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Resumo

Apesar de documentada a regeneracdo muscular apés contusao, existe a preocupacdo dos profissionais
envolvidos com a reabilitacdo na determinacéo do inicio do retorno das atividades dos atletas, uma vez que
ndo existe relacdo direta entre regeneracao e sinais e/ou sintomas indicativos de restabelecimento muscular.
O objetivo deste trabalho foi analisar a curto e longo prazo o musculo tibial anterior (TA) de rato apés
contusdo. Vinte e oito ratos foram divididos em grupos controle e contusdo. A contusao foi realizada por meio
de carga (2849) liberada de altura de 30cm sobre o musculo TA, sendo estes analisados apds 3 e 28 dias. Cortes
histolégicos (10 mm) dos musculos congelados foram obtidos de micrétomo criostato e corados com Azul
de Toluidina. Animais contundidos e analisados ap0s 3 dias apresentaram alta incidéncia de sinais de fibras
lesadas e/ou em regeneracdo. No grupo contundido e analisado apés 28 dias os sinais predominantes foram
de fibras regeneradas, embora tenha sido observada presenca de fibras em regeneracdo. A presenca de fibras
musculares lesadas e em regeneracgdo, 3 e 28 dias pés-lesdo, sugere cuidados na pratica desportiva tanto a
curto quanto a longo prazo, a fim de se evitar recidivas a les@es.
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Abstract

It is well-documented the muscle regeneration after contusion, although the timing of return to the activities,
after muscle damage, is a challenging management decision for the therapist, since there is no direct relation
between regeneration and signs and/or symptoms related to muscle recovery. The aim of this study was to
analyze short and long-term rat tibialis anterior (TA) muscle regeneration after contusion. Twenty-eight rats were
divided into control and contusion groups. The contusion was produced by a mass (284g) dropped from a height
of 30 cm in the TA muscle, and the muscles were analyzed after 3 and 28 days. Histological sections (10mm)
from the frozen muscles were obtained by a cryostat microtome and they were stained with Toluidine Blue.
Animals submitted to contusion and analyzed after 3 days showed high incidence of muscle fiber injury and
signs of muscle fiber in process of regeneration. In the group submitted to contusion and analyzed after 28 days
it was observed predominance of regenerated muscle fiber, although it was also observed muscle fiber in process
of regeneration. The presence of damaged muscle fiber and signs of muscle fiber in regeneration, 3 and 28 days
after the contusion, suggest attention in the physical activities, to avoid the increased risk of reinjury.
Keywords: Muscle injury; Contusion; Muscle regeneration; Tibialis anterior.
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Introducgéo

Atualmente, um grande ndmero de pes-
soas encontra-se envolvida na area desportiva. Esse
aumento na realizacdo de exercicios acabou por
incrementar em grande escala o nimero e tipo de
lesdes que acometem os individuos. Entre os sis-
temas mais lesados nessas atividades estd 0 mus-
cular, mais especificamente, o0 masculo esquelético
1, 2, 3).

Por muito tempo acreditou-se que, uma
vez lesado, o musculo sempre responderia a lesdo
com a formagdo de tecido fibrético. Entretanto,
Mauro (4) relatou a existéncia da célula satélite e,
desde entdo, a capacidade de regenera¢do muscu-
lar esta bem estabelecida (2, 5, 6, 7).

Assim, a fibra muscular pode responder
a lesdo com regeneracdo ou formacgdo de fibrose
no local lesado. Esses dois eventos podem ocorrer
simultaneamente, sendo o Ultimo capaz de inibir
completamente a regeneracdo (8, 9). O sucesso da
regeneracdo em detrimento da fibrose dependera
da severidade, causa e intervencéo realizada apos
a lesdo, entre outros fatores (3, 8, 10).

ApOs uma contusdo, 0s segmentos inte-
gros, adjacentes ao segmento lesado, retraem-se
fazendo com que um espaco seja formado entre
eles. Devido a lesdo de capilares existentes no
musculo, que é ricamente vascularizado, ocorre
infiltracdo de sangue no local lesado que posteri-
ormente serd substituido por tecido cicatricial frou-
X0 (3, 11). Este tecido de granulacdo é necessério
para manter 0s segmentos unidos, o que permitira
posteriormente a regeneragcdo muscular. Entretan-
to, quando a formacao dele é excessiva, ele impe-
dir4 tanto a regeneracdo quanto a inervacdo das
miofibras (8).

A fase da necrose tecidual, iniciada pelo
aumento do influxo de célcio gerado pelos danos
ocorridos no sarcoplasma ou no reticulo
sarcoplasmatico da fibra, € seguida de resposta
inflamatdria, que se inicia por meio das células
inflamatdrias que invadem a area lesada e tam-
bém por enzimas quimiotéxicas liberadas pelas fi-
bras necrosadas. Deste modo, ocorre a fagocitose
das células lesadas, fator de grande importancia
para que ocorra a regeneragdo muscular (7, 12).

