experimental,
a agua foi movimentada e os animais
tiveram pesos fixados a cauda (até 20%
do peso corporal) para evitar a flutuagao
e garantir, dessa forma, a realizagdo do
treinamento proposto.

Andlise morfol6gica

Para andlise histopatoldgica, 5 amos-
tras de cada grupo foram resfriadas em
isopentano por 10 segundos, congelados
em nitrogénio liquido e armazenados em
freezer -70°C. Os musculos congelados
foram cortados em secgdes transversais
de 10 um de espessura em criostato
(Leica CM3050, Nussloch, Alemanha) e
estendidos em ldminas de vidro previa-
mente tratadas com 3-aminopropiltrieto-
xisilano (Sigma, Chemical CO, St Loius,
MO, EUA). Para analise morfolégica foi
utilizada a coloracdo com hematoxilina
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e eosina (HE) e os cortes histoldgicos
foram avaliados por microscopia de luz
(microscépio Axioplan 2, Zeiss).

A andlise qualitativa dos cortes histo-
l6gicos corados em HE compreendeu a
descricdo das etapas do remodelamento
tecidual envolvendo a presenca e o tipo
de infiltrado inflamatério, edema, necro-
se e fibras musculares imaturas. As fibras
musculares regeneradas se caracterizam
pela presenca de fibras cortadas (fendas) e
com ncleo centralizado. Fibras cortadas
sao descritas como fibras com um ou mais
fragmentos. A analise semiquantitativa
consistiu na graduagdo 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 comparagoes entre 0s grupos ex-
perimentais e controle foram feitas utili-
zando-se andlise de varidancia ANOVA/
Dunnett. Valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significa-
tivos. Os dados foram analisados pelo
programa GraphPadPrism 4.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA).

RESULTADOS

Andlise morfoldgica qualitativa

A andlise morfolégica permitiu verifi-
car que os musculos do grupo controle
apresentaram aspecto histolégico normal
com presenca de fibras com ntcleos pe-
riféricos, sem sinais de lesdo ou processo
inflamatério (Figura 1a). Esses resultados
foram semelhantes aos observados no
grupo natagdo em todos os periodos
experimentais.

O grupo sham mostrou discreto infil-
trado inflamatdrio predominantemente
mononuclear, poucas células musculares
degeneradas (mionecrose) e focos de
edema situados em regido superficial do
musculo exposto cirurgicamente.

Ap0s sete dias, os grupos criolesiona-
do e natacdo criolesionado mostraram
processo inflamatério, edema e mione-
crose escassos associados a deposicao
de intimeras fibras musculares novas e
imaturas (Figura 1b).

Ap6s 14 dias, os grupos criolesiona-
do e natacdo criolesionado mostraram
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aspecto morfoldgico do reparo seme-
lhante com reducdo do edema e do
infiltrado inflamatério. Reposicao de
toda a darea criolesionada por células
musculares com nicleo centralizado
cortadas (separadas) indicando renova-
¢ao tecidual (Figura 1¢).

Aos 21 dias, os grupos criolesionado
e natagao criolesionado exibiram teci-
do muscular com aspecto morfolégico
normal evidenciando o reparo completo
sem sinais inflamatorios e raras células
com nicleo centralizado (Figura 1d).

Andlise semiquantitativa

Esta analise verificou que os musculos
do grupo controle apresentaram aspec-
to histolégico normal e auséncia dos
aspectos infiltrado inflamatério, edema,
mionecrose e presenga de fibras novas
e imaturas relacionados ao reparo apds
lesdo, como esperado (Figura 2).

O grupo sham apresentou edema,
mionecrose e infiltrado inflamatério em
grau 1 enquanto a presenca de fibras

novas e imaturas nao foi verificada
(Figura 2).

