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Resumo

A aplicagio do gelo para fins terapéuticos ¢ utilizada h4 centenas
de anos, o qual se insere amplamente nos protocolos de tratamento
de diversas patologias. Porém hé contradigées sobre o tempo de
aplicacio da crioterapia na fase aguda da lesio muscular e seus
possiveis efeitos na reparagao deste tecido. O objetivo deste estudo
foi comparar células inflamatérias (neutréfilos e macréfagos) de
forma quantitativa e eventos vasculares de forma qualitativa em até
48 h de tratamento com crioterapia apés lesao tecidual induzida.
Foram utilizados 42 ratos distribuidos aleatoriamente em 2 gru-
pos (controle e tratado), sendo subdivididos em 7 grupos de trés
animais para cada hora pré-determinada. Foi realizada uma lesao
perfuro-cortante na pata traseira esquerda dos animais (controle e
tratado). Apds a lesdo, foi aplicada criomassagem por um periodo
de 7 minutos, nas horas acima citadas, nos grupos tratados. O gru-
po controle no recebeu a técnica de criomassagem. Os resultados
encontrados nos achados histolégicos evidenciaram que o grupo
submetido 2 técnica de criomassagem apresentou significativa re-
dugio tanto dos neutréfilos quanto de macréfagos, durante as 48
horas de tratamento. Podemos concluir que a crioterapia aplicada
na inflamagio aguda do musculo esquelético minimiza a presenca
de neutréfilos e macréfagos na 4rea lesionada.

Palavras-chave: inflamagdo, lesGo muscular, musculo esquelético,
crioterapia.

Abstract

Ice therapy has been used for hundreds years and is well accep-
ted in many protocols of different pathologies. However there are
contradictions about the time of appliance of cryotherapy in the
acute stage of muscle lesion and its possible effects to repair tissue.
The purpose of this study was to compare inflammatory cells (neu-
trophils and macrophages) in a quantitative and qualitative way and
vascular events up to 48 hours of treatment with cryotherapy after
tissue injury induced. We used 42 rats randomized into 2 groups
(control and treated) which are divided into 7 groups of three ani-
mals for each predetermined hour. We performed a sharp-edged
injury in the animals left hindfoot (control and treated). Thereafter,
a cryomassage was applied for 7 minutes, during the mentioned
hours, in the treated groups. The control group did not receive the
cryomassage technique. The histological findings showed that the
group using the cryomassage technique showed significant reduction
on both neutrophils and macrophages, during 48 hours treatment.
We can conclude that the cryotherapy applied in acute inflamma-
tion of skeletal muscle minimizes the presence of neutrophils and
macrophages in the injured area.

Key-words: inflammation, muscle injury, skeletal muscle,
cryotherapy.
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Introducéio

O musculo esquelético constitui o maior tecido do orga-
nismo, correspondendo a cerca de 40% do peso corporal. Sua
fungio primdria é prover mobilidade ao esqueleto dsseo, pela
contragio de suas fibras [1]. No entanto, esta fungio pode ser
prejudicada por virios tipos de lesoes.

As lesdes do sistema musculoesquelético dependem da
intensidade, da energia do agente agressor, da localizacio e da
extensio de lesdo [2]. Estas lesoes ocasionam modificagbes dos
padroes neuromusculares, irritacio local, dor e incapacidade
[2-5]. A primeira resposta do organismo a esta lesio é o de-
senvolvimento de um processo inflamatério, com o objetivo
de livrar 0 organismo tanto da causa inicial da agressdo celular,
quanto do dano causado por esta agressio.

De acordo com Brasileiro Filho [2], a inflamacao € a
primeira resposta do organismo a reacgio dos tecidos vascula-
rizados, com o objetivo de livrar o organismo tanto da causa
inicial da agressdo celular, quanto do dano causado por esta
agressio a um agente agressor, caracterizada pela saida de
liquidos e de células do sangue para o intersticio. A histamina
liberada apés dano tecidual produz vasodilatagio, acarretando
um aumento dréstico no fluxo sangiiineo [6]. O efeito global
desse processo é o surgimento ¢ a manutengdo de grandes
quantidades de liquido edematoso [6,7].