Quando os fatores envolvidos na lesdo
sd0 mais propicios para a regeneragdo do que para
a formacao de fibrose, ocorre a ativacdo das célu-
las miogénicas, conhecidas como células satélites.

Estas sdo células quiescentes localizadas entre a
lamina basal e o sarcolema das miofibras e estdo
envolvidas com o processo de regeneracdo (13).
O estimulo lesivo é suficiente para sua ativagao,
ocorrendo entdo a multiplicagéo delas e diferenci-
acdo em fibras musculares, que se fundem com as
fibras previamente lesadas. Varios sdo os fatores
envolvidos na ativacdo das células satélites para
multiplicacdo e fusdo delas e estudos mostram que
0 IGF-I (insulin-like growth factor-1) e o HGF
(hepatocyte growth factor) possuem importante
papel nesse processo (7, 14).

Por fim, ocorre a reinervacdo das fibras
regeneradas, indispensavel pela maturidade funci-
onal e histoquimica delas (3, 7, 15).

Apesar de bem esclarecida na literatura a
sequéncia de eventos que ocorre apos a lesdo
muscular, existe a preocupacao em relacéo ao tem-
po necessario para o atleta retornar as suas ativi-
dades posteriormente a ela. Deste modo, é um
desafio para os profissionais envolvidos com a re-
abilitacdo a determinagdo do inicio das atividades
apos lesdo muscular, uma vez que ndo existe rela-
céo direta entre regeneracdo completa e sinais e/
ou sintomas indicativos de restabelecimento mus-
cular observados na pratica. Assim, o tempo de
regeneracdo € mais lento do que os achados clini-
cos observados (16).

Com base no exposto, o presente estudo
tem como objetivo a anélise morfoldgica, a curto e
longo prazo, do Tibial Anterior de rato submetido
a lesdo causada por contusdo, lesdo esta bastante
semelhante a traumas encontrados no meio espor-
tivo. Essa andlise mostra-se de importancia para a
escolha da conduta terapéutica indicada ao paci-
ente encaminhado a fisioterapia.

Materiais e Métodos

Foram utilizados 28 ratos machos Wistar
com peso corporal entre 290 e 333 g, obtidos do
Biotério Central da Universidade Metodista de
Piracicaba (UNIMEP). Os animais foram mantidos
em grupos de 4 em gaiolas de polietileno com
racdo peletizada e agua ad libitum e foram sub-
metidos a ciclo claro/escuro de 12h, com tempe-
ratura controlada. Foram divididos aleatoriamente
em 4 grupos experimentais:

a) grupo controle: animais foram sacrifi-
cados apés 3 (n=7) e 28 dias (n=7).
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b) grupo contusdo: animais foram sub-
metidos a contusdo no tibial anterior direito (TAD)
e sacrificados ap6s 3 (n=7) e 28 dias (n=7).

Previamente & contusdo, os animais fo-
ram anestesiados com Ketalar® (50mg/mL) e
Rompun® (2g/100mL), na proporcédo de 1:1, na
dose de 0,3ml/300g, via intramuscular, na regiao
do triceps sural esquerdo, tricotomizados na re-
gido antero-lateral da pata direita e a regido refe-
rente ao muasculo TAD foi delimitada superficial-
mente com o auxilio de caneta.

A contusdo muscular foi produzida
com equipamento especifico, em que foi li-

berada carga de 284 g a uma altura de 30 cm
na regido do muasculo TAD (Figura 1A), sen-
do realizadas quatro descargas de peso so-
bre o musculo, sendo duas na regido média-
proximal e outras duas na regido média-
distal. A descarga foi realizada com o ani-
mal em decubito lateral e a pata posterior
direita imobilizada manualmente em alonga-
mento por meio da flexdo plantar do torno-
zelo (Figura 1B). Segundo Armstrong,
Ogilvie, Schwane (17), o musculo fica mais
susceptivel a lesdo quando se encontra em
alongamento.

Figura 1- A: EQuipamento para a producédo da contusdo no musculo tibial anterior do
rato. Observa-se a plataforma de madeira, o tubo de aluminio (asterisco) por onde
corre livremente a carga de ago inoxidavel (seta grossa), uma base de madeira de
4cm de altura com inclinacéo de 14° (estrela), para o correto posicionamento da pata
direita do rato e um dispositivo que trava e gradua a altura em que € liberada a
carga de aco inoxidavel (seta fina). B: Animal imobilizado manualmente, com flexao

plantar maxima da pata.

