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RESUMO

A crioterapia é amplamente utilizada por atletas profissionais e amadores no tratamento agudo de lesdes
musculares. Este trabalho teve como objetivo analisar as propriedades mecanicas do musculo gastrocnémio
lesionado por impacto direto e tratado com crioterapia. Para tanto, foram utilizadas 24 ratas Wistar, divididas
em trés grupos experimentais: grupo controle (C): animais mantidos em gaiolas-padrao por seis dias; grupo
lesionado (L): animais submetidos a lesdo por mecanismo de impacto no gastrocnémio, sem tratamento e
mantidos em gaiolas-padréo por seis dias; grupo lesionado e tratado com crioterapia (LC): animais submetidos
a lesdo, tratados com uma sessao de crioterapia, imediatamente apos a lesdo e mantidos em gaiolas-padrao
por seis dias. Apds essas etapas, 0s animais foram submetidos a eutanasia para que fossem realizados os
ensaios mecanicos de tracdo dos musculos gastrocnémios direitos, na maquina universal de ensaios (EMIC).
A partir dos gréficos carga versus alongamento de cada ensaio, foram calculadas as seguintes propriedades
mecanicas: carga no limite maximo (CLM), alongamento no limite maximo (ALM) e rigidez (R). No ALM, o
grupo C apresentou diferenca estatistica (p < 0,05) somente quando comparado com o L. Quando analisadas
carga maxima e rigidez, houve diferenca estatistica (p < 0,05) nos trés grupos. Assim, enquanto os musculos
lesionados sem tratamento apresentaram diminuicdo de todas as propriedades mecanicas analisadas, os
tratados com crioterapia mostraram melhora das propriedades, porém, sem alcancar o grupo controle. Dessa
forma, podemos concluir que a sessdo de crioterapia por imersao imediata apds a lesdo promoveu melhora
das propriedades mecanicas analisadas.

Palavras-chave: lesdes de tecidos moles, musculo esquelético, crioterapia, ratos.

ABSTRACT

Cryotherapy is widespread used in the acute treatment of muscle injuries of professional and unprofessional
athletes. The purpose of this study was the investigation of mechanical properties of gastrocnemius muscle
submitted to a impact mechanism of injury and treated with cryoterapy. Therefore, twenty four female Wistar
rats were divided into three groups: Control (C): animals housed in standard cages for six days; Lesion (L): animals
submitted to a direct impact mechanism of injury in the gastrocnemius muscle, without any treatment and kept
into standard cages during six days; Lesion e cryotherapy (LC): animals submitted to the contusion, treated with
a single session of cryotherapy immediately after lesion and housed in standard cages during six days. After
those protocols, the rats were killed and their right gastrocnemius muscle were dissected and submitted to a
mechanical test of traction in a universal assays machine (EMIC’). From the load versus elongation curves, the
following mechanical properties were obtained: Maximum limit load (MLL), maximum limit elongation (MLE)
and stiffness (St). There was a statistically difference between all groups in MLL and St. However, in the MLE there
was statistically difference only between groups C and L (p<0,05). The results showed that the muscle contusion
without treatment led to exasperation of all analyzed mechanical properties. Conversely, cryotherapy improved
the muscle properties, although they had not reached the control group values. It can be concluded that the
cryotherapy applied immediately after muscle contusion improved the muscle mechanical properties.

Keywords: soft tissue injuries, muscles, skeletal, cryotherapy, rats.

INTRODUCAO

A crioterapia é uma modalidade terapéutica freqientemente utili-

Alesdao muscular é caracterizada por uma série de fatores, tais como
desorganizagdo das miofibrilas, ruptura de mitocondria e reticulo sar-
coplasmatico, interrupgao da continuidade do sarcolema, autodigestao

zada no tratamento de lesdes musculoesqueléticas agudas!®. Traumas
moderados e graves nos tecidos moles estdo presentes na maior parte
das lesdes causadas por esportes recreacionais e competitivos’®. O
tecido muscular esquelético é o mais afetado nesses tipos de traumas e
a maior incidéncia de lesdes musculares em humanos € decorrente, prin-
cipalmente, de contusdes produzidas por mecanismo de impacto®.
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e necrose celular®!", além de disfun¢do microvascular progressiva e
inflamacao local®.

Apesar de o insulto primario ndo poder ser influenciado terapeu-
ticamente, o crescimento secundario da lesdo pode ser amenizado
com certas intervencdes, tais como frio local?, imobilizacao tempo-
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raria, administracao de drogas analgésicas e antiinflamatérias®'?. Ha
evidéncias de que a crioterapia produz efeitos analgésicos e promove
a restauracdo estrutural e funcional, o que favorece o processo de rea-
bilitacdo?. Dessa forma, a crioterapia local pode facilitar a recuperacao
de tais lesdes, sendo que a vasoconstricdo induzida pelo frio reduz
a formacao de edemas®, bem como a intensidade do dano celular
local, por meio da reducao do quadro hemorragico® e das demandas
metabdlicas no tecido lesado!.