Os neutréfilos sio as primeiras células a chegarem ao
local da lesao, penetrando no tecido, e imediatamente ini-
ciam a fagocitose através de seus pseudépodes, englobando a
particula estranha. Entretanto, possuem um tempo de vida
curto e morrem no local da inflamagao formando pus [8-10].
Assim, cada vez que ocorre uma lesdo tecidual no organismo,
a reparagao tecidual ¢é feita por um conjunto de fen6menos
que leva a integridade funcional e estética do tecido, ou seja,
a regeneracio [9].

Os macréfagos sao células de vida longa e sdo capazes de
sintetizar um sistema fagdcito oxidase, possuindo uma segun-
da via de radicais livres [10,11]. Entre outras fun¢des podemos
destacar a ativagio da coagulagio, estimulo 2 proliferacao dos
fibroblastos e degradagao de material necrético pela liberacio
de colagenase e proteoglicanos [9-11] e pela fagocitose de
agentes fisicos, quimicos ou biolégicos [12].

Sendo assim, a inflamagdo tem como objetivo defender
a 4rea lesionada contra substincias estranhas, removendo
o tecido morto ou necrosado de modo que a cicatriz possa
acontecer e promover a regeneragio normal [13,14]. A re-
generacdo ¢ um processo complexo, porém essencial, sem o
qual o corpo seria incapaz de sobreviver [14,16]. Qualquer
tecido danificado por uma agressao ou enfermidade é capaz
de reparar sua estrutura e fungio, envolvendo a reposi¢ao do
tecido destruido por um novo tecido, semelhante quanto a
sua natureza ao tecido original [16].

O remodelamento da matriz do tecido imaturo comega
quase 20 mesmo tempo em que se forma um novo tecido. A
matriz é gradualmente substituida e remodelada nos meses

e anos subseqiientes & medida que o tecido cicatricial ama-
durece [9].

Progressivamente observa-se a diminui¢io de células infla-
matérias, a rede vascular normaliza-se, a produgao de coldgeno
estabiliza-se, reduzindo o tipo III, deixando lugar para fibras
do tipo I de elastina, para proporcionar elasticidade e solidez
a ferida, assim os miofibroblastos sio eliminados por morte
celular programada, desaparecendo por apoptose, os nticleos
se tornam compactos diminuindo de tamanho, sendo fago-
citados [9,11]. A cicatrizagio pode ser compreendida como
resultado final do processo de restauragdo, no qual observa-
mos necessariamente a ocorréncia de fibrose, pela formagio
de um tecido de granulagio envolvido por pequenos vasos
sanguineos [17].

Segundo Knight [18], crioterapia significa, literalmente,
terapia com frio. Todo e qualquer uso do gelo ou aplicagio de
frio para fins terapéuticos ¢ crioterapia. A agao do frio durante
o tratamento imediato nas lesées agudas reduz o tempo de
reabilitacio e promove um retorno mais rdpido as atividades.
Estes efeitos sio denominados pelas seguintes varidveis: redu-
¢ao da inflamacio, redugio da hipéxia secunddria, reducgio
do edema e do hematoma, e diminuicio do metabolismo.
Podendo dar inicio ao processo de reparagio mais rapidamente
e com menor tempo para reabilitacio [19,20].

Quando utilizada de modo adequado, as técnicas de
crioterapia sao instrumentos poderosos para o tratamento de
patologias musculoesqueléticas, seja na fase de atendimento
inicial em trauma agudo, seja durante a reabilitagao de pato-
logias musculoesqueléticas variadas [15].