Todos o0s animais foram pesados no primei-
ro e Ultimo dia do experimento, para obtencdo do
peso corporal inicial e final. Apés o sacrificio, os mus-
culos foram pesados em balanca analitica (UMARK,
mod. 210A) para obtengdo do peso muscular, calcula-
do por meio da relagdo com o peso corporal.

Baseados em estudos prévios realizados
no nosso laboratorio, foi possivel verificar que a
regido distal dos musculos apresentou maior por-
centagem de lesdo em relacdo as regides média e
proximal. Sendo assim, esta foi a regido escolhi-
da para anélise histologica. Deste modo, apos a
pesagem do musculo, a porc¢éo distal foi obtida e

fixada com “gum tragacanth” em pequeno peda-
¢co de madeira. As amostras foram pré-congela-
das em iso-pentano e posteriormente em nitrogé-
nio liquido, sendo estocadas em galdes de nitro-
génio liquido até o momento da obten¢do dos
cortes histologicos.

Foram obtidos cortes histolégicos trans-
versais de 10 mm, por meio de micro6tomo criostato
(Ancap, mod. 300), sendo as laminas coradas com
Azul de Toluidina. A caracteristica morfoldgica do
musculo TA foi analisada por meio de microsco-
pio de luz (Olympus BX 41), e somente 1 corte
por lamina foi analisado.
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Os sinais de lesdo ou de fibras em rege-
neracédo foram caracterizados por: necrose celular;
hipercontracdo dos miofilamentos, infiltracdo
tecidual de células, basofilia periférica ou genera-
lizada e fibras musculares com nucleo centraliza-
do e nucléolo proeminente (5). J4 os sinais de fi-
bras regeneradas foram caracterizados pela pre-
senca de fibras musculares fragmentadas e fibras
com nucleo centralizado (13, 18).

A andlise da intensidade dos sinais de le-
sdo (leve, moderada e grave) foi realizada por um
mesmo observador para minimizar a subjetividade
da avaliacdo. A intensidade leve foi atribuida quan-
do os sinais de lesdo apresentavam-se de forma
discreta, quando poucas fibras/area foram obser-
vadas com os sinais. As intensidades moderada e

grave foram atribuidas conforme o aumento da
presenca dos sinais.

O procedimento estatistico utilizado foi o
teste T-Student, com nivel de significancia de 5%.

Resultados
Peso Corporal e Muscular

Os resultados mostram que os animais
submetidos a contusdo apresentaram menor gan-
ho de peso corporal quando comparados aos gru-
pos controle, tanto no grupo 3 dias (3,93 £ 8,62 g
versus 20,2 £ 9,1 g, respectivamente, p£0,05) quanto
no 28 dias (67 * 5,15¢g versus 109 + 16,609, respec-
tivamente; p£0,05) (Figura 2).

Figura 2 — Média de Ganho de peso (g) dos animais traumatizados e ndo

traumatizados

* diferenca significativa quando comparado com o grupo controle (p£0,05)
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Com relacdo ao peso muscular, observou-
se que 0s animais avaliados ap6s 3 dias apresen-
taram maior peso muscular relativo no grupo con-
tusdo quando comparados com o grupo controle
(0,23 + 0,02% versus 0,21 + 0,01%, p£0,05, respec-

tivamente). Resultados contrarios foram observa-
dos nos animais avaliados apos 28 dias, ou seja, 0
grupo contusdo apresentou menor peso muscular
relativo que o grupo controle (0,19 + 0,03% versus
0,22 + 0,02%, p£0,05; respectivamente) (Figura 3).
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Figura 3 — Peso Muscular relativo (%) do TAD dos animais dos grupos controle e

contusao

* diferenga significativa quando comparado com o grupo controle (p£0,05)
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Caracteristica Morfolégica do Musculo
TAD

Os animais do grupo controle nédo apre-
sentaram incidéncia de sinais indicativos de lesdo
muscular, apresentando células com formato he-
xagonal e nucleos periféricos (Figura 4A).

Os animais do grupo contuséo e analisa-
do apds 3 dias apresentaram sinais indicativos de

lesdo muscular e de fibras em processo de regene-
racdo. Dentre os sinais observados houve predo-
minancia de infiltracdo celular (Figura 4B). Por
outro lado, nos animais avaliados apo6s 28 dias,
houve predominancia de sinais de fibras regene-
radas, mas sendo também observadas algumas
fibras em processo de regeneragdo (Figura 4C).
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Figura 4- Masculo tibial anterior dos grupos controle (A), contusao 3 dias

(B) e contusao 28 dias (C). Observar fibras normais (N), infiltrado (1), basofilia
(B), fibra com nucelo centralizado (cabeca de seta) e fibras fragmentadas (seta).
Coloracgéo Azul de Toluidina, A,C (400x), B (200x).

\.'.'

Discussao

O modelo de lesdo muscular por meio
da contusao foi o escolhido para este estudo devi-
do a alta incidéncia deste tipo de lesdo no meio
desportivo.

Apesar de todos o0s animais apresenta-
rem sinais de lesdo, p6de ser observado que exis-
te diferente susceptibilidade entre os animais a este
estimulo lesivo, uma vez que houve variabilidade
na severidade da lesdo. Essa variabilidade pode
também ser conseqiiéncia do modelo de lesao uti-
lizado, apesar de os cuidados para que ndo hou-
vesse varidveis que interferissem na producéo da
lesdo, como, por exemplo, a atenc¢do para o bom
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Os resultados do presente estudo mos-
tram que uma lesdo local pode ter influéncias
sistémicas, observada por meio da diminui¢ao de
ganho de peso corporal quando comparado 0s
animais contundidos com os controles. Essa alte-
racdo pode ter decorrido do estresse submetido
aos animais, o que pode influenciar na ingesta e/
ou metabolismo deles (19).

A influéncia da lesdo no peso muscu-
lar pode ser observada por meio do aumento de
peso do musculo lesado e analisado apds 3 dias,
guando comparado ao contralateral. Esse aumen-
to do peso pode ser conseqliéncia de processo

78 Fisioterapia em Movimento, Curitiba, v.19, n.1, p. 73-80, jan./mar., 2006



Analise morfolégica a curto e longo prazo do musculo tibial anterior ap6s contusao

inflamatdrio evidente nos primeiros dias apds a
lesdo, uma vez que autores descrevem que o mai-
or pico de creatina quinase, enzima indicadora de
lesdo, é de 3 a 5 dias posteriormente a ela (20).
Assim, o edema resultante do processo inflamaté-
rio pode estar envolvido nessa diferenca de peso
(2).

J& o periodo de 28 dias pode ter sido su-
ficiente para a resolucdo do edema, e a diminui-
¢ao de peso encontrada no musculo traumatizado
pode ser devido a diminui¢do da sintese e/ou au-
mento da degradacdo protéica muscular (21). Im-
portante enfatizar que periodo de 28 dias nao foi
o suficiente para que o musculo apresentasse peso
similar ao controle, o que sugere atrofia muscular
a longo prazo ap6s a leséo.

A maioria dos estudos realizados que
envolvem a andlise estrutural do musculo utiliza-
se de animais experimentais, mas esses resultados
apresentam boa aplicabilidade em musculos de
humanos. Sabe-se que as fases do processo de
regeneracdo sao similares entre os mamiferos, por-
tanto, entre ratos e humanos, ocorrendo apenas
diferenca temporal em relacdo a duragdo do pro-
cesso, sendo nos homens mais longo (10).

A andlise histoldgica mostrou que apos
3 dias de lesdo as fibras do musculo contundido
apresentaram diferentes estagios celulares. Assim,
foi observado sinais precoce de lesdo, evidencia-
do por meio da infiltracdo celular, e sinais de fi-
bras ja em regeneracdo, como basofilia e fibras
com nucleo centralizado e nucléolo proeminente,
sinais caracteristicos de alta sintese protéica (7).

Sabe-se que a vascularizagao tem impor-
tante relagdo com a regeneracdo (22). Deste modo,
as fibras que apresentam maior suprimento san-
guineo podem estar em estagio de regeneracdo
mais avancado. Além disso, a diferenca nos sinais
de lesdo observada entre as células pode ser de-
corrente da maior severidade da lesdo em alguns
feixes, ou seja, naqueles lesados diretamente pelo
impacto.

Trabalhos prévios na literatura mostram
gue apbs contusdo o musculo encontra-se total-
mente regenerado entre o 14° e 24° dias (1, 23).
Entretanto, esses dados ndo condizem com os re-
sultados do presente trabalho, pois além de fibras
regeneradas, o musculo analisado apés 28 dias ain-
da apresentou incidéncia de fibras lesadas.

Além da lesdo, também foi evidenciada
area de fibrose, sugerindo comprometimento da

capacidade funcional do musculo. Sabe-se que o
processo natural de reparo tecidual envolve um
complexo balango entre regeneracdo e formacgao
de tecido de cicatrizacdo (24), sendo alguns
determinantes do aparecimento da fibrose o com-
prometimento vascular, a severidade da lesdo e
ma intervencao realizada posteriormente a ela
(8,10).

Conclusao

Com base no exposto, sugere-se que as
mudancas morfoldgicas do musculo apés lesdo,
como observadas neste estudo, sejam acompanha-
das de comprometimento da performance muscu-
lar. Assim, sdo necesséarios cuidados tanto a curto
(3 dias) quanto a longo (28 dias) prazo ap6s con-
tusdo, uma vez que o musculo tibial anterior apre-
sentou fibras em regeneracdo em ambos periodos,
sendo, portanto, mais susceptivel a recidivas.
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