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Este trabalho visa, através da técnica de Biontdomia Ultrassbnica (BMU),
acompanhar o processo de degeneracao-regenerars@aéente de lesédo por laceracao
induzida nos musculos gastrocnémio (GAS) e sols@lj de ratos. As imagens de
BMU (40 MHz) foram usadas para a caracterizacambédaanica do tecido muscular
pela quantificacdo do angulo de penacgao (AP) eseape muscular (EM). Os animais
foram distribuidos em 3 grupos: GV=grupo de validade (n=5), GG=grupo de leséo
no GAS (n=6) e GS = grupo de lesdo no SOL (n=5§\Dfoi usado para analise da
variabilidade e confiabilidade das medidas (coefitds de variagdo de 9,37 e 3,97%
para AP e EM, respectivamente). Os ratos de GG &fa submetidos ao protocolo
de lesdo nos musculos GAS e SOL da pata direispeoctivamente. Foram obtidas
imagens de BMU dos musculos das duas patas nasc@esdantes e apos lesao
(imediatamente, 7, 14, 21 e 28 dias). Para a gaidasionada, o AP aumentou em 28
dias: de 10,68 para 16,53° (GG) e de 9,65 para614@S) (p<0,05 para os dois
grupos). Adicionalmente, houve tendéncia de aumdat&M: de 2,92 para 3,13mm
(GG) e de 2,12 para 2,35mm (GS). A pata lesionadatewe os valores pré-leséo.
Sugere-se uma resposta hipertréfica compensatfajatativa a condicdo de sobrecarga
aumentada na pata saudavel. Os dados indicam @MUapermite a discriminagédo
qualitativa e quantitativa do musculo nas condigglavel e em diferentes momentos

apos a leséao.
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This work aims the use of Ultrasound BiomicroscdpyM) to follow up the
degeneration-regeneration process due to a lageremjury induced in gastrocnemius
(GAS) and soleus (SOL) muscles of rats. UBM (40Mlimpges were acquired and
used for biomechanical characterization of musctiksue through pennation angle
(PA) and muscle thickness (MT). The animals wergrithuted in 3 groups: VG=
variability group (n=5), GG=gastrocnemius injuredgp (n=6) and SG=soleus injured
group (n=5). VG was used to assess data varialaliy reliability (coefficients of
variation of 9.37 and 3.97% for PA and MT, respagt). GG and SG rats were
submitted to the injury protocol in GAS and SOL wlas of the right legs, respectively.
UBM images of muscles of both legs were acquiretth@tfollowing conditions: before
and after injury (immediately, 7, 14, 21 and 28gJayt was observed an increase of PA
for the non-injured leg 28 days after injury fortlbh@roups (GG= 10,68 to 16,53° e SG
= 9,65 to 14,06°; p<0.05). Additionally, MT hadentlency to increase (GG = 2,92 to
3,13mm e GS = 2,12 to 2,35mm). Injured legs maethi PA and MT pre-injury
values. It is suggested a compensatory hypertropgsponse due to the overload
condition imposed to healthy leg. The results iatkcthat UBM allows qualitative and
quantitative muscle differentiation among healthg anjured muscle at different stages

after lesion.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

A biomicroscopia ultrassénica (BMU) € uma técnieagegracdo de imagens de
alta resolucédo cuja importancia e aplicabilidaderdnciada tém sido evidenciadas por
muitas pesquisas, nas areas medica e biologicambldicina, suas aplicacbes e
resultados mais notaveis podem ser encontradodreas de: oftalmologia, ultrassom
intravascular, dermatologia, entre outras [1, 2@Bprincipal objetivo de sua aplicacéo
na medicina consiste em prover imagens de altdugggn de tecidos saudaveis e
doentesjn vivo, fornecendo informacdes importantes sem a neeasside bidpsia do
tecido. No ambito da biologia, as pesquisas busmeompanhar o desenvolvimento de
pequenos animais em estudos longitudinais e aigoartir dos dados obtidos das
imagens, modelos de doencas e leses humanas.

As frequéncias utilizadas na maioria das aplicag@emm de 40 a 60MHz, o
gue possibilita uma resolucéo, em profundidadeyrdam de micrémetro$IE30um em
50MHz) [3, 4, 5], obtendo para pequenos animaisgena similares aquelas dos
equipamentos de ultrassom usados para diagnédedesdes musculares em humanos.

A ultrassonografia de alta resolugdo se diferenpela conjuncdo de
caracteristicas importantes: geracdo de imagens reswlucdo microscopica, nao-
invasividade, visualizacdo de tecidos vivos em t@mgal e baixa profundidade de
penetracdo (em virtude da frequencia ultrasson@eea). Tais caracteristicas indicam
o potencial de sua utilizacdo para gerar imagerteaddo muscular esquelético usando
modelos animais.

Sabe-se que o musculo esquelético possui uma grapdeidade regenerativa
[6, 7, 8,9, 10, 11] . Todavia, 0 acometimento ekdes graves e/ou sucessivas (muito
comum em atletas competitivos) acarreta em um deldegeneragao-regeneragédo que
pode levar o individuo a perda de funcdo muscubsw quadro de fibrose [6, 7, 9, 11].
Isto pode gerar graus significativos de perda g@acdade motora que esta associada a
um maior tempo de recuperacao e a impossibilidadebter desempenhos compativeis
no ambito profissional.

As caracteristicas funcionais do musculo esquel&@o altamente influenciadas
pela arquitetura muscular, terminologia utilizadaargp referenciar algumas
caracteristicas estruturais como o arranjo dasdilnusculares relativas ao eixo de
geracdo de forca do musculo [12], além de outrasoco comprimento da fibra e

espessura muscular. As relacbes das caracterigiicagcanicas da arquitetura sao



2

importantes no que diz respeito a estimativa dedyg@&o de forca muscular, e,
consequentemente, na sua funcdo. As relacdes dongafimento e forcal/velocidade
dependem do arranjo especial das fibras no mussagjoelético [12, 13,14, 15, 16, 17].
O angulo de penacédo (AP) esta relacionado com atigade de tecido contratil e,
juntamente com o comprimento das fibras, influereciaapacidade de producédo de
forca, a velocidade de encurtamento do musculo erapriedades elasticas do
complexo musculo-tenddo, quando consideradas tand®mropriedades fisicas do
tenddo. Estes parametros arquitetdnicos, iniciaineredidos em cadaveres, tém sido
quantificados através de técnicas nédo-invasivasmdgens, como 0 ultrassom e a
ressonancia magnética [14, 15, 16, 18, 19, 20, 21].

Esta dissertacdo consiste na avaliagdojivo, da extensdo e da gravidade da
lesdo muscular, assim como do processo de regé@oeragsando O ratoRattus
norvegicus (Berkenhout, 1769), como um modelo animal, tendo wista a
probabilidade de éxito e a importancia dos dadetepdidos com o uso da BMU para a
obtencdo de imagens de ultrassonografia de altdugd® que serdo usadas para o
acompanhamento do desenvolvimento do mdusculo, guast suas caracteristicas
anatdmicas e biomecanicas.

A metodologia empregada consiste na analise dagemsade BMU do tecido
muscular e a conseguinte caracterizacdo biomegéanie@ o, deste tecido através da
quantificacdo dos seguintes parametros: anguleedagdo e espessura muscular (EM).
Embora haja muitos estudos sobre os diferentess tg® tratamento propostos
objetivando a reducdo do tempo de recuperacaoetomo ao estado anterior a lesédo
(sem sequelas ao tecido) ndo foram encontradotosetoobre o acompanhamento
longitudinal dos mesmos individuos apds a lesddodea controlada, ou seja, com
protocolos de lesdo e desenhos experimentais geididA BMU permite que este
acompanhamento seja realizadovivo e em individuos submetidos ao mesmo tipo de
leséo, além de possibilitar a quantificacdo dematés biomecénicos e suas alteragbes
no processo de degeneragao-regeneracao duraatedrdads diferenciados.

Por fim, outra vantagem deste estudo deve-se ao dat que o0 musculo
esquelético figura entre os melhores tecidos adapt@o exame ultrassénico [22]
devido a possibilidade de abordagem multiplanangversal e longitudinal), a étima
resolucdo espacial e definicdo da estrutura muscela facilidade de obtencdo de
imagens em condi¢cOes ativas e passivas, dinamiestatdcas. A disponibilidade, o
baixo custo e a facilidade experimental tornamcait@ de ultrassom superior a de

ressonancia magnetica, principalmente no que seerab acompanhamento de lesfes e
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processos de regeneracdo com seus problemas meldes) tais como fibrose,
hematomas, e outros [22, 23, 24, 25, 26].

As avaliagbesin vivo, incluindo a ultrassonica, trazem um diferenciak a
resultados tradicionaig vitro, j& que a funcdo muscular € analisada no contexto
fisiolégico real, com preservacdo das estruturasculares, neurais e demais
componentes musculo-esqueléticos.