Com relagdo aos grupos 7, 14 e 21
dias, os resultados permitiram verificar
que ndo existiram diferencas estatistica-
mente significativas nas 4 etapas de remo-
delamento tecidual avaliadas (infiltrado
inflamatoério, edema, necrose e fibras
musculares imaturas) entre os grupos le-
sionados quando comparados aos grupos
com lesdo e tratamento aqudtico.

Apbs seis dias, em ambos os grupos,
criolesionados sem e com a natacdo
apresentaram um aumento no infiltrado
inflamatério (grau 2), aumento da mione-
crose (grau 2) e o surgimento de indmeras
fibras musculares novas e imaturas (grau 3)
(Figura 2). No periodo de 14 dias, notou-se
auséncia de mionecrose, edema em grau
1 e presenca de células musculares em
grau 2 (Figura 2). Aos 21 dias, os musculos
mostraram-se morfologicamente repara-
dos (regenerados), somente apresentando
fibras musculares novas e imaturas em
ambos os grupos (Figura 2).

Figura 1.

Fotomicrografias dos cortes histolégicos de misculos corados por
hematoxilina e eosina. (a) Misculo controle exibindo morfologia
normal. (b) Area criolesionada apos 7 dias mostrando formagao de fibras
imaturas (setas) (grupo criolesionado). (c) Aos 14 dias, observam-se
células musculares regeneradas, porém imaturas cortadas (setas) (grupo
natacdo). (d) Aos 21 dias, notam-se células musculares madura, maiores,
de aspecto poligonal (grupo natagao)
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Figura 2. Analise morfolégica semiquantitativa das etapas envolvidas no
processo de reparo muscular apés criolesdao dos diferentes grupos
experimentais avaliados. Grau 0: ausente; grau 1: discreto; grau 2:

moderado; grau 3: intenso

DISCUSSAO

Estudos demonstraram que, apds a
lesdo muscular, as fibras musculares
danificadas tornam-se necréticas e os
fendmenos de regeneragao muscular sdo
iniciados pela infiltragdo de neutrdfilos,
além de linfocitos e macréfagos, que
comegam a fagocitar as miofibrilas necré-
ticas'. As células satélites tornam-se ativa-
das em resposta a fatores de crescimento
e citocinas e demonstram uma grande
capacidade proliferativa de dois a trés dias
ap6s a lesdo. O periodo de proliferagao é
seguido por uma fase de diferenciagao,
na qual os mioblastos se fundem para
formar miotubos multinucleados que se
fundem a miofibrilas danificadas. A fusao
de mioblastos e posterior crescimento
para constituir miofibrilas com ndcleo
centralizado resultam no restabelecimen-
to da arquitetura muscular dentro de um
periodo de duas a trés semanas?®-.

Os resultados de analise morfoldgica
do presente trabalho estdo de acordo
com estas fases descritas e também
corroboram os achados de Myabara
et al.”, que identificaram regeneragao
completa apds trés semanas de injuria, e
de Pavesi et al.*, que realizaram o mes-
mo protocolo de criolesdao em animais
para analisar os aspectos morfoldgicos,
além da distribuicao colageno tipo IV e
de metaloproteases 2 e 9 nas diferentes
etapas do remodelamento muscular.
Neste uGltimo estudo, foi evidenciada

a regeneragdo do mdsculo esqueléti-
co apds o periodo de 21 dias e, além
disso, somente apds este periodo o
colageno IV alcangou a organizagdo
de forma semelhante ao musculo nao
agredido, tanto no endomisio quanto
no perimisio.