Embora freqlientemente utilizada em programas de fisiotera-
pia’¥, os efeitos da crioterapia no tratamento de lesdes musculares
agudas nao estéo totalmente elucidados'®. Anélises referentes ao
estudo das propriedades mecanicas musculares sdo relevantes, pois
0s musculos esqueléticos sdo dotados de propriedades que influen-
ciam seu comportamento frente a imposicdo de cargas, 0 que pode
determinar a ocorréncia ou agravamento de uma lesao™. Sendo
assim, o conhecimento das caracteristicas de resisténcia de alguns
materiais é importante na medicina ortopédica e esportiva, pois os
materiais bioldgicos, tais como musculo, 0sso, tendéo e cartilagem,
muitas vezes, necessitam de otimizagdo de suas resisténcias para evi-
tar rupturas(’®.

Considerando a escassez de pesquisas referentes a esse assunto,
cuja andlise seja direcionada ao estudo de propriedades mecanicas
musculares por meio de ensaios mecanicos, este trabalho propos inves-
tigar os efeitos de uma Unica sesséo de crioterapia, aplicada imediata-
mente apos lesdo por mecanismo de impacto direto, nas propriedades
mecanicas do musculo gastrocnémio de ratas, ap6s uma semana de
trauma.

METODOS
Animais

Para o desenvolvimento deste estudo, foram utilizadas 24 ratas
fémeas, Rattus norvegicus albinus, variedade Wistar, provenientes do
Biotério Central da Prefeitura do Campus de Ribeirdo Preto, da Uni-
versidade de Sdo Paulo (USP). Durante os protocolos experimentais,
0s animais foram mantidos em gaiolas coletivas, em nimero maximo
de trés por gaiola, no Biotério do Laboratério de Bioengenharia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP. As ratas foram manti-
das a temperatura ambiente controlada de 25°C, fotoperiodo de 12h
claro/12h escuro, recebendo dgua e alimentacao padrao ad libitum.
Todos os procedimentos aos quais 0s animais foram submetidos estéao
de acordo com o International Guiding Principles for Biomedical Research
Involving Animalst"”.

Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos ex-
perimentais:

Grupo controle (C): composto por oito animais mantidos em
gaiolas-padrao por seis dias.

Grupo lesionado (L): formado por oito animais submetidos a leséo
por mecanismo de impacto no musculo gastrocnémio direito, sem
tratamento e mantidos em gaiolas-padrdo durante seis dias.

Grupo lesionado e tratado com crioterapia (LC): constituido de
oito animais com o musculo gastrocnémio direito lesionado, tratados
com uma sessao de crioterapia, imediatamente apds a lesdo, e manti-
dos em gaiolas-padréo por seis dias.

Protocolo de lesao experimental aguda

Para realizacdo do protocolo de leséo experimental, foi utilizado um
aparelho proposto inicialmente por Stratton et al'® e confeccionado
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por Oliveira'®, com o intuito de provocar lesdo por impacto direto em
ratos. O equipamento consiste de duas hastes metélicas, com diametro
de 10mm, estabilizadas por uma barra superior perpendicular. Essas
hastes sdo fixadas a uma base pléstica, na qual é acoplada uma base
metaélica retangular de 12,25cm?, que serviu para posicionamento do
membro pélvico do animal e apoio a queda livre da carga(>29.

Para realizacao da lesdo por mecanismo de impacto direto, os
animais foram anestesiados com associacao de cloridrato de queta-
mina (80mg/kg) e cloridrato de xilazina (15mg/kg), na dose de 0,6ml
da mistura para cada 100 gramas de massa corporal®’. Em seguida, o
terco médio do gastrocnémio do membro pélvico direito dos animais
foi tricotomizado e posicionado sobre a base metélica do equipamento,
estando o animal em decubito ventral, com extensdo de articulacoes
de quadril, joelho e 90° de dorsoflexdo de tornozelo!929.

Para dirigir a queda livre do peso e possibilitar que a contusao
ocorresse sempre na mesma regido, a carga liberada foi conduzida
por um guia de acrilico transparente e por um fio, fixado sobre o peso
e lancado centralmente, por meio de uma roldana acoplada a barra
superior do equipamento®?.

Conforme metodologia descrita em outros trabalhos, foi estabele-
cida uma carga de 200 gramas, liberada de 30 centimetros de altura,
diretamente sobre o musculo gastrocnémio das ratas, de modo a
produzir uma forca de impacto no sitio da lesdo de, aproximadamente,
294 newtons!'>2%22). Qs animais foram submetidos a um trauma Unico
e separados, conforme seu grupo experimental.