Segundo Rodrigues ¢ Guimaraes ¢ Andrews et al.
[6,20], o maior beneficio da aplicagio de crioterapia na
fase aguda ¢ a diminuicio da dor e do espasmo muscular,
permitindo a mobiliza¢io precoce, acelerando o processo
de recuperacio e retorno precoce as atividades. Entretanto,
o tempo de aplicagio da crioterapia ¢ ainda muito con-
troverso. Conforme Tepperman [21], a técnica recomenda
aplicagdo do frio durante 20 a 30 min., com intervalo de
2 horas, nos tecidos moles lesados. A aplicacio deve ser
realizada durante as primeiras 24 a 48 horas apés a lesao,
para minimizar o edema, o espasmo muscular ¢ a dor. De
acordo com Guirro ez al. [9], o efeito da crioterapia atua
nas primeiras doze a vinte e quatro horas apds a lesao. No
entanto, a crioterapia exerce seus efeitos benéficos quando
aplicada em até 48 horas apds a lesao, segundo Tepperman
e Kisner [19,21].

O tempo de aplicagio da crioterapia também pode
variar de acordo com a técnica aplicada. Para bolsas de
gelo ¢ recomendada aplicagées de 10 a 30 minutos; para
pacotes de gel, recomenda-se aplicacoes inferiores a 10
minutos; para compressas frias quimicas, o tempo deve ser
de 30 minutos; para imersio, o tempo de aplicagdo varia
entre 10 a 20 minutos. E finalmente, o tempo de aplicagio
para massagem com gelo varia de 7 a 10 minutos afirma

Stamford [23].
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Materiais e métodos

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de
Fisiologia do Centro de Ciéncias da Satide da Universidade
do Vale do Itajal - UNIVALI, na cidade de Itajai, Santa
Catarina.

A amostra foi constituida de 42 ratos machos (Rattus
norvegicus albinus), da linhagem Wistar, com peso corpéreo
variando entre 180 a 200 gramas, procedentes do Biotério da
Universidade do Vale do Itajai — UNIVALI, SC.

Os animais foram confinados em gaiolas com assoalho
recoberto de serragem, com dieta livre do tipo ragio sdlida
e 4gua A vontade, em sala com temperatura ambiente, ciclo
dia-noite natural.

Para realizagio do experimento os animais foram dividi-
dos aleatoriamente em dois grupos: Grupo Tratado e o Grupo
Controle. Cada grupo perfazendo um total de 21 animais,
que foram subdivididos em sete subgrupos. Cada subgrupo
com trés animais.

Os subgrupos foram classificados respectivamente por
tempo de lesdo e aplicagio da crioterapia, ou seja, o grupo
I tratado foi lesionado, aplicado crioterapia e sacrificado na
hora zero, j4 o grupo II tratado foi lesionado na hora zero e
aplicado crioterapia, trés horas depois foi aplicado crioterapia
novamente e sacrificado, o grupo I tratado, foi lesionado na
hora zero, aplicado crioterapia, apds trés horas foi aplicado
crioterapia novamente e apds mais trés horas foi aplicado
crioterapia e sacrificado, e assim foi realizado até o grupo
VII tratado.

O grupo controle seguiu os mesmos critérios do grupo
tratado, porém sem aplicagio da crioterapia. Todos os animais
foram anestesiados com éter etilico e submetidos a tricotomia
da pata traseira esquerda, regido correspondente a0 musculo
gastrocnémico.

Seguiu-se entdo de anti-sepsia com 4lcool iodado 70%, e
assim o uso de um objeto perfuro-cortante, o qual apresen-
tava 2,7 mm de didmetro na base e 0,9 mm de diAmetro no
dpice. O comprimento delimitado da lesdo foi de 4 mm. O
tratamento foi realizado apds a lesio muscular, nos intervalos
de tempo determinado para cada subgrupo do grupo tratado,
conforme Tabela I.

Tabela I - Hordrio de aplicacio da crioterapia - Grupo Tratado.

Horério Oh |3h 6h | 9h 12h |24h |48h
Subgrupo | |x

Subgrupo Il | x X

Subgrupo Il | x X X

Subgrupo IV | x X X X

Subgrupo V' | x X X X X

Subgrupo VI | x X X X X X
Subgrupo VII | x X X X X X X

De acordo com cada intervalo de tempo determinado
na Tabela I, aplicou-se massagem com gelo na pata traseira
esquerda do animal tratado, em movimentos circulares sobre a
lesdo (Figura 1). Cada aplicagdo da crioterapia teve a duragio
de 7 minutos, segundo Stamford [25]. O sacrificio foi reali-
zado imediatamente ap6s a dltima aplicagio de crioterapia de
cada subgrupo tratado. Embora os subgrupos controle nio
recebessem crioterapia, foram sacrificados no mesmo horério
dos subgrupos tratados correspondentes.