Em adicdo, Baptista et al.?>, que uti-
lizaram a criolesdo em musculo tibial
anterior de ratose tratamento com laser
de baixa poténcia (660 nm, 5 J/cm?, 10
segundos), verificaram que este recurso
proporcionou um aumento de coldge-
no tipo IV nos 7 primeiros dias, sem
interferir na duragdo do processo de
reparo, sendo a regeneragdo muscular
também evidenciada apés 21 dias, tanto
no grupo tratado quanto no submetido
apenas a lesdo, em concordancia com
os presentes achados da avaliagdo
morfoldgica. Verzola et al.'” utilizaram
a natagao para verificar a influéncia no
remodelamento de miocérdio de ratos
e evidenciaram beneficios desta tera-
pia por meio de aumento na atividade
da metaloprotease de matriz tipo 2
(MMP2). O treinamento utilizado con-
sistia de sessOes didrias com duragdo 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 pato-
|6gico do tecido muscular, uma vez que
em condi¢cbes normais, as MMPs estao
presentes em baixo nivel e usualmente
na forma latente®.

Natacao e reparo muscular

Com relagdo a influéncia da terapia
aquatica na morfologia de masculo es-
quelético 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 pre-
sente estudo ndo permitiram verificar
diferencas significativas nos aspectos
morfolégicos avaliados entre os grupos
que receberam tratamento apds a lesao
ou 0s que somente sofreram a lesdo, em
todos os periodos analisados. Contudo,
Faria et al.?” utilizaram o protocolo de
lesdo induzida por miotoxina também
no mdsculo tibial anterior e avaliaram
o efeito da natagdo, em protocolos de
5 e 8 dias com sessoes de 15 e 45 min
respectivamente, na morfologia muscular
durante o processo de reparo; os resul-
tados encontrados permitiram concluir
que houve uma melhora no processo de
reparo (aumento do ndmero de fibras
musculares) nos grupos submetidos a
tratamento sendo este mais evidente nos
animais que realizaram as sessoes de 45
min de natagdo. Estes achados compro-
varam que os efeitos da terapia aquatica
foram dependentes do protocolo de
terapia aquatica utilizado.

Também utilizando treinamento
aquatico, Mesquita et al.?® mostraram
que este ndo foi capaz de promover
alteracao significativa na expressdo de
isoformas de cadeia pesada de miosina
em musculo séleo de ratos sem lesdo.
Entretanto, Sugiura et al.? observaram
que os animais submetidos ao treinamen-
to aquatico ap6s longo periodo de imo-
bilizagao apresentaram uma redugao de
fibras do tipo 2B e um aumento de fibras
2D no mdsculo diafragma de ratos, evi-
denciando que a terapia aquatica é um
estimulo capaz de gerar um remodela-
mento muscular para melhor adaptacao
frente as demandas funcionais.

A influéncia do exercicio aquatico
sobre reinervacao de gastrocnémios em
ratos foi estudada por Herbison, Jaweed
e Ditunno®®. Os autores verificaram
que os animais que nadaram por uma
ou duas horas por dia, cinco vezes
por semana durante trés semanas nao
apresentaram diferencas significativas
no peso muscular, tipo de fibras e con-
centragao total de proteinas musculares
indicando que o protocolo utilizado
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nao acelerou o processo de reparo da
inervacao muscular.

Em adicdo, Radak et al.*" avaliaram o
efeito do treinamento aquatico realiza-
do por 8 semanas, com frequéncia de 5
vezes por semana e duragdo de 60 min
nas primeiras 4 semanas e de 120 min
nas 4 semanas seguintes, em quadriceps
de ratos, e verificaram um aumento na
atividade da enzima 8-oxiguanina-
DSNA glicosilase no musculo avalia-
do, sendo esta enzima relacionada ao

1. Grounds MD, White D, Rosenthal N, Bogoyevitch

reparo, uma vez que oxida bases de
DNA nuclear e mitocondrial. Porém,
neste estudo nao foi utilizado nenhum
modelo de lesdo e andlise morfoldgica,
o que dificulta a comparagdo com os
resultados apresentados.

Em conclusdo, foi possivel verificar
que a natagdo nao foi capaz de causar al-
teragdes morfolégicas que pudessem di-
ferenciar do processo de reparo ocorrido
no musculo tibial anterior apds criolesao.
Contudo, é necessaria uma avaliacao
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