Protocolo de crioterapia

Imediatamente apos a producao da lesdéo muscular aguda, os ani-
mais do grupo LC, ainda sob efeito da anestesia, foram submetidos a
uma sessdo Unica de crioterapia. Para tanto, a técnica de crioterapia
foi executada por meio de imersdo completa do membro pélvico
lesionado em dgua, com temperatura média de seis graus Celsius, por
30 minutos. Como os animais estavam anestesiados, nao houve dificul-
dade na manutencéo da posicéo, que foi realizada manualmente, sem
necessidade de quaisquer aparatos. Durante a aplicacao da crioterapia,
a temperatura foi acompanhada com o auxilio de um termémetro;
assim que observadas alteragdes na temperatura preconizada, ela foi
mantida com a colocacéo ou retirada de cubos de gelo.

Preparacdo do musculo gastrocnémio

Passados seis dias do inicio do experimento, os animais foram
submetidos a eutandsia, por administracao intraperitonial de dose
excessiva do anestésico tiopental sédico, a fim de possibilitar a retirada
do musculo gastrocnémio do membro pélvico direito. Para tanto, foi
realizada a remocao da pele e de algumas partes moles, seguida da
desarticulacdo do tornozelo e quadril. Para fixacédo da peca a maquina
de ensaios, foram preservadas origem e insercao 6sseas. Apés a disse-
cacao, as pecas foram colocadas em solucéo de lactato de Ringer até
0 momento da realizagdo dos ensaios, que ocorreu em tempo Maximo
de 30 minutos®".

Ensaio mecanico de tracéo

Para realizacdo do ensaio mecanico de tracéo longitudinal do mus-
culo gastrocnémio, foi utilizada uma méquina universal de ensaios
(marca EMIC", modelo DL10000), do Laboratério de Bioengenharia,
da Faculdade de Medicina da USP de Ribeirdo Preto. Esta maquina foi
equipada com uma célula de carga de 50kgf e interface direta a um
microcomputador, com o software Tesc’, responsavel pelo comando
do equipamento e plotagem do gréfico carga versus alongamento
de cada ensaio.
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No momento do ensaio, o musculo gastrocnémio do membro
pélvico direito foi acoplado a méaquina e, conforme metodologia es-
tabelecida pelo laboratério, foi aplicada uma pré-carga de 200 gramas,
durante o tempo de acomodacdo de 30 segundos, com o intuito de
provocar acomodacéo do sistema. Apds a pré-carga, 0 ensaio pros-
seguiu com velocidade preestabelecida de 10mm/minuto e a carga
aplicada foi registrada pelo software em intervalos regulares de alon-
gamento, até a ruptura muscular.

Os dados referentes a curva de cada ensaio foram transcritos para
0 programa Microsoft Excel 2000, no qual foram construidos os graficos
carga versus alongamento, nos quais identificamos duas fases: elastica
(em que carga e alongamento s&o proporcionais e, se retirada a carga,
o material volta as condicdes iniciais) e plastica (na qual carga e alon-
gamento perdem a proporcionalidade e a deformacéo do material é
irreversivel, ou seja, ha perda de sua integridade estrutural). A partir dos
gréficos foram determinadas e analisadas as seguintes propriedades
mecanicas:

- Carga no limite maximo (CLM): registro maximo de carga imposta,
antes da ruptura muscular. £ representada em newtons (N).

- Alongamento no limite maximo: alongamento méximo atingi-
do pelo musculo, antes de sua ruptura. E representado em metros
(x 10m).

- Rigidez (R): propriedade obtida na fase eléstica, sendo determina-
da pela tangente da reta tracada nesta fase. E expressa em newtons/
metro (N/m).

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio do programa Instat® v.
3.00, da Graphpad Software. Foi realizado o teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov. Para andlise simultanea dos grupos, foi utiliza-
do o teste ANOVA e, para comparacdo entre 0s grupos, o teste de
Turkey-Kramer, ambos com niveis de significancia preestabelecidos
de 5% (p < 0,05).

RESULTADOS

Foram submetidos ao ensaio mecanico 24 musculos, sendo os
valores expressos em médias e desvios-padrdo para cada uma das
propriedades dos trés grupos analisados.

Carga no limite maximo (CLM)

Os grupos C, L e LC apresentaram, respectivamente, carga no
limite maximo de 31,53 + 2,95N; 17,99 + 2,65N e 25,88 + 2,34N
(grafico 1).

Foi observada diferenga estatistica entre os trés grupos: Ce L (p <
0,001); Ce LC (p <0,01); Le LC (p < 0,001).