Imediatamente apds o sacrificio foi realizado a dissecgio
do musculo gastrocnémico, para procedimento de andlise
histolégica.

Todos os fragmentos do masculo gastrocnémio em ex-
perimento foram fixados em formol 10%, e posteriormente
transferidos para dlcool 70%, sendo depois desidratados em
4lcool, diafanizados em xilol, impregnados e incluidos em
parafina. Os cortes histolégicos foram feitos com aproximada-
mente 7 micrometros de espessura, em secgdes longitudinais,
corados com hematoxilina-eosina.

As andlises foram efetuadas em microscépio éptico, sendo
realizada a contagem de neutréfilos, macréfagos e fibroblastos,
em trés campos aleatoriamente escolhidos em cada limina.
Os resultados foram comparados entre o grupo de animais
controle e o grupo de animais tratados, e analisados através
do teste t para os nimeros de células encontradas.

Resultados

Na andlise histolégica, foram considerados neutréfilos,
células com nicleos constituidos de dois a quatro l6bulos
interconectados.

Os macréfagos foram considerados células com nucleos
ovéides, com citoplasma claro e superficie irregular. Quanto
as células gigantes, visto que as mesmas envolvem a fusio de
muitos macréfagos, foram consideradas aquelas com tamanho
evidentemente maior e que possufam diversos nticleos.

Quanto aos fibroblastos, foram consideradas as células
mais alongadas, fusiformes, com prolongamento citoplas-
mdtico irregulares, nicleo claro, grande, de forma ovéide ¢
evidente.

Considerando a contagem de neutrdfilos e macréfagos,
através do teste t, foi possivel verificar diferencas significativas
para p < 0,05, nos hordrios mostrados nas Tabelas IT e III.
Para fibroblastos, no entanto, o teste nio mostrou diferenca
significativa em nenhum dos momentos de coleta

Conforme Tabela II, houve uma reducio consideravel
de neutréfilos nos animais tratados em relagio aos animais
controle. Sendo que esta redugio se manteve em todos os
periodos de aplicagdo. Os dados podem, também, ser visua-
lizados na Figura 1.




136

Revista Brasileira de Fisiologia do Exercicio - Volume 7 Numero 3 -setembro/dezembro 2008

Tabela II - Média + desvio-padrio do niimero de neutrdfilos nos vdrios momentos de coleta; valor 0btido no teste t e sua respectiva significincia

e variagoes a menor no niimero de células apds aplicacio de crioterapia.

Hora Com gelo Sem gelo t p Taxa de variancia
Oh 14,55 + 7,60* 46,66 + 17,54 5,03 0,000121 < 3,2

3h 29,33 =+ 12,61* 52,88 + 22,12 2,77 0,013528 <1,8

6h 39,66 + 16,48* 63,88 + 25,71 2,37 0,030141 <1,6

%h 31,88 + 8,23* 75,22 + 26,22 4,72 0,000227 < 2,35

12h 36,77 + 16,84 57,66 = 31,83 1,73 0,101216 <1,5

24h 49,11 + 32,01* 132,55 + 45,35 4,50 0,000357 <27

48h 41,11 = 15,53 57,66 + 31,24 1,42 0,173843 <1,4

Tabela III - Média + desvio-padrio do niimero de macrdfagos nos vdrios momentos de coleta; valor obtido no teste t e sua respectiva signifi-

céncia e variagdes a menor no niimero de células apds aplicacio de crioterapia.