O capitulo 2 desta dissertacdo apresenta uma oedéséiteratura acerca do uso
da técnica de BMU, a caracterizagcdo biomecanicacuhaus em condi¢cdes de uso
aumentado e desuso e o papel da ultrassonografigatiacéo de lesbes. O capitulo 3
descreve os fundamentos tedricos dos conceitosdsasierentes ao tema. Ja o capitulo
4 detalha os materiais e métodos utilizados na gagperimental da pesquisa, enquanto
o capitulo 5 apresenta os resultados obtidos. Nituta 6 € apresentada uma discussao
baseada nos resultados e sua relacdo com a litergitente e com os fundamentos

tedricos e, finalmente, o capitulo 7 finaliza esditacédo com as conclusdes.



CAPITULO 2
REVISAO DA LITERATURA

O ultrassom de alta frequéncia para a imagem deoastruturas ja existe desde
os anos 30, quando Sokolov foi o primeiro a praponicroscopio acustico [27]. Nos
anos 70 houve uma grande esperanca com a aplileaglida microscopia ultrassénica,
através do desenvolvimento do microscépio acugtieovarredura laser [28] e do
microscopio acustico de varredura [29]. Esperavgegeo contraste (maior cerca de 2
ordens de magnitude se comparado com o contrasieo e tecidos), inerente a
microscopia acustica, complementasse os resultaotaos com a microscopia oOptica.
Entretanto, isto ndo se verificou. Pelo fato darasicopia Optica ja estar estabelecida
como uma ferramenta de rotina, a microscopia a@isfio teve seus periodos de gléria.
Somente a partir do final da década de 80 a wddizalo ultrassom em alta frequéncia
voltou a ser considerada. Tal situacdo ocorreu adigima, pela possibilidade de se
utilizar a microscopia acustica na obtencdo de @nagle tecidos vivos. As aplicacdes
clinicas logo se sucederam na oftalmologia [30], dermatologia [31], e
ultrassonografia intravascular [32].

A grande promessa oferecida pela BMU consiste nasilptidade de
visualizacdo e caracterizacao de tecidos ndo scip&fsem a necessidade de bidpsia e
conta com a possibilidade técnica da construcatrasesdutores miniaturizados para
aplicacdes intracavitarias ou endoluminais.

A BMU legitimou sua importancia em diversas areasnagedicina, como a
dermatologia e a oftalmologia, mas nao existentaglada obtencdo de imagens em
tempo real en vivo do musculo esquelético do rato. No entanto, outraisalhos
indicam a possibilidade de se obter éxito na olfiemigssas imagens, usando ultrassom
de alta resolucdo. Por exemplo, a BMU ja foi ussalésfatoriamente para estudar o
desenvolvimento embrionario através de imagensutero de pequenos animais
(comumente sao utilizados camundongos) .[#8]grande relevancia destes estudos
reside na possibilidade de compreender 0s mecasig@ioeticos e 0S processos de
diferenciacéo celular que levam a evolucao dosatites 6rgaos. Estes conhecimentos
podem propiciar a determinacdo da origem de mdi@scas, e o estabelecimento de
tratamentos adequados. Por exemplo, Olssbral. [4] utiizaram a BMU para
acompanhar o implante de células no tubo neurakrdbribes de camundongos, e
analisaram modificacfes na expressao genética tduoadesenvolvimento do sistema

nervoso central. Liet al [34] usaram a BMU para guiar o implante de céltdgato no
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tubo neural como nas estruturas progenitoras dosbmos, observando as alteracdes no
desenvolvimento destas. Turnbefl al [35] estudaram o desenvolvimento do tubo
neural e algumas alteracdes genéticas, consegueadiucdes de até gt (frequéncias
entre 40 — 100 MHz), e construindo imagens 2D e Afhu et al [36] utilizaram a
BMU para visualizar o embrido em tempo real, dwantnjecdo de meio de contraste
no coracdo. Estudos do desenvolvimento do globtaode embrides de camundongo
foram realizados por Fostet al.[3] usando a BMU. Wittet al [37] utilizaram a BMU
para descrever a organizacao e a coordenacaorde fitusculares individuais de ratos,
avaliando os efeitos da fadiga em testesivo.

Embora ndo existam relatos da obtencéo de imagensrepo real én vivo do
musculo esquelético do rato, outros trabalhos amdiesta possibilidade. O ultrassom
de alta resolucédo ja foi empregado para deternesées musculares em coelhos [38] e
para descrever a coordenacdo de fibras musculad#giduais de um rato e um
camundongo, durante contracdo isométrica [37].

Sabe-se que o musculo esquelético possui uma grapdeidade regenerativa
[6, 7, 8, 9, 10, 11]. O acompanhamento das mudamgafologicas provocadas pela
lesdo e pelos diferentes tipos de tratamento au&ia vivo € um grande passo na
busca pelo esclarecimento dos mecanismos inereaegprocesso degeneracao-
regeneracdo. SA0 muitos os tratamentos proposgesvahdo a reducdo do tempo de
recuperacao e o retorno ao estado anterior a $esAceqielas ao tecido.

A possibilidade de comparar valores quantitativogelaciona-los as etapas do
processo de regeneragdo muscular € outra grandageam da técnica de BMU. A
caracterizacdo biomecanida, vivo, deste tecido através da quantificacdo do AP e da
EM é comumente realizado em humanos [14, 15, 1618,719, 20, 21, 39, 40] e € um
avanco no sentido de compreender a resposta raustahte de uma lesdo e de um
processo degenerativo. Tais parametros biomecas@msonhecidamente variaveis de
entradas de modelos musculares para estimativaforda e avaliagdo da funcéo
muscular [15, 41, 42, 43], e o rastreamento dasifioacbes dos mesmos permitira
inferir sobre o quadro de leséo e a recuperacdeailto.

O estudo da arquitetura muscular é de grande idmpoe funcional, ja que
permite a avaliacdo da relacdo entre estruturanedfu dos musculos, ou seja, a
avaliacdo do grau de adaptacdo do aparato muspala condicbes de cargas
aumentadas ou reduzidas [14, 39, 40].

Até pouco tempo atras, o conhecimento sobre atatqra muscular humana era

baseado em medidas realizadas em cadaveres [44ds dibras musculares
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encontravam-se, normalmente, encurtadas devido &odm de fixacdo e pela idade
[45]. Com a introducdo de técnicas de imagem né@asimas, tornou-se possivel o
estudo da arquitetura muscular vivo em repouso e suas mudancas durante o
movimento [15, 46, 47, 48]. As duas técnicas qupregaram as mais Uteis para este
propodsito foram a ressonancia magnética e a ultnagsafia.

Ha na literatura um namero crescente de estudasedesndo a utilizagcdo do
ultrassom convencional de imagem para avaliacacsistema musculo-esquelético
humano em diferentes aplicacdes, desde a caraai@oibiomecanica até a avaliacdo de
lesbes [23, 26, 49, 50, 51, 52, 53, 54]. A possidile conferida por imagens
ultrassdnicas de acompanhar mudancas nas cardcasrigstruturais do musculo até
mesmo durante o movimento é de extrema importaadiem sido explorada cada vez
mais.

Diversos tipos de anormalidades musculares podem dseectadas pela
ultrassonografia. Imediatamente apos uma lesdoatoemas sdo vistos nas imagens
ultrass6nicas com contornos irregulares e hipoesdén relagcdo ao musculo, embora
possam, por vezes, ter uma ecogenicidade similartécido circundante. Neste caso ha
um diagndéstico equivocado de aumento do volume atars{23,52]. Dois a trés dias
depois da leséo, o fluido sera anecoico e, made tgodera se formar uma cicatriz
hiperecoica, possivelmente associada a calcifisag®8, 24, 52]. E comum a
visualizagcdo de regibes ecogénicas, sem definigh@scantes e com padrao
heterogéneo, nas lesdes reincidentes ou crénicashirdotoet al. [52] sugerem a
utilizacdo do ultrassom de alta resolucéo paracdatede rupturas de grau |, nas quais a
lesdo ndo € severa e as alteragBes comprometemsageestruturas microscopicas do
musculo (as fibras ao invés dos fasciculos).

Vérias condicbes anormais, como cicatrizes, cistososite ossificante, podem
ser desenvolvidas apds a recuperacdo de uma ruptuszular. Cicatrizes séo
irregulares ou anormalidades de forma estelar mgem ultrassonica que ndo mudam
sua aparéncia com a contracdo muscular. Cistosutanss aparecem como estruturas
ovais ou circulares anecoicas ou hipoecoicas befimides e podem ter paredes
espessadas [23, 52].

De acordo com Van Holsbeeost al [22], o papel da ultrassonografia
relacionado a regeneracdo muscular reside em reés.&rimeiramente, na avaliacdo
da extensdo da lesdo e na mensuracdo da separdg@@® margens normais, pois
quanto maior o percentual de comprometimento mascuhaior € a proporcao de

aparecimento de cicatriz tecidual. O segundo pegieie-se a determinacédo do estagio



7

do processo de cura, demonstrando possivelmenteeenghimento da cavidade
hemorragica por um tecido hiperecdico relacionado paocesso de regeneracao.
Finalmente, a ultrassonografia tem como funcéoatismao da magnitude de formagao
cicatricial, ja que cicatrizes fibroticas sdo vimeadas como zonas hiperecoicas dentro
do musculo e estdo sempre presentes quando adegéave. A importancia desta
funcao justifica-se pelo fato do risco de recorigie lesdo ser proporcional a extensao
de tecido cicatricial fibroso residual no muscua]f

Apesar dos muitos estudos envolvendo a avaliagéplatticidade do tecido
muscular sob condi¢cbes diferenciadas e a analisenakrulo lesionado através de
imagens de ultrassom convencional, ndo foi pos&rebntrar na literatura pesquisas
gue quantificassem as caracteristicas biomecanitaste de um processo de
regeneracdo desencadeado por protocolo de lesdwolado com metodologia
confiavel, e com acompanhamento longitudinal desagdes estruturais internas do
musculo.

A utilizacdo da BMU para qualificar o aparecimeata modificacéo dos tecidos
fibrosos e conectivos e quantificar as caractedstbiomecéanicas do musculo podera

ser feita através da analise das imagens e suacéecho longo do tempo.

2.1 OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo é a caracterizaighodzanica do tecido muscular
do triceps sural (TS) de ratos saudaveis e subosetid protocolos de lesdao por
laceracdo induzida, assim como o acompanhamentpladdicidade da arquitetura
muscular no processo de regeneracao deste tetideesade imagens ultrassbnicas de

alta resolucéo.

2.1.2 Objetivos Especificos

» Quantificar as caracteristicas da arquitetura masao triceps sural de ratos -
espessura muscular e angulo de penacéo — obtisasagens de ultrassom;

e Quantificar a variabilidade das medidas realizadas imagens ultrassénicas
pos-processadas com o software apropriado e anaisafluéncia desta

variabilidade nos resultados:
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o Avaliar a variabilidade de tais caracteristicas @iferentes posicoes
articulares (posicdo neutra e extensdo maxima doozelo) e em
diferentes dias de testes;

» Descrever as caracteristicas da arquitetura muscesgpessura muscular e
angulo de penacgéo em condi¢cbes de presenca e iaudénesao;

» Acompanhar e rastrear modificacées no tecido mas@&sdquelético, durante o
processo de regeneracdo da lesdo por lacerac@vésatdas imagens de

ultrassom;



CAPITULO 3
FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 BIOMICROSCOPIA ULTRASSONICA

3.1.1 Sistema de BMU para imagem de alta resolugao

Um equipamento de BMU se assemelha a um instrumdatailtrassom
convencional que opera no modo B. A diferenca foretdal reside na alta frequéncia
usada para a biomicroscopia, o que lhe confere rmaoaler de resolucdo. Em
contrapartida, a profundidade de penetracdo dassibm em tecidos biolégicos diminui
drasticamente, ja que o coeficiente de atenuca@iatancom a frequéncia de uma forma
exponencial. Ha também uma dependéncia do coedfcol atenuacdo com o tipo de
tecido bioldgico. Tecidos estruturais, como a pelparedes arteriais, tendem a ter
coeficientes de atenuacdo maiores, enquanto a &is€ornea tém perdas minimas de
sinal, aproximando-se do comportamento da aguae€anismo fisico exato para tais
diferencas ndo € completamente entendido, mas eewmacdo e organizacdo de
coladgeno e outros proteinas estruturais sao fatofstantes [2].

A utilizacdo da ultrassonografia de alta resolueéo medicina se estende de
frequéncias inferiores, da ordem de 20MHz, comocasm da caracterizacdo da pele e
da parede arterial, até 60MHz para as aplicacoesf@mologia. Para a frequéncia de
30MHz e usando um transdutor com foco natural etataede 0,5mm, operando na
agua, consegue-se profundidade de campo com 2,5mspkicdes lateral e axial de
250 e 6Qm, respectivamente. Essas resolucdes sdo compacrei as obtidas pela
microscopia por ressonancia magnética, com a guadissegue resolucdes da ordem de
75um. Para um transdutor operando em 100MHz, focalizastes valores se reduzem
para 1,6mm, §0m e 1%um, respectivamente [2]. Portanto, para frequénonass
elevadas a resolugdo do ultrassom se aproxima kdagierecida por microscopia
Optica. Dai denominar ultrassonografia de altauéegia, aplicada na visualizacdo de
tecidos vivos por: biomicroscopia ultrassénica (BMUuhicroscopia ultrassénica por
retroespalhamento, ultrassom de alta frequéncentdo ultrassom de frequéncia muito
elevada.

A escolha das especificacbes do sistema de BMUndepea natureza da
aplicacdo e das propriedades acusticas dos teegpmsificos que serdo estudados. A

melhor imagem possivel de qualquer equipamentoltiassom € determinada pela
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frequéncia, geometria do transdutor e pelas prdades do tecido em acordo com as
leis da difracao [2].

A resolucdo de um sistema de imagem de ultrassoefidda pela distribuicdo
do feixe ultrassonico (resolucéo lateral) e pelaciio ou largura de banda do pulso de
onda emitido no meio de propagacéao (resolucao)axial

A resolugéo lateral R, , que normalmente é a resolugéo limitante, pode ser

estimada pela geometria do transdutor e pela freg@é central do pulso

caracteristicado do mesmo. Para transdutores owatiZacéo esférica, € calculada por:

distanciafocal

= A_Ernﬂmero’ (1)
aberture dotransduto

Ra =4

onde A é o comprimento de onda relativo & frequénciarabdb espectro do pulso de

onda emitido no meio «f € a razao entre a distancia focal e a abertura do

ndmero

transdutor £ o diametro do transdutor). Em um ultrassom coneeat de frequéncias
de 3,5MHz, um transdutor tipico d&,,..,=  Z®ssui uma resolugéo lateral da ordem

de 1Imm. Se a frequéncia for aumentada para 50Mifzsaucao lateral melhora para
75um. O custo de uma resolucdo melhorada é a redacarofundidade de penetracéo
que, por exemplo, passa de 10 a 20cm para lcmregséhcias de 3,5 e 50MHz,

respectivamente [31].

A resolugéo axial,R,, €, na maioria dos casos, significativamente rmetiwo

que a resolucgdao lateral e proporcional ao inveesstadjura de banda do pulso de onda
emitido no meio. Um transdutor tipico de alta f@&gtia com uma largura de banda de
40% e uma frequéncia central de 30MHz permite wesalucéo axial de 63um, quando

0 meio de propagacéo é a agua. Em termos teoiR;p®, determinada como segue:

c

= 2BW’ @

Rux

onde c é a velocidade de propagacdo da onda no m&weé a largura de banda do

pulso de onda transmitido ao meio.
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A profundidade de campd)OF , a qual representa a regido util ao longo do
feixe emitido pelo transdutor para a obtencdo dagens, para transdutores com

focalizacéo esférica € determinada por [2]:

DOF =70 02 ... (3)

Embora possa parecer que mudancas simples ndutanpermitirdo aumentos
significativos na magnitude da resolucdo, outrowrés importantes devem ser
considerados em frequéncias altas, como a pergeeretracdo e de profundidade do
campo, e questdes acerca da confec¢éo dos traresiuto

Tipicamente, sistemas de BMU que utilizam transchgt com focalizacao
esférica operam limitados a profundidades de pagé@ire de campo da ordem de 10 e

1,5mm, respectivamente.

3.2 MUSCULO ESQUELETICO

As fibras musculares séo, basicamente, as unideolesateis do musculo
esquelético, sendo individualmente circundadasupta camada de tecido conjuntivo e
agrupadas em feixes para forma-lo, como se podendrsna Figura 2. Este tecido
conjuntivo fibroadiposo, que circunda um feixe muag € denominado perimisio e/ou
aponeurose e sua juncdo nas extremidades muscideres os tenddes, cuja principal
funcdo é a de inser¢cdo do musculo no 0sso.

As fibras musculares podem estar organizadas ealefigrou formando uma
estrutura penada, unipenados ou bipenados, conapameurose central. Esta estrutura
penada é bem demonstrada em imagens ultrassonésaguais os feixes de fibras sao
visualizados em zonas hipoecoicas e o perimisimdorhas hiperecdicas separando 0s
fasciculos (Figura 2). O epimisio, fascias, nensstendbes também aparecem

hiperecodicos em relacédo ao musculo [22, 26, 52].
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perimisio epimisio tendao

e VASOS
\sanguineos

%—cndnmisio
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fibra
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Bixe  (eatuln

endomisio

A B

Figura 3.1 — (A) Relagdo do musculo esquelético cenossos e tecidos conjuntivos
fiborosos dos tenddes e (B) imagem ultrassbnicaMMdZA de tecido muscular

esquelético do TS de humano.

3.2.1 Triceps Sural

O Triceps Sural constitui um conjunto de musculostgriores da perna
formado pelo gastrocnémio (GAS) e o solear (SOlogssBi diversas caracteristicas
especificas na compreensdo de padrées fundametgaimarcha, equilibrio, entre
outros. O GAS é dividido em duas porcdes: late@l)(e medial (GM). Ambas
compdem as partes mais superficiais do TS e ermorde bem proximas a pele. O

SOL, por sua vez, € mais profundo.

3.2.2 Anatomia Muscular em Ratos

A anatomia muscular nos ratos € similar, em véag®ectos, a dos humanos.
Como pode ser visto nas Figuras 3.2, 3.3, 3.4 ee3afraves de dissecacdes realizadas
no Instituto de Biofisica da UFRJ (Figuras 3.6,8.3.8), o TS apresenta caracteristicas

conformacionais e anatbmicas similares.
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Figura 3.2 — Estruturas do rato assinaladas: ($fiddlombodorsal; (2) gluteo
superficial; (3) biceps femoral; (4) semitendinoR&produzido com autorizacdo do

autor e retirado de http://www.personal.psu.edd/@@s anatomy/rat/index.htm.

Figura 3.3 - Musculos do rato assinalados: (1)egliguperficial (refletido); (2) gluteo
médio; (3) piriforme ; (4) semitendinoso; (5) bisegemoral (refletido); (6)
semimembranoso; (7) vasto lateral; (8) gastrocnéRéproduzido com autorizacdo do

autor e retirado de http://www.personal.psu.edd/@@ganatomy/rat/index.htm.
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Figura 3.4 - (A) Esqueleto 6sseo do rato e (B) mldscsuperficiais que o recobrem. A
seta indica 0 GAS. Reproducéo autorizada pelaraditoetirado de [53].
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Gastrocnémio

Biceps Femoral Lateral

(A) (B)
Figura 3.5 - Detalhamento da musculatura do menmbeoior do rato. (A) musculatura
superficial da parte proximal da perna e (B) musticud profunda da parte proximal da

perna. Reproducéo autorizada pela editora e retatad53].

As fotos obtidas durante a dissecacdo mostram tesisticas importantes da
anatomia muscular do grupamento do TS, tal comoosicipnamento de seus

componentes, que possuem seus analogos nas inpgeitss pelo sistema de BMU.

Figura 3.6 - Biceps femoral sendo descolado peasaalizacdo dos musculos mais
profundos do TS.
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Figura 3.7 - Visualizacdo dos gastrocnémios mediateral.

Figura 3.8 - Visualizacédo dos gastrocnémios mediateral, e solear.
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3.3 CARACTERISTICAS BIOMECANICAS

As caracteristicas biomecéanicas do musculo edipelésdo ferramentas
importantes para categorizd-lo e para estimar wughb, servindo como parametros de
entrada para diversos modelos matematicos de g&alilncional, principalmente da
forca muscular [15, 17, 18, 20, 41]. Destas, destase as caracteristicas
arquitetbnicas, tais como o angulo de penacdo, kprapto do fasciculo, espessura
muscular, area de secc¢do transversa anatdbmicmlédisa, e volume muscular, muito
pesquisadas na atualidade com variados objetigaogug¢ influenciam a contratilidade
muscular e as propriedades mecéanicas do complesoculogtenddo. Maganares al.
[41], por exemplo, apresentaram um modelo geral paaliar as caracteristicas torque-
angulo em musculos esqueléticos humanos e suasiboitdes individuais para a
producdo de forca de um grupamento muscular emrag@a isomeétrica maxima,
utilizando parametros como volume muscular, bragdodca, e angulo de penacao. Os
mesmo autores [19] ressaltam a importancia denrdgdes precisas sobre o angulo de
penacdo, importante em dois tipos de analise: gquaniwrque que um musculo pode
produzir é calculado a partir da predicdo da folganesmo na direcdo de suas fibras e,
inversamente, quando a producéo de forca na didgsidibras € calculada a partir da
capacidade de geracdo de torque do musculo. Fukustagl. [46] investigaram
mudancas no comprimento dos fasciculos e tendd® @ealiar o comportamento
elastico e armazenamento de energia do tendao tdueamarcha, dados que séo
utilizados para estimativa da forca muscular deraatividades funcionais e que
também foram avaliados por outros autores paraigdesl distintas de corrida [54],
treinamento isométrico [55] e saltos verticais [56]

O uso de técnicas nao-invasivas de aquisicdo dgeinsa como o ultrassom,
parece promissor para o estudo de adaptacdes dnulm@Esquelético a condicbes de

uso aumentado ou desuso na saude e na doen¢8[38, 31, 54, 55, 57].

3.4 ARQUITETURA MUSCULAR

3.4.1 Definicdo e Implica¢fes Fisiologicas

A terminologia arquitetura muscular € utilizadagoaeferenciar o arranjo das

fibras musculares relativas ao eixo de geracacodm fdo musculo [24], e possui um

papel primordial na determinacdo de suas caramtadsfuncionais. As relacdes
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geomeétricas formadas pelo arranjo das fibras sgmwriiantes no que diz respeito a
estimativa de producdo de torque por qualquer nhdis@ consequentemente, na
descrigao de sua fungao.

Musculos esqueléticos podem ser constituidos dasfiparalelas ou penadas.
No primeiro caso, as fibras correm paralelametitgha de acdo muscular, enquanto no
segundo as fibras estdo dispostas obliguamentéa tle acdo e se inserem no tecido
conjuntivo (aponeurose interna) formando um angthemado angulo de penacéo [12,
13, 16, 19, 20].

As relacdes forca-comprimento e forca-velocidader®irtamento do musculo
esquelético dependem deste arranjo especial das.fid angulo de penacao relaciona-
se diretamente com a quantidade de tecido congratilunidade de area muscular e
juntamente com o comprimento da fibra, reflete ay@acidade de producgéao de forga, na
velocidade de encurtamento do muasculo e nas pdautes elasticas do complexo
musculo-tendao

Normalmente, um musculo penado possui fibras comones comprimentos o
gue significa uma menor quantidade de sarcomemggde funcional muscular) em
série se comparada com a de uma fibra longa de Ustuio paralelo ou fusiforme
(Figura 3.9). Segue que, para 0 mesmo valor alssdeitreducdo do comprimento da
fibra, o encurtamento relativo por sarcébmero serdompara uma fibra curta.
Consequentemente, uma pequena alteragdo no comfwirde um musculo penado
pode significar que 0 mesmo deslocou-se o sufigipata encontrar-se em uma posi¢cao
desvantajosa para geracdo de forca (encurtamed#),acordo com a curva
comprimento-tensdo. No entanto, como vantagems esfisculos possuem mais fibras
dispostas em paralelo e o numero de sarcOmerospkessivamente aumentado,
apresentando uma area de secao transversa fismldgirmalmente maior do que a dos
musculos paralelos (Figura 3.9). Este fato permitea maior producdo de forca

normalizada pela massa muscular [12, 20].
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FL

Figura 3.9 - Representacdo esquematica de doisulo@scom diferentes arquiteturas
musculares. A: musculo com fibras curtas e graneie de seccédo transversa fisiologica
e (B) musculo com fibras longas e pequena areadgms transversa fisioldgica. FL =
comprimento da fibra. CSA = area de seccao trasavioldgica. ML = comprimento
do musculo. Reproducao autorizada pelo autoracdgide [12].

Os efeitos da arquitetura muscular sobre as caistatas de forca-velocidade
foram estudados por Specetral [58] nos musculos solear e gastrocnémio medial de
gatos. Estes musculos diferem significativamenteamaposicéo de fibras desse animal
(o SOL é composto totalmente por fibras lentas@\wb tem alta proporcéo de fibras
rapidas), AP (GM: 21° e SOL: 6°), e comprimentdidea (GM: 20mm e SOL: 37mm).
Estes autores encontraram para o GM uma velocidedéma de encurtamento dos
sarcOmeros trés vezes maior relativamente ao Sfkapelmente devido a atividade
da miosina ATPase ser 2,6 vezes mais intensalmas filo GM. No entanto, devido as
diferencas no angulo de penacdo e comprimento la, fia velocidade maxima
desenvolvida pelo GM no tendao calcanear foi soenéri vezes maior do que a do
SOL. Similarmente, o pico de tensdo isométrica tbr® tendao foi quase cinco vezes
maior que o do SOL. Entretanto, depois de normddigaas diferencas do volume
muscular, comprimento da fibra e angulo de penagfdndices de tensdo especifica
(forca por area de secéo transversa das fibragsdésis musculos foram similares. Ao

analisar tais resultados, fica evidente a influnda arquitetura muscular nas
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caracteristicas de forca-velocidade de musculosiedsticos em mamiferos e a
indicacdo de que os parametros arquitetdnicos amseronsiderados, isolada ou
conjuntamente, para relacionar a estrutura muscolarsuas caracteristicas funcionais
sdo: espessura muscular, angulo de penacéo, coempoirda fibra e distancia entre as

aponeuroses, dos quais, os dois primeiros ser&otdesem detalhe posteriormente.

3.4.2 Angulo de Penacéo

O angulo de penacao refere-se a organizacdo das filusculares, e pode ser
entendido como o angulo agudo relativo formadoeematraponeurose principal do
musculo (aponeurose interna), que possui a mesreg@adi da linha de tracdo, e as
fioras musculares [12, 16]. E facilmente identifielinas imagens de ultrassom, como

pode ser visto na Figura 3.10.

Figura 3.10 - Angulo de penac&®) do gastrocnémio medial de humanos identificado

em imagens de ultrassom (7,5MHz).
3.4.3 Espessura Muscular

A espessura muscular é a distancia perpendiculer as aponeuroses interna e
externa, medida em local de maior didmetro muscdkscrito na literatura a partir de
trabalhos de validacdo com pecas anatémicas oondssia magnética. E visualizada
em imagens transversais ou longitudinais a linhagio muscular [12, 16] (Figura
3.11).
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Figura 3.11 - Espessura muscular (EM) gastrocnémio medial de humanos
identificado em imagem transversal de ultrasso®MWAz). A reta azul corresponde a
distancia perpendicular entre as aponeuroses exéeimmerna e o comprimento da reta

estd indicado dentro do circulo azul.

Ha alguns estudos que descrevem o0s parametrosqdietura muscular em
ratosin vitro [17, 59]. Mais recentemente, Erg al. [60] realizaram uma pesquisa
abrangente inter-relacionando as caracteristicasidnanicas dos muasculos da parte
posterior do membro inferior de ratos, e analisaa@specializacéo funcional de cada
grupamento. Os autores demonstraram grande vadedel destes parametros entre os
musculos, indicando alto grau de especializacdo mdsculos coerente com as
demandas funcionais de cada um.

Em humanos, existem estudos relatando a quanéficatestes parametros
através de imagens de ultrassom de baixa frequéssien como 0 acompanhamento
das mudancas provocadas por diferentes tipos dearmmento nos parametros
arquitetdnicos musculares [13, 14]. Estes estuelpsrtam variacdo nos valores destas
caracteristicas associadas a variacdo passiva daloararticular, indicando a
necessidade de um estudo preliminar para configuartal associacdo ocorre também

em ratos.

3.4.4 Adaptacdo dos parametros arquitetonicos adogbes de uso aumentado e

desuso

A principal relacdo entre arquitetura e funcdo mlsceé a de que a velocidade

de encurtamento e a amplitude de excursédo saompiopais ao hiumero de sarcomeros
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em série, ou simplificadamente ao comprimento tead, enquanto a forca muscular é
proporcional a area de sec¢ao transversa totalrdérsaros, que corresponde a area de
secdo transversa fisiologica (estimativa da areseda@o transversa total das fibras) [12].
Musculos com fibras longas geram maiores velocslaenantém niveis médios de
forca durante grande parte da amplitude de moviopangs com custo metabolico
maior do que aqueles com fibras curtas [40, 61}sddlos que se inserem no tendao ou
na aponeurose com uma dada angulagdo possuem uporadmea de sec¢do transversa
fisiol6gica pois contém mais fibras dispostas mdaahente e, consequientemente, sédo
capazes de gerar picos de forca relativamente ewmido que os gerados pelos
fusiformes [40] (Figura 3.12).
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Figura 3.12 - Propriedades isométricas e isotondasmusculos com diferentes
arquiteturas (como os da figura 3.9). A: relacammomento-tensdo. B: relagao forca-
velocidade. Notar que tensédo tetanica maxima éntopecomum entre as duas curvas.
PCSA = area de secéo transversa fisioldgica. Rapidal com autorizacdo do autor,

retirado de [12].
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A utilizacdo do ultrassom e da ressonancia magn@aca medir parametros da
arquitetura musculam vivo permitiu que pesquisadores relatassem que aumentos
significativos do angulo de penac¢do ocorrem juntaeneom aumentos na area de secdo
transversa ou espessura em resposta a periodosngadbs de treinamento de
resisténcia de alta intensidade [39, 62]. Tal aumero angulo de penacédo e o
conseguinte aumento do material contratii no mascpermite uma elevacdo da
capacidade de forca maxima e é relatado como umaesnismos desta adaptacéo
apos treinamento. Portanto, a arquitetura musgalaace ser altamente plastica, e essas
mudancas parecem contribuir para as alteracoegprassao de forca. Em animais, a
imobilizacdo muscular em uma posicdo alongada,dps ou semanas, resultou em
aumento do numero de sarcomeros em série e do icoempo total da fibra [63, 64,
65], enquanto o alongamento moderado realizadonturd0 minutos por dia foi
suficiente para reduzir ou reverter o encurtamesido fibra que acompanhou a
imobilizacdo em posicbes encurtadas em um muscalaatb [66]. Além disso,
variagbes na sobrecarga muscular (acdes excéntacasncéntricas) em ratos
produziram mudancgas significativas no nUmero dedsaeros em série depois de um
periodo de 3 dias do estimulo de exercicio [67].

Estas evidéncias indicam a possibilidade de adaptad@s caracteristicas da
arquitetura muscular dos ratos quando submetidws protocolo de lesdo, assim como
do membro contralateral ndo-lesionado, responsgekel compensacdo da perda da

funcdo do membro prejudicado.

3.5 LESAO MUSCULAR

As lesbes musculares possuem alta incidéncia @néticantes de atividade
fisica e atletas, sendo passiveis de ocorrer aomiatismo direto, como em contraturas
e estiramentos, ou por causas indiretas, tais caouemia, lesdes neuroldgicas e
distrofias musculares [68, 69].

A alta prevaléncia de lesdes musculares é, de temt@a, compensada pela
grande capacidade regenerativa do tecido musaulgye garante a manutencdo da
funcionalidade da musculatura esquelética [6]. pgia ocorréncia repetida ou grave
implica a submissao do tecido muscular a variow<ide degeneracao-regeneracao, o
que pode levar a uma reducao significativa da famgéscular, além de um possivel
quadro de fibrose, e consequentemente a reducéapd&idade motora e a um tempo

de recuperagéo mais prolongado do que o normab[711, 70].
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Uma revisdo da literatura acerca dos possiveianientos da lesdo muscular
indica que o mais utilizado e que visa a recuperagdtecido muscular € o repouso e a

regressao gradual e assistida da fungcdo musculat[72, 73, 74, 75]

3.6 REGENERACAO MUSCULAR

O mausculo lesionado atravessa, normalmente, uroepso de regeneracado-
degeneracéo composto de 3 fases: destrui¢édo, repansodelagem [6, 7, 9, 10, 70].

A fase de destruicdo € caracterizada pela formagidematoma entre 0s
fragmentos de fibra rompidos, necrose do tecidgenderacdo, e resposta celular
inflamatoria. A fase de reparo inclui a fagocitagetecido lesionado, regeneracédo do
musculo estriado, producéo de cicatriz de tecidwectivo e crescimento capilar. Na
fase final de remodelagem, o musculo regeneradod@®ee e contrai com a
reorganizacdo da cicatriz tecidual [6, 7, 9, 18]. As duas Ultimas fases estdo

normalmente associadas ou sobrepostas, e a Figurdutra eventos destas fases.
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Figura 3.11 - llustracdo esquemética da regenemganulsculo esquelético. Dia 2: os
fragmentos necrosados das miofibrilas partidasoestéido removidos por macrofagos
enquanto, concomitantemente, fibroblastos iniciaforenacdo da cicatriz de tecido
conectivo na zona central (ZC). Dia 3: célulaslgatédo ativadas dentro dos cilindros
da lamina basal na zona de regeneracdo (ZR). Dmai@blastos se fundiram com

miotubulos na ZR, e o tecido conectivo (seta) seoto mais denso. Dia 7: as células
musculares em regeneracao invadem a ZC e comeeatnavassar a cicatriz (seta). Dia
14: a cicatriz da ZC esta ainda mais condensadduzida em tamanho, e as miofibrilas
regeneradas fecham a lacuna da ZC. Dia 21: ashmia$ que se entrelagam estéo
virtualmente fundidas com pouco tecido conectivaaticial se interpondo.

Reproduzido com autorizacdo do autor, retiradorle [
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Embora o tecido muscular retenha sua habilidadegineracédo apos leséo, este
processo tende a ser mais lento em casos gravesiraidentes e, muitas vezes,
incompleto [73, 75]. A recuperagdo completa do mizsesquelético € dificultada pelo
desenvolvimento de fibrose, quadro que apareceatipente na segunda semana apos a

lesédo e aumenta ao longo do tempo [7, 70, 75].

3.6.1 Fase de destruicao

3.6.1.1 Necrose das Miofibrilas

Quando um mausculo é lesionado, uma forca mecanicassiva se estende
através de toda secdo transversa das miofibrilagirée 3.11), rasgando também o
sarcoplasma dos fragmentos de fibra rompidos eaddxassim uma abertura. Como as
miofibrilas sdo longas (especialmente em muscutolbdas paralelas), h4 a ameacga de
gue a necrose iniciada no local da lesé@o se espardado o comprimento das mesmas.
No entanto, existe uma estrutura especifica charbadda de contracéo, formada por
material citoesquelético condensado, que age comosistema de portas contra-
incéndio. Dentro de poucas horas ap0s a lesdmpagacdo da necrose é interrompida
e limitada a um processo local, pois a banda d&agio isola o dano da membrana
plasmatica e forma uma barreira protetora, denaoqdal a membrana pode ser
reparada [7]. Estudos recentes demonstraram queulaess lisossomais inseridas no
local da ruptura da membrana plasmatica agem con@gornembrana temporaria e tém

um papel fundamental no isolamento da membranagparacesso de reparo [6, 7, 9].

3.6.1.2 Inflamacéo

Além das miofibrilas, os vasos sanguineos do ¢éegidscular sdo naturalmente
rompidos, e assim, as células inflamatorias saegsiganham acesso direto ao local da
lesdo (Figura 3.11). O inicio da reacao inflamat@imais tarde ampliado devido a
liberacdo de substancias hormonais pelas céluléktes e pelas partes necrosadas das
miofibrilas, que atuam como quimioatraentes potdizeidores da proliferagcdo de
células inflamatérias [7, 72, 77No interior do musculo lesionado, ha macrofagos e
fibroblastos que sdo ativados e produzem sinaisigtacteis adicionais (fatores de

crescimento, citocinas) para as células inflamasdlém disso, a maioria dos tecidos
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contém tais fatores armazenados sob uma formaanamn sua matriz extracelular para
serem utilizados quando ocorre uma necessidadeaagacho em uma lesdo muscular.
Este estoque de fatores de crescimento é prodpzidaélulas residentes e inativado
por sua forte aderéncia a proteoglicanos e outrostituintes da matriz extracelular. No
entanto,quando ocorre dano tecidual, o rompimento da irdade do tecido normal
resulta na ativacaol/liberacdo destes hormoéniospgesam a direcionar o processo de
reparo. Imediatamente apés a leséo, leucécitompdidnucleares sdo as células mais
abundantes no local da lesdo, mas ja no primeieo elits sdo substituidos por
monaocitos. De acordo com os principios inflama®rmasicos, estes mondécitos sao
eventualmente transformados em macroéfagos queatnigtivamente a protedlise e
fagocitose do material necrosado pela liberagdentémas lisossomai#& fagocitose
realizada pelos macréfagos é um processo notavenmespecifico em relacdo ao
material necrosado, ja que os cilindros preservadoEmina basal que envolvem as
partes necrosadas sobrevivem (permanecem intaatogtaque dos macrofagos, e
consequentemente, servem como um alicerce no qualékllas satélites viaveis
formardo novas miofibrilas. Uma demonstracéo da edipecificidade e coordenacgao
deste processo é o fato dos macrofagos fagocitaserastos necrosados que envolvem
as ceélulas satélites ao mesmo tempo em que enatores de sobrevivéncia para as

células regenerativas [6, 7, 79, 80].

3.6.2 Fases de reparo e remodelagem

Depois de terminada a fase de destruicdo, o epalro do tecido muscular se
inicia com dois processos concomitantes (simultzeede competitivos e
cooperativos): a regeneracao das miofibrilas roagp&la formacao de cicatriz de tecido
conectivo (Figura 3.11). Uma progresséao equilibr@daoka dois processos é pré-requisito

para a otimizacdo da recuperacdo da funcéo comtoatnsculo [6, 7, 79, 80].

3.6.2.1 Renegeracao das miofibrilas

Apesar das miofibrilas serem geralmente consi@dsradmo irreversivelmente
pds-mitdticas, a acentuada capacidade regeneddivalisculo esquelético € garantida
por um mecanismo intrinseco que restabelece o tapa@ntratil danificado. A
regeneracao de miofibrilas se inicia com a ativadgi@élulas miogénicas precursoras,

ou células satélites, localizadas entre a lamisalbm a membrana plasmatica de cada
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miofibrila individual. Quando ativadas, ocorre swansformacdo em mioblastos e
proliferacdo e diferenciacdo em miotubulos multieados, e eventualmente em
miofibrilas. Muitos destes mioblastos possuem aciaade de se fundirem entre si ou
com miofibrilas em regeneragéo, podendo prevemegeneracdo completa de fibras
musculares [7, 8, 71, 79, 80]. Eventualmente, atepaegeneradas das miofibrilas
adquirem sua forma madura com estriacbes cruzamtasais e nicleos periféricos. E
interessante notar que, diante de uma lesdo suaw® (exemplo provocada por uma
contragdo excéntrica), as ceélulas satélites regmninediatamente iniciando sua
proliferacdo, mas devido a ndo gravidade da les&atjvacdo celular é interrompida
antes da transformacéo em mioblastos [7].

Depois dos cilindros da lamina basal antiga seresenghidos por miofibrilas
em regeneracgdo, estas invadem a abertura na l&nindirecdo a cicatriz de tecido
conectivo que se formou entre os fragmentos de.filos dois lados da cicatriz, as
miofibrilas dos fragmentos de muasculo que sobregive formam multiplas
ramificagbes enquanto tentam perfurar a cicatrez @agisepara [6, 7]. No entanto, apds
obter éxito somente em uma curta distancia, adicaodes comegcam a aderir ao tecido
conectivo com suas extremidades formando juncbetendineas em miniatura com a
cicatriz. Com o tempo, o tamanho da cicatriz dimpnagressivamente, fazendo com
gue os fragmentos de fibras se aproximem, mas ail& sabido se tais fragmentos de
fibras rompidas de cada lado da cicatriz ficaradasiem algum momento ou se algum

septo de tecido conectivo permanecera entre el&4]7

3.6.2.2 Formacéao da cicatriz de tecido conectivo

Imediatamente apo0s a lesdo, a lacuna formada estr@bras rompidas é
preenchida por hematoma. No primeiro dia, as c®lutdlamatorias, incluindo
fagocitos, invadem o hematoma e comecam a desftazeagulo sanguineo [7, 11].
Fibrina e fibronectina sanguineas se ligam pamadoitecido granular proliferativo, ou
seja, uma matriz extracelular inicial que age caatioerce para os fibroblastos e
confere ao tecido lesionado a forca inicial neg@&sspara suportar as forcas de
contracao aplicadas no musculo. Os fibroblastosegam entdo a sintetizar as proteinas
e proteoglicanos da matriz extracelular para restaa integridade da estrutura do
tecido conectivo.

O tecido granular inicialmente extenso (cicatrizeipondo os fragmentos de

fibora) € condensado de forma eficiente em uma massatecido conectivo
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significativamente reduzida e composta, principali@epor colageno tipo | [7, 9, 81,
82, 83]. Apesar das proposi¢cdes mais comuns amontpara a ocorréncia de fibrose
generalizada no muasculo em regeneracdo, a quaatidid tecido conectivo
intramuscular ndo € aumentada salvo nas situac@esgee o musculo fica
completamente imobilizado por um periodo significaf7, 83].

A cicatriz de tecido conectivo formada no localeksfio € o ponto mais fraco do
musculo logo apds o trauma, mas sua forga ténsieata consideravelmente com a
producdo de colageno tipo |. A estabilidade meeémo coldgeno é atribuida a
formacdo de pontes cruzadas intermoleculares dueamtaturacdo do tecido cicatricial.
Aproximadamente 10 dias apds o trauma, a matudg&ccatriz atinge um patamar em
gue a mesma deixa de ser o ponto mais fraco doutaliesionado, e, se 0 mesmo for
sobrecarregado até a falha, a ruptura usualmenteeo& no tecido muscular adjacente
as juncdes miotendineas em miniatura formadas teroente entre as fibras
regeneradas e o tecido cicatricial [7, 81]. No etataum periodo relativamente longo de
tempo € necesséario até que a forca muscular sejplemmente restaurada para os
niveis anteriores a lesao.

Apesar da regeneracdo da maioria das lesfes daulmissquelético ocorrer
sem a formac&o de uma cicatriz fibrotica funcioralte incapacitante, a proliferacao
de fibroblastos pode, em alguns casos, ser exegsssultando em um tecido cicatricial
denso dentro do musculo. Nestes casos, usualmssdeiados com traumas graves ou
com reincidéncia de rupturas, a cicatriz pode ar@a barreira mecanica que atrasa
consideravelmente, ou até mesmo restringe compdelin a regeneracdo das

miofibrilas através da abertura da leséo [7, 8], 82

3.7 MODELOS DE ESTUDO EM LESOES MUSCULARES

As diferentes fases do processo de degeneraca@memeracdo do tecido
muscular variam em termos de desenvolvimento ecéarale acordo com tipo,
extensdo e modelo animal utilizado [6, 8]. Tal abllidade determina a necessidade de
uma metodologia cientifica precisa, ou seja, dacén de modelos de estudo para leséo
muscular.

Muitas metodologias para inducéo a lesdo muscaltram descritas e testadas
em diversos tipos de musculos. Algumas que podencisgadas sao: miotoxinas,

estiramento forcado, agente hipertdnico, lacera¢éamyma direto, esmagamento,
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autotransplante, deinervacao, imobilizacdo e codém excéntricas [73, 74, 75, 85, 86,
87, 88, 89, 90].

Destas metodologias, 0 modelo de laceragcdo musfiglam como a melhor
opcao para este estudo, jA que é um método bemtdewx literatura e consagrado,
com importancia e aplicacdo na area meédica e tiamlibgéca, aléem de ja ter sido
realizado em outras pesquisas no Instituto de 8oafida UFRJ, o que confere uma

maior confiabilidade ao mesmo.

3.7.1 Método de Lesdo Muscular por Laceracéo

A laceracdo muscular € uma lesdo incapacitantmedicina esportiva e um
problema desafiador na traumatologia, embora raraigiacoes esportivas.

A laceracédo, que ocorre quando o musculo é coptadam objeto afiado apos
trauma direto, permanece um problema desafiad@oeha diretrizes estabelecidas na
literatura para seu tratamento[70, 71, 74, 75].

Na maioria das vezes, a recuperacdo muscular apéseeacdo € lenta e
incompleta, levando a danos permanentes e hipajumgdscular. No entanto, o
musculo é capaz de regeneracdo massiva eficiedseaalpsao, desde que o mesmo nao
esteja obstruido por tecido conectivo em excessa[r,074, 75].

Em um musculo lacerado, o espacgo lesionado é sepn@@enchido com
hematoma, tecido granular proliferativo, e cicatteztecido conectivo, elementos que
tornam o reparo complexo e podem inibir a regederagpmpleta, levando a uma
recuperacdo funcional parcial. A recuperacédo furadicdo musculo lacerado pode
depender da inervacdo do mesmo, sendo relatadderatura que a regeneragdo é
prejudicada pela presenca de um percentual elewdaniofibrilas deinervadas
localizadas distalmente ao local da leséo [7074175].

Duas op¢Oes de tratamento mais pesquisadas eigagksst sdo a sutura e a
imobilizacdo por curto periodo seguida por mobgéa irrestrita. A sutura da leséo
pode melhorar o processo de regeneracdo, mas e&mera formacdo de tecido
cicatricial fibroblastico denso, o que pode levaruma recuperacdo funcional
incompleta, pois a cicatriz ndo passa por um peacele regeneracdo eficiente. A
imobilizagdo curta permite que o tecido granulaaate uma forga ténsil suficiente
para resistir as forcas causadas pela mobilizagiievine a reincidéncia de rupturas. A
sutura aparentemente restaura a continuidade é@stieento do masculo e melhora o

ambiente para a regeneracdo, e estudos mostrar@nagqinjecdo de agentes
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antifibréticos e a utilizacédo de exercicios passino momento adequado reduziu a area

de fibrose em musculos lacerados [70, 71, 74, 75].
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CAPITULO 4
MATERIAIS E METODOS

4.1 INSTRUMENTACAO DE BMU

O diagrama de blocos béasico da instrumentacdo ME Pode ser visto no
esquema a seguir (Figura 4.1). A instrumentacdmegem por ultrassom é similar aos
sistemas convencionais de imagem modo-B, com eacdgafato da frequéncia ser
aproximadamente uma ordem de grandeza maior dexrtoias mecanicas sao mais
rigorosas.

Sonda de US ‘ Vevo 770 Monitor

SAUDAVEL

Figura 4.1 - Diagrama de blocos simplificado doipamento de BMU Vevo 770.

Tipicamente, o sistema de imagem consiste em uspositivo de
microposicionamento unidimensional que movimentaiansdutor de alta frequéncia
(20-200MHz) sobre o campo de imagem (2-10mm), anbi sinais de radiofrequéncia
de ultrassom em linhas igualmente espacadas (moentd 10 a 20um de
espacamento). Um pulso de alta voltagem (100-4Qf)86 a pico) € aplicado no
transdutor, o qual gera um pulso de ultrassom guranémitido para o tecido. Ao se
propagar no tecido, o pulso de ultrassom é retedleado pelas diversas estruturas néo-
homogéneas do meio e detectado pelo mesmo transdwdaida elétrica do transdutor
gera um sinal de radiofrequéncia correspondentela nele incidente e proveniente do
retroespalhamento. Esse sinal passa por um araglificlogaritmico, para dar énfase

nos sinais de baixa intensidade, e por um convexsaldgico-digital, cujo sinal de
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saida é transmitido para um processador digitairde para a conversao de varredura e
exibicdo da imagem na tela do monitor. O sistemandgimento/posicionamento e
processamento de sinal é controlado e sincronigabocomputador [2, 91].

O equipamento de ultrassom utilizado foi o Vevo fViBualSonics, Toronto,
Canada) pertencente ao Laboratororio Antonio PagSaitvalho (Instituto de Biofisica
da UFRJ, Rio de Janeiro). Este equipamento openauco transdutor monoelemento e
permite a visualizacdo e quantificacdo de estrataratomicas, da hemodinamica, e de
intervencdes terapéuticas de pequenos animaiatdevimagens com resolugdo de até
30 micrometros. Por ndo ser invasivo, permite oitocamento longitudinal de regimes
terapéuticos através do acompanhamento do mesmalaa longo do tempo. O Vevo
770 opera na faixa de altas frequéncias (25 a 55M#a resolucéo e profundidade de
penetracdo dependem do tipo do transdutor escolBidansdutor inserido no cabecgote
da sonda é utilizado para transmitir um pulso sdidaico para o interior do animal
através de um meio de acoplamento como agua oi geédida que o transdutor faz a
varredura sédo adquiridas multiplas linhas de Wdtasque sdo entdo combinadas para
formar a imagem modo-B. O nimero maximo de linfeasarredura é 384 e este valor
varia de acordo com a excursdo da varredura, afreip do transdutor e outros
parametros.

A VisualSonics desenvolveu a série de sondas RMY-{feal-time
microvisualization para otimizacdo da geracdo de imagens de ulrasd® alta
resolucdo para pesquisa em pequenos animais. étatesm como caracteristica um
design ergonémico e leve, com taxa de até 200 quadrasidege permite maior
sensibilidade, profundidade de penetragéo e redolug

No presente trabalho de dissertacdo foi utilizadasanda RMV704
(VisualSonics, Toronto, Canada) a qual possui uanstiutor que funciona na
frequéncia central de 40MHz. Este transdutor é astopde um copolimero com foco
fixo. A sonda permite a obtencdo de um campo dgemacom 10 x 10mm e a uma
taxa de 34 quadros/segundo. O equipamento oferegessibilidade de utilizacao
manual ou um sistema de posicionamento mecanicgodda conforme pode ser
visualizado no esquema (Figura 4.1). Outras espacdes técnicas da sonda sao

apresentadas na Tabela 4.1.
Foi utilizado um gel (Ultrex-gel; Farmativa Inddatre Comércio Ltda)para o
acoplamento acustico, entre a sonda e o tecidaraenpanutencao do foco do feixe ultrassénico

na profundidade desejada.
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Tabela 4.1 - EspecificacOes técnicas da sonda ROWV-7

SONDA DE ULTRASSOM MODELO: RMV-704
Faixa de Frequéncia (MHz) Até 60
Frequéncia (MHz) 40
Resolucao axial (um) 40
Resolucao lateral (um) 80
Comprimento focal (mm) 6
Profundidade do campo (mm 15
Campo de imagem (mm) 14,6
4.2 ANIMAIS

Os animais, ratos Wistar fémeas de 2-3 mesesade,iforam distribuidos em 3
grupos: grupo de variabilidade (GV, n=5), grupdet&io no solear, (GS, n=6) e grupo
de lesdo no gastrocnémio (GG, n=6). O grupo deab#éidade foi utilizado em testes
prévios para avaliacdo da variabilidade e confiddiile das medidas, enquanto os
outros dois grupos foram submetidos ao protocololesfio por laceragdo para
acompanhamento do processo de degeneracéo-reganerac

Durante a aquisicdo das imagens, cada animal é&sitesiado com xilazina (10 a
15mg/kg) e ketamina (50 a 75mg/kg) e, entdo sutss phreita e/ou esquerda foram
depiladas para evitar interferéncias nas imagessar@mais foram posicionados em
decubito ventral na plataforma do equipamento, eopata imobilizada de forma a
manter a parte posterior voltada para a sonda tdassbm e o angulo desejado na
articulacéo talocrural. Foram obtidas imagens trarssis e longitudinais do tecido
muscular do TS.

4.2.1 Grupo de variabilidade e confiabilidade aaedidas (GV)

Os 5 animais do grupo GV, com peso de 214,8 + 1h3&dia + 1 desvio
padrdo), foram usados para analise da variabilididenedida dos parametros de
arquitetura muscular (dngulo de penacéo e espesslgeular) e sua correlagdo com o
angulo do tornozelo do rato.

Foram obtidas imagens das patas direitas destes pdra dois angulos
diferentes da articulacdo do tornozelo: posicadraee extensdo maxima. Os ratos
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foram posicionados na plataforma do equipamenteas patas foram fixadas em cada
posicdo do tornozelo sem uma ordem especifica gie¥dinada para que as imagens
ultrassonicas fossem adquiridas. Foram obtidassfetm cada posicdo (Panasonic
DMC-FX12, Matsushita Electric Industrial CoOsaka, Jap&o) para o processamento e
quantificacdo do angulo do tornozelo através deppésessamento destas no software
ImageJ (NIH — National Intitute of Health). Esteotarcolo de teste foi repetido uma
semana depois paraosratos 1, 2 e 3.

A sonda com o transdutor foi operada manualmentepie pelo mesmo

pesquisador.

4.2.2 Grupos de leséo (GG e GS)

Foram utilizados 12 animais para inducdo do modkdolesdo muscular e
acompanhamento do processo de regeneracdo. O admmpento da evolucdo da
regido lesionada foi feito através de imagens déJBivh intervalos de 0, 7, 14, 21 e 28
dias apés a lesdo. Todos os animais foram saduficpara analise histolégica (a ser
finalizada), havendo uma perda no grupo GS com iad4 dp0s a lesdo por causa
desconhecida.

Os animais foram submetidos ao protocolo de les§o a&pds a aquisicdo das
imagens do musculo saudavel, para realizacdo desriestes que permitiram a geragao
de imagens dos musculos imediatamente apds a leséo.

Da mesma forma que no grupo GV, os ratos forancposidos na plataforma
com uma das patas imobilizadas e o pesquisadorowpar sonda de ultrassom
manualmente, até obter as melhores imagens paratifqpagdo dos parametros

biomecanicos e/ou visualizacao do local da leséo.

4.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL DA LESAO MUSCULAR PORMCERACAO

O desenho de modelo de laceracéo utilizado fa@rdedvido no laboratorio do
Instituto de Biofisica da UFRJ e se baseou em rosdeééscritos por Menetrest al.
[71].

O protocolo consistiu em anestesiar 0s ratos pdaforente, e posiciona-los em
uma pequena mesa cirdrgica em decubito ventral &grata direita fixada para que
fosse realizada uma incisédo longitudinal postereopele, na area da panturrilha, e uma

disseccdo subcutanea permitindo a exposicdo daelimnatdmico do musculo
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gastrocnémio, caracterizado por uma linha esbrgadaina parte lateral da pata. Nesta
altura, utilizando uma pinca, era realizada umaaniocisao para descolar o musculo
gastrocnémio, possibilitando o acesso ao muscuearsgposicionado imediatamente
mais profundo do que o primeiro e facilmente reeocrdo por sua cor avermelhada e
seu tenddo de origem proeminente. O solear erad e@udado em sua extremidade
lateral a uma distancia de 60% de seu comprimepi@rta da sua insercao distal, em
aproximadamente 50% de sua largura e 100% de safandidade, sendo a pele
rapidamente suturada utilizando fio de sutura dem@vVICRYL 3.0) (Figura 4.2).

O protocolo de lesdo no gastrocnémio possuia osno®ePassos iniciais de
anestesia e incisdo para exposicao de seu limagmico. Na mesma altura, era
realizada nova incisdo para descolar o gastrocndenfascia do biceps femoral, que o
recobre, expondo sua superficie anterior. O musetdoentdo cortado na sua parte
medial a uma distancia de 60% de seu comprimeperta da sua insercao distal, em
aproximadamente 50% de sua largura e 50% de stungidade (Figura 4.3), sendo a

pele rapidamente suturada utilizando fio de sutura.
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Figura 4.2 - Passos do protocolo de lesdo no so{@ae B) incisdo longitudinal
posterior na pele na area da panturrilha seguid€)ydisseccao subcutanea permitindo
a exposicdo do limite anatbmico do musculo gasémin. Nesta altura, (D e E)
utiizando uma pinca, era realizada uma nova iocipara descolar o musculo
gastrocnémio, possibilitando o acesso ao muscukaisem que era realizada a (F)

laceracao, indicada pela seta.
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Figura 4.3 - representacdo esquematica do modeltesfio no gastrocnémio. A:
distancia da insercéo distal; B: espessura; Cutarg

4.4 QUANTIFICACAO DOS PARAMETROS BIOMECANICOS DE
ARQUITETURA MUSCULAR

A espessura muscular e o angulo de penacao foremueados nas imagens
de ultrassom obtidas em um plano longitudinal etacé® a linha de acdo da
musculatura, em pontos anatdomicos identificavegeterminados pelos testes piloto
(espessura muscular), ou em fibras que pudesserheservisualizadas (angulo de
penacdo). Todas as medidas foram obtidas atravamderograma computacional de
andlise de imagens,lmageJ(National Institute of HealthMaryland EUA) executado
com imagens selecionadas de acordo com a melhaalizigcdo das estruturas e pos-
processadas (niveis de cinza e magnificacao). gur&s 4.5, 4.6 e 4.7 demonstram a
metodologia aplicada.

Foram gravados videos com 100 quadros, dos guais feelecionados cinco de
cada pata, de acordo com a possibilidade de wsgdlo e quantificagcdo dos
parametros. Em cada um dos cinco quadros, foralizadas duas medicdes (sempre

pelo mesmo avaliador) dos dois parametros sem opiténdeterminada de quadro e
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variavel analisada. As Figuras 4.8, 4.9 e 4.10 sgmtam fluxogramas dos testes e

medi¢des nas imagens para cada grupo de ratos.

| MUSC_2009-08-07-15-02-40-218 Lt (920%) B — < We

00x752.00 cfn (1028%752), RGE, 2.9MB —— || File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

NT . udy Name: M ] . O O,E k||t A -4!- A O\‘{“‘? Vd @ Dev | Stk ;/.9 e
MVIsUALsSONICs  summe e (iR R L
Image Lahel: *=999, y=390, value=0,0,0

Celia
RMY 704 40Mllz

L 1 III‘II\I‘III I\|IIII|IIII| INLY (B |II (LA NIE |IIII|III 1" III|III|I TGC Settings

Transmit
Frequency: 40 MHz
Power: 100 %
Acquisition
Field OF Yiew: 10.0%x10.0 mm
Frame Rate: 34 Hz
Resp Gating: off
Cardiac Mode: On
Persist Mode: Mone

ECG 2300 m¥ _
Resp 2500 mu -

Figura 4.5 - Imagem ultrassonica processada pé#lovae ImageJ(NIH). A espessura
muscular € dada pelo comprimento da reta amaegjada com uma das ferramentas do
programa. A barra no canto superior direito denranatgumas das ferramentas do

software.
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|* IIII|IIII|IIII|IIII| III|IIII|IIII|II I|II i I|IIII 1 IIII|IIII|IIII|I II|I II|IIII|IIII|IIII i

L

Figura 4.6 - Medicdo do AP (angulo formado entreretas amarelas, tracadas com
ferramenta do software) e da EM (comprimento da aetarela tragcada com ferramenta
do software) do gastrocnémio lateral (GL) em imagdmUS de alta resolugcdo em

ratos.
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Figura 4.7 - Medicdo do AP (angulo formado entreredas amarelas, tracadas com
ferramenta do software) e da EM (comprimento da aetarela tracada com ferramenta

do software) do solear (SOL) em imagem de US derafiolucdo em ratos.

Posi¢do do § Diade ! -

Extensao -
maxima

'S y

Neutra

Figura 4.8 - Fluxograma do protocolo de escolhain@gens para medicdo do AP e
EM do grupo de variabilidade (GV).
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Figura 4.9 - Fluxograma do protocolo de escolhai@gens para medicdo do AP e
EM do grupo de leséo no gastrocnémio (GG).

3 I3 N D
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Figura 4.10 - Fluxograma do protocolo de escollainegens para medicao do AP e
EM do grupo de lesdo no solear (GS).
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

Apoés 0s experimentds vivo e 0 processamento das imagens, foram realizadas

as andlises estatisticas usando o progi @l ISTIC 7.@Statsoft Oakland, EUA) A
estatistica descritiva calculou os valores indigidudos sujeitos e a média aritmética
(desvio-padréo) de todos os parametros medidosesdss estatisticos para o grupo de
variabilidade compararam as medidas com o intuiko agtaliar a disperséo e a
confiabilidade das mesmas, e compararam 0s valobéslos para dois angulos
articulares do tornozelo, correspondentes ao tetocm posicdo neutra e em extensao
maxima. Os testes de hipdtese para os grupos ée t@smpararam o0s parametros
biomecanicos (espessura muscular e angulo de pgndgdecido muscular saudavel
(0-) com os correspondentes encontrados em difsreastagios da lesdo e da
regeneracao (0-, 21 e 28 dias para a pata dirdita7e 14, 21 e 28 dias para a pata

esquerda) atraves dos seguintes testes com nisgjrdcancia p<0,05:

- Teste de aderénciaKg¢lmogorov-Smirngv para verificar a aproximacdo da
distribuicdo dos dados observados com a distribuig@rmal tedrica em cada grupo
(GV, GS e GG);

- ANOVA one-waye post-hocTukey para verificar diferencas dos parametroseerg
ratos em cada grupo (GV, GS e GG);

- ANOVA multifatorial (fatores: imagem e medida)pest-hocTukey para verificar
diferencas entre as medidas realizadas repetidass ve em diferentes quadros de

imagens em cada grupo (GV, GS e GG);

- ANOVA multifatorial (fatores: dia e posicao adlar) epost-hocTukey para verificar
diferenca entre os dias das medidas (1 e 2) esasdes do tornozelo (neutra e extensao

maxima) para os ratos do grupo GV,

- ANOVA multifatorial (fatores: pata e momento apésao) epost-hocTukey para
verificar diferencas entre as patas (direita e @stp) e 0s momentos apoés leséo (0, 21 e

28 dias ap0os leséo) para os ratos dos grupos G35 e G
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- ANOVA one-waye post-hocTukey para verificar as diferencas entre 0s mooseda

pata