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Resumo

Introducdo: Dentre os modelos experimentais, o uso de agulha de biépsia mostrou ser eficaz
para reproduzir as les6es em atletas. Objetivo: Avaliar a for¢ca de preenséo, a nocicepcdo e as
alterag6es morfologicas do musculo gastrocnémio de animais submetidos a lesdo muscular.
Métodos: Foram utilizados seis ratos Wistar. A lesdo foi realizada na juncdo miotendinea do
musculo gastrocnémio direito, utilizando agulha de bidpsia. Para avaliagcao funcional utilizou-se
o teste de forca de preensdo e avaliacdo nociceptiva em trés momentos: 24 horas antes da
lesdo (AV1); no segundo dia pés-lesdo (AV2) e no sexto dia pds-lesdo (AV3). Ao final do
experimento o musculo foi retirado para analise morfologica. Resultados: Houve redugdo da
forca de preensédo entre AV1 e AV2 (p=0,0031). Para a nocicepcao os valores de AV2 (p<0,001)
e AV3 (p=0,0109) foram maiores que AV1. Na regido das fibras musculares observou-se
desarranjo do padrdo fascicular, aumento do calibre de vasos sanguineos, da quantidade de
tecido conjuntivo, de fibroblastos e de células inflamatérias. Conclusao: A lesdo muscular por
agulha de bidpsia provocou reducgédo da forgca de preenséo e da nocicepcdo do membro lesado,
como também evidenciou as etapas caracteristicas do processo de degeneracdo muscular e
inicio do processo de regeneracao.

Palavras-chave: for¢a, nociceptividade, masculo esquelético, bidpsia por agulha.

Abstract

Introduction: Among the experimental models, the use of a biopsy needle was shown to be
effective to reproduce lesions that occur with athletes. Objective: To evaluate the grip strength,
nociception and morphological alterations of the gastrocnemius muscle of animals submitted to
muscle injury. Methods: Six Wistar rats were used. The lesion was performed at the
myotendinous junction of the right gastrocnemius muscle using a biopsy needle. For functional
evaluation, the grip strength test and nociceptive evaluation were used at three moments: 24
hours before the injury (AV1); on the second postoperative day (AV2) and on the sixth
postoperative day (AV3). At the end of the experiment the muscle was removed for
morphological analysis. Results: There was a reduction in grip strength between AV1 and AV?2
(p = 0.0031). For the nociception the values of AV2 (p < 0.001) and AV3 (p = 0.0109) were
higher than AVL1. In the muscle fibers region, there was disarrangement of the fascicular pattern,
increased blood vessel size, the amount of connective tissue, fibroblasts and inflammatory cells.
Conclusion: Muscle lesion by biopsy needle caused reduction of grip strength and nociception
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of the damaged limb, as well as the characteristic stages of the muscular degeneration process
and the beginning of the regeneration process.
Key-words: force, nociception, skeletal muscle, biopsy needle.

Introducao

As lesBes musculares sdo comuns em atletas e individuos fisicamente ativos, causam
transtornos e gastos tanto pessoais como institucionais, e seu tratamento depende de um
diagnéstico eficiente e monitorizagdo do estado da leséo [1]. A alta taxa de recidivas representa
um grande desafio para a medicina esportiva e um grande impacto para atletas e clubes
esportivos. Atualmente existem varias modalidades terapéuticas para seu tratamento, porém as
evidéncias de eficacia dessas modalidades nas lesGes musculares ainda ndo estdo bem
estabelecidas [2].

As lesBes musculares se caracterizam por alteracdes no aspecto morfolégico e
histoquimico, levando a déficit de funcionalidade no segmento acometido. As principais formas
de lesdo na prética esportiva séo 0 estiramento e a contusdo. O estiramento é mais frequente
sendo classificado em: grau |, no qual h& ruptura estrutural minima e retorno rapido a funcéo
normal; grau I, ruptura parcial com dor e alguma perda de funcéo; e grau lll, ruptura tecidual
completa com retragdo muscular e incapacidade funcional [3,4]. A contusdo muscular ocorre
por um trauma direto, resultado de forcas externas, caracterizada pela presenca de dor, edema,
rigidez muscular e restrigdo na amplitude de movimento, atingindo quaisquer muasculos, sendo
0 quadriceps e o0 gastrocnémio os mais acometidos [3].