Hora Com gelo Sem gelo t p Taxa de Varidncia
Oh 2,11 = 1,05* 10,55 = 5,91 4,21 0,000659 <5

3h 3,33 +=2,87* 6,66 = 4,03 2,02 0,060419 <2

6h 3,00 = 1,69* 16,89 = 13,29 3,09 0,006936 <5,6

%h 9,11 = 3,95 12,11 = 12,06 0,70 0,488642 <1,3

12h 8,77 + 2,86 12,66 = 5,50 1,88 0,078211 < 1,4

24h 16,33 = 9,04 22,55 = 8,70 1,48 0,156386 < 1,4

48h 22,22 + 8,87* 52,33 + 28,19 3,05 0,007542 < 2,35

Figura 1 - Médias e intervalos de confianga para niimero de neu-
trdfilos em todos os momentos de coleta, com e sem tratamento.
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O ndmero de macréfagos analisados, microscopicamente,
também apresentou redugio significativa do grupo tratado
em relagio ao grupo controle. Seu pico de reducio méximo
foi nas primeiras 6 horas, conforme Figura 2.

Figura 2 - Médias e intervalos de confianca para niimero de macré-
fagos em todos os momentos de coleta, com e sem tratamento.
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Em relagio aos fibroblastos, nido houve diferenca esta-
tisticamente significativa. A vascularizagdo, analisada qua-
litativamente através de microscopio dptico, apresentou-se
aumentada no grupo controle. J4 no grupo tratado houve
significativa reducao.
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Discussdo

Segundo Knight [18], o tempo de aplicagio da crioterapia,
para promover efeito significativo na inflamagio aguda, deve
ser de aproximadamente 30 minutos. Para as dreas de grandes
massas musculares deve-se aplicar por 40 minutos, a cada duas
horas. Recomenda também que a aplica¢io seja realizada num
periodo de 12 a 72 horas, ou até que a tendéncia ao edema
tenha desaparecido.

O tempo de aplicagao utilizado para realizagio deste
trabalho foi de 7 minutos, conforme Stamford [23], por
um periodo de 48 horas, com intervalo de 3 horas a cada
aplicagio.

Em relagdo a periodicidade, este é um dado nio mui-
to claro na literatura. Porém, os resultados microscdpicos
obtidos mostraram que o intervalo de trés horas para cada
aplicagio foi suficiente para reduzir a intensidade da resposta
inflamatéria aguda.

A massagem com gelo foi a técnica utilizada para realiza-
¢io da pesquisa. Segundo Knight [18], a técnica pode sofrer
influéncia quando comparada com as outras técnicas de crio-
terapia. Conforme a drea é massageada, o gelo fica em contato
com uma regido especifica do tecido apenas brevemente, a
seguir o tecido é exposto a temperatura ambiente. Isto é uma
desvantagem quando o objetivo ¢ de reduzir a temperatura
do tecido. Embora apresente algumas desvantagens, a opcio
por esta técnica é justificada por se tratar de uma 4rea de leso
muito pequena, haja vista a reduzida dimensao do musculo
gastrocnémio do rato. Assim, a 4rea tratada, nio perdia o
contato com o gelo, mantendo sempre a temperatura de
resfriamento. Obviamente, quando realizada em grandes
dreas, talvez nio seja a técnica mais adequada. Porém, com
os resultados obtidos, a técnica mostrou-se eficaz na redugio
da resposta inflamatéria aguda.

De acordo com os dados obtidos, pode-se comprovar
estatisticamente que houve reducio significativa no nimero
de células inflamacérias (neutrdfilos e macréfagos) mediante a
aplicago de crioterapia. Embora qualitativamente, também se
pode observar a redugio circulatéria na 4rea lesada mediante
aplicacio de crioterapia.

Em situagoes normais, onde haja uma inflamacio aguda,
os neutréfilos e os macréfagos sao as primeiras células a chega-
rem ao local dalesdo, penetrando no tecido, e imediatamente
comecam a fagocitose [9]. A migracio dessas células daluz do
vaso ao foco inflamatério, nao se faz de modo aleatério. De
fato, os polimorfonucleares neutréfilos (PMNs) sdo as células
dominantes nas primeiras 24 horas a 48 horas apds a agressao.
Segundo Brasileiro Filho [2], os fatores que retardam o pro-
cesso cicatricial s30 aqueles que mantém a reagdo inflamatéria
em atividade. Para Andrade [13], enquanto houver inflamagio
ativa, o processo de cicatrizagio nao se completa.