40
30
T *
= L
= 201 *
3
O
10 25,88
0 T
Controle Lesionado Lesionado e tratado
*p<005 com crioterapia
Nota: os resultados esté@o expressos em valores médios (+DP).

Gréfico 1. Representacéo gréfica das médias e desvios padrdo da propriedade me-
canica de carga no limite maximo (CLM).
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Alongamento no limite maximo (ALM)

No que se refere a propriedade de ALM, os grupos C, L e LC apre-
sentaram, respectivamente, os seguintes valores: 12,04 + 1,61 x 10°m;
9,19+ 2,20 x 10°m e 10,07 + 0,69 x 10°m (gréafico 2).

Foi observada diferenca estatistica significativa, apenas entre 0s
grupos Ce L (p < 0,01).

154
e
£ 10 \ N\ * f
S
hat
Shall 12,04
< \ 9,19 10,07
0 T T J
Controle Lesionado Lesionado e tratado
com crioterapia
*p<0,05
Nota: os resultados estéo expressos em valores médios (+DP).

Grafico 2. Representacao gréfica das médias e desvios padréo da propriedade me-
canica de alongamento no limite maximo (ALM).

Rigidez (R)

Quanto a rigidez (R), os grupos C, L e LC apresentaram, respectiva-
mente, os seguintes valores: 3,75 0,30 x 10°N/m; 2,19 0,38 x 10°N/m
e 3,16 + 0,33 x 10°N/m (gréfico 3).

Houve diferenca estatistica significativa entre os trés grupos: C e L
(p<0,001);,CelC(p<001);LelLC(p<0,001).
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Controle Lesionado Lesionado e tratado
com crioterapia
*p<0,05
Nota: os resultados estédo expressos em valores médios (+DP).

Grafico 3. Representacao gréfica das médias e desvios padrao da propriedade me-
canica de rigidez (R).

DISCUSSAO

Os achados deste trabalho mostraram que, enquanto os musculos
lesionados sem intervencdo apresentaram diminuicdo de todas as
propriedades mecanicas analisadas, o tratamento com uma sessao
de crioterapia acarretou efeitos biomecanicos positivos apos seis dias,
apesar de os animais submetidos ao tratamento néo terem atingido
os valores do grupo controle.

A aplicacao de crioterapia no tecido muscular tem sido utilizada
para obtencao de objetivos terapéuticos especificos!'?. Porém, havia
uma lacuna na literatura cientifica no que se refere aos efeitos dessa
terapia em propriedades mecanicas do tecido muscular. Dessa forma,
a andlise do ensaio mecanico de tragdo é interessante, pois simula
cargas impostas a estrutura musculoesquelética em funcionamento,
que é acometida por constante atuacao de forcas, principalmente
tensao.
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Assim, a relevancia dos resultados deste estudo estad no forne-
cimento de importantes informacdes adicionais, que suportam as
observagbes clinicas de que a crioterapia empregada no tratamento
agudo da lesdo muscular favorece a melhora da qualidade do tecido
muscular esquelético.

Em nosso estudo, por meio da comparagdo entre os grupos C e
L, observamos que a leséo acarretou piora de todas as propriedades
analisadas, o que é coerente com as observacdes clinicas e achados
cientificos que demonstram, por meio de diferentes tipos de analises,
que a lesdo muscular traumética induz alteragcdes patoldgicas que
ocasionam deterioracao estrutural e funcional®.

Quanto aos efeitos do tratamento da lesdo aguda com crioterapia,
foram observadas diferencas estatisticas significativas entre L e LC nas
propriedades de CLM e rigidez. Porém, por meio da comparagéo entre
Ce LC, podemos observar que a sessdo Unica crioterapia ndo foi capaz
de recuperar as propriedades aos valores basais.

E importante ressaltar que reducdes na rigidez, encontradas no
grupo lesionado, devem ser levadas em consideracao no processo de
reabilitacéo, a fim de evitarmos complicagdes resultantes de sobrecar-
ga muscular®. Além disto, Jarvinen et al®® relatam que essa é uma
importante propriedade a ser estudada, pois sua reducao indica que o
musculo estd alongando mais na presenca de cargas menores, 0 que
0 torna mais suscetivel a lesoes.

Quanto as implicacdes da piora da propriedade de CLM dos grupos
L e LCem relagdo ao controle, ressaltamos que musculos com essa pro-
priedade reduzida, possivelmente, estdo mais suscetiveis a ruptura, pois
suportaram menores cargas. Em adendo, a diminuicdo da capacidade
de alongamento antes da ruptura, avaliada por meio da propriedade
de ALM, foi registrada apenas na comparacao entre C e L. Apesar de
LC ter apresentado valor absoluto dessa propriedade superior ao grupo
L, ndo foi constatada diferenca estatistica significativa.
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