Um novo sistema de classificagdo denominado consenso de Munique, distingue o0s
seguintes tipos de lesdes musculares: desordem muscular funcional (tipo 1: relacionada com
esforgo excessivo, e tipo 2: distdrbios de origem neuromuscular), sendo essas caracterizadas
por ndo apresentarem evidéncias macroscopicas de lesdo na fibra muscular; e desordem
muscular estrutural (tipo 3: lesbes musculares parciais e o tipo 4. lesdes totais ou subtotais que
podem apresentar avulsao tendinea), oferecem evidéncia macroscépica de lesdo, ou seja,
dano estrutural [5].

A busca do entendimento de mecanismos e tratamento das doencas tem levado ao
desenvolvimento de varios modelos animais de lesGes ou outras patologias. Para que essas
sejam investigadas a condi¢cdo ou doenca é induzida de forma experimental [6]. O uso do
modelo animal permite superar limitagdes de estudos com humanos, como alguns aspectos
éticos de experimentacdo em seres humanos e obtencdo de nimero suficiente de casos com
caracteristicas homogéneas [7].

Pesquisas com lesdo muscular tém sido realizadas com diversos protocolos, como
trauma direto, les@o cirdrgica e tragdo mecénica [8-14]. Contreras-Muiioz et al. [15]
apresentaram um modelo, no qual a lesdo foi realizada com uso de agulha de bidpsia
transfixando os gastrocnémios, que mimetizam lesées musculares observadas em atletas
humanos. Os resultados foram observados por andlises histolégicas e imunofluorescéncia, por
imagens de ressonancia nuclear magnética, por avaliagdo da forca tetanica e mostraram que
esse tipo de lesdo muscular reproduziu as lesdes grau -1l observadas em profissionais de
futebol, incluindo edema ao redor do tend&o, alteracdo da morfologia das fibras musculares e
uma reducdo significativa de 30% na forca tetdnica méxima registrada apds duas semanas de
lesdo muscular.

Considerando a importancia do estudo do processo de regeneracdo muscular, como
também a disponibilidade de recursos dos laboratérios de pesquisa, a hipétese do presente
estudo € que o modelo de lesdo por agulha de bidpsia permite a avaliacdo funcional e
morfologica por meio de técnicas mais simples, como a for¢a de preenséo e nocicepgao. Assim,
0 objetivo do estudo foi avaliar a forca de preensd@o e a nocicepcao, além de descrever as
alterag@es histologicas do musculo gastrocnémio de animais submetidos a lesdo muscular por
agulha de biopsia.

Material e métodos

Foram utilizados 6 ratos machos da linhagem Wistar, com 320 + 20,8 g, obtidos do
Biotério Central da Universidade Estadual do Oeste do Parana (Unioeste), mantidos em
ambiente com temperatura (23 + 1°C), fotoperiodo (12 horas) e higiene controlados, recebendo
agua e racao ad libitum. Apds a aclimatacdo de uma semana, os animais foram submetidos ao
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protocolo de lesdo. Todos os procedimentos experimentais foram previamente aprovados pelo
Comité de Etica em Uso Animal da Unioeste.

Protocolo de leséo

Inicialmente os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina (80 mg/kg) e
cloridrato de xilazina (10 mg/kg). Apés verificacdo do estado de consciéncia (observado pela
auséncia de resposta motora ao pincamento da cauda e pregas interdigitais), foi feita a
tricotomia da regido do musculo triceps sural direito e os animais colocados em posi¢édo prona
para fixagdo do membro e exposicdo do ventre muscular. O procedimento de lesdo foi
realizado com o auxilio de agulha de bidpsia (AdvantiVe® - 18G, 1,2 mm de diametro) que foi
inserida na juncado miotendinea do musculo gastrocnémio a 90° no membro pélvico direito (3
mm do inicio do tenddo muscular e 2 mm de profundidade), a agulha foi inserida uma vez em
cada animal seguindo o protocolo de Contreras-Mufioz et al. [15], apés o procedimento os
animais foram realocados de dois em dois nas gaiolas.

Analises funcionais

Previamente a cirurgia, os animais foram adaptados e treinados no equipamento por
trés dias durante uma semana. A primeira avaliagdo (AV1) foi realizada 24 horas antes da
lesdo muscular, para obtengdo de valores basais, a segunda avaliagdo no segundo dia apés a
lesé@o (AV2) e a terceira avaliacdo (AV3) no sexto dia apos a leséo.

Para a avaliacdo da for¢ca muscular foi usado um medidor de forca de preenséo
(Insight®) [16]. Na avaliagdo, o animal era posicionado de modo que agarrasse em uma grade
conectada a um transdutor de forca com o membro pélvico direito, sendo em seguida
tracionado pela cauda com forca crescente até que a preensédo fosse perdida, momento no
qual o aparelho fornecia a forca exercida pelo animal. O membro pélvico esquerdo foi
imobilizado pela méo do avaliador para néo interferir na avaliagdo. O teste foi repetido trés
vezes e utilizado o valor médio das repeticdes.

A avaliacdo da nocicepcgdo foi realizada por meio do filamento de Von Frey digital
(Insight®) graduado em gramas (g) [17]. Para isto o animal foi contido manualmente e a
ponteira do equipamento aplicada na regido do procedimento lesivo no membro pélvico direito.
A ponta de polipropileno foi aplicada perpendicularmente & &area, com gradual aumento de
pressao, e logo que o animal retirou a pata o teste foi interrompido para o registro do limiar de
retirada.

Avaliacdo histomorfométrica

No Uultimo dia de experimento, com 0s animais anestesiados com cloridrato de
quetamina (80 mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg), os mesmos foram eutanasiados por
meio de decapitagdo em guilhotina. Posteriormente, o misculo gastrocnémio lateral direito foi
dissecado, seccionado em seu sentido transversal, fixado em metacarn durante 2 horas e
armazenados em alcool 70% até o momento do procedimento histolégico. Os muasculos foram
desidratados em série crescente de alcoois, diafanizados, infiltrados e emblocados em parafina
histoldgica, para a obtengéo de laminas com cortes transversais de espessura de 7 um.

As laminas foram coradas em hematoxilina e eosina (HE), e avaliadas em microscépio
de luz, com objetiva de 40x. Posteriormente, as laminas foram fotomicrografadas em 10
campos por musculo e analisadas quanto a formato das fibras, presenca de fibroblastos e
tecido conjuntivo.

Analise estatistica

Os dados foram apresentados em média e desvio-padrdo e a analise estatistica foi
realizada no programa Biostat 5.0 utilizando-se Anova unidirecional com pés-teste t. O nivel de
significAncia foi 5%.
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Resultados

Para a forca de preensdo houve reduc¢éo significativa nos valores (F = 6,18; p = 0,011),
sendo encontradas as diferengas entre AV1 e AV2 (p = 0,0031). Para a nocicepgdo também
foram observadas diferencas significativas (F = 9,25, p = 0,0027), os valores de AV2 (p<0,001)
e AV3 (p = 0,0109) foram maiores do que AV1 (Tabela I).

Tabela | - Analise da forga e da nocicepgédo nos trés periodos de avaliagao.

AV1 AV2 AV3
Forca (g) 63,3+37,5° 93+7,1°" 36,3+ 258 %
Nocicep¢ao (ms) 72,1+249° 1147 +16,4° 101,5+8,0"

AV1 = pré-lesdo; AV2 = segundo dia pés-lesdo; AV3 = sexto dia pés-lesdo; g = gramas; ms = milissegundos. Letras
diferentes apresentam diferengas estatisticas significativas.

Na analise morfoldgica do musculo gastrocnémio dos animais em regidao controle (fora
da leséo), foram visualizadas fibras musculares com aspecto normal, ou seja, formato poligonal,
nucleos dispostos perifericamente, com padrdo fascicular de organizagdo, delimitado pelo
perimisio e cada fibra circundada pelo endomisio. O conjuntivo de aspecto frouxo, com fibras
colagenas eosindfilas, fibroblastos e presenca de vasos sanguineos. Na regido das fibras
musculares, adjacentes a lesao induzida por agulha, observou-se a reducdo do tamanho da
area de seccdao transversa, fibras em formato polimoérfico, presenca de nucleos centrais, bem
como alinhados na periferia da fibra, desarranjo do padréo fascicular, aumento do calibre de
vasos sanguineos, aumento da quantidade de tecido conjuntivo entre as fibras e fasciculo, bem
como de fibroblastos e células inflamatérias (Figura 1).

[=S—

Em A, regido controle (sem les&o): fibras poligonais (Fp) com seus respectivos nucleos periféricos (Nu), organizados
em fasciculos. Em B, regido lesdao, fibras musculares polimérficas (*), alguns nicleos centrais (Nc), outros aglomerados
(Na) na periferia da fibra, fibroblastos (Fi), células inflamatérias (Ci), proliferagdo e desorganizagdo do tecido conjuntivo
(Tc). Barra 10 pm.

Figura 1 - Fotomicrografias do musculo gastrocnémio de ratos Wistar, corte transversal,

coloragdo hematoxilina e eosina.

Discusséo

As lesBes musculares sao extremamente comuns, principalmente na pratica esportiva,
contudo, ainda é relativamente pouco explorada, com relagdo aos seus mecanismos e formas
de tratamento [18]. Assim, o presente estudo buscou avaliar um modelo de lesdo muscular
proposto, tendo como base tanto avaliagdes funcionais quanto morfol6gicas teciduais, mais
simples e factiveis a maior parte de laboratérios de pesquisa, do que imunofluorescéncia,
imagens de Ressonéncia Nuclear Magnética e forca tetanica utilizada por Contreras-Mufioz et
al. [15].

No presente estudo, 0 modelo de lesdo por agulha de biépsia proposto por Contreras-
Mufoz et al. [15] se mostrou eficaz na indugéo da lesdo muscular, com evidente diminuicdo da
forca no segundo dia pos-lesdo. Paulsen et al. [19] relatam que altera¢des nas capacidades
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funcionais estdo associadas as mudancas histolégicas e histoquimicas do tecido muscular
estriado esquelético, caracterizadas por presenca de células inflamatérias, degeneracao das
miofibrilas, rompimento dos miofilamentos e desorganizacdo da arquitetura dos sarcomeros,
prejudicando a funcionalidade muscular.

Contreras-Mufioz et al. [15] observaram reducdo na capacidade contratil muscular,
porém para isso realizaram isolamento do musculo e eletroestimulacdo. No presente estudo
buscou-se analisar a forca muscular com o animal vivo, realizando uma tarefa funcional, que é
a preensdo. Assim, provavelmente o prejuizo funcional causado pela reducdo da forca
muscular observada nos animais apos a lesdo € consequéncia direta das alteracdes
morfologicas e bioguimicas promovidas pelo processo inflamatério em curso, e mesmo que
para a preensdo o musculo gastrocnémio ndo seja efetor primario, pela caracteristica de
sinergismo muscular [20,21] afetou tal funcao.

As lesdes musculares, além de promoverem o quadro algico, geram edema e aumento
da sintese de proteinas, caracterizando o inicio do processo inflamatério [22]. Na andlise
morfolégica foi possivel observar a presenca de vasos, células inflamatdrias, fibroblastos além
de aumento no tecido conjuntivo, caracteristico do processo de inflamacao/reparo tecidual
[18,23]. O que também responde ao periodo de reducao do limiar nociceptivo, observado tanto
no segundo quanto no sexto dia de avaliacéo.

Com o modelo de lesdo utilizado foi possivel avaliar o estado da lesédo, por meio de
avaliagcfes funcionais simples, como forca de preensdo e nocicep¢do, bem como achados
morfoldgicos com coloracéo por HE.

Conclusao

A lesdo muscular por agulha de bidpsia provocou reducéo da for¢ca de preenséo e da
nocicepcdo do membro lesado dos animais. Além disso, a analise morfolégica do musculo
gastrocnémio evidenciou as etapas caracteristicas do processo de degeneragcdo muscular e
inicio do processo de regeneracao.
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