Em situagées onde haja aplicacdo de crioterapia, hd pou-
cas evidéncias literdrias sobre os eventos celulares ocorridos
durante a inflamacio aguda. Segundo Rodrigues e Guimaries

[20], a aplicagdo da crioterapia atua diretamente na perme-
abilidade capilar e a resposta celular varia diretamente com
a temperatura. Knight [18] afirma que a aplica¢do do frio
diminui a temperatura do tecido, os vasos sanguineos sio
resfriados e constringem-se, reduzindo a permeabilidade e,
portanto, limitando a hemorragia para o tecido, diminuindo
a passagem de células inflamatérias para o tecido lesado. Esta
redugdo no nimero de células inflamatérias contribui para
reducio da resposta inflamatéria exacerbada. Para Jass [24],
os principais locais de armazenamento da histamina sio os
mastdcitos, baséfitos e as plaquetas. O principal efeito da
histamina no processo inflamatério agudo inclui aumento
da permeabilidade vascular e a quimiotaxia dos neutréfilos.
Neste contexto, o frio atua na rea¢io inflamatéria, reduzindo
a liberacdo de histamina. Logo, o desenvolvimento da infla-
magao — liberacio de histamina, aumento da permeabilidade
capilar, liberagio de detritos e mais reagdes secunddrias — es-
tard controlado. Este controle é muito importante na lesio
aguda, pois o resfriamento imediato do local lesado impede
a instalagdo do processo inflamatério [25].

Os fibroblastos, caracteristicos do processo inflamatério
crdnico, originam-se dos fibrécitos em repouso situados nas
margens da lesio, migrando para dentro dela em resposta a
atragio de agentes quimicos e fisicos. Os fibroblastos tém
seu pico méximo de 4 a 6 dias apds a lesdo [26]. Em relagio
4 contagem celular de fibroblastos, os dados mostraram-se
insignificantes estatisticamente. Segundo o trabalho reali-
zado por Feix e Tribess [29], uma alteracio na presenca de
fibroblastos ocorre de forma lenta e gradual, atingindo seu
valor méximo por volta de 8 a 10 dias. O niimero reduzido
de células observadas no experimento, explica o fato de nao
haver significAncia estatistica para este tipo de célula entre o
grupo controle e o grupo tratado.

Os resultados deixam indicios que, a técnica de criote-
rapia apresentou grande habilidade de reducio na migracio
de neutréfilos e macréfagos no processo inflamatério agudo.
Uma vez que a redugio acentuada no niimero de neutréfilos
e macréfagos analisados sugere isto.

Conclusdao

De acordo com os dados obtidos, podem-se evidenciar
os efeitos da crioterapia no controle de um dos eventos da
resposta inflamatdria aguda. Embora haja pouquissimas evi-
déncias na literatura a respeito da atuacdo da crioterapia nos
eventos celulares do processo inflamatério agudo, os dados
comprovam a redugio do nimero de células inflamatérias.
Assim, com a reducio do processo inflamatério, a cicatrizacio
inicia mais rapidamente, e conseqiientemente uma diminui-
¢ao do tempo total de cicatrizagao.

Estes dados sdo de fundamental importancia para os
fisioterapeutas, pois dessa forma, ficou comprovado que a
crioterapia atua diretamente na redu¢io da resposta infla-
matéria, diminuindo o influxo de neutréfilos e macréfagos
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na 4rea lesionada, podendo entdo ser optada como recurso
de tratamento para auxiliar no processo de recuperagio de
lesdes musculares.

No entanto, vale ressaltar a necessidade de novas pes-
quisas, a fim de comprovar se a diminui¢io da resposta
inflamatdria exerce influéncia sobre a remodelacio total do
tecido lesado.

Para tanto, seria indicado um experimento que compro-
vasse o efeito da crioterapia no tempo total de reparagio teci-
dual ap6s uma lesio, necessitando para isto, um procedimento
experimental de maior duracio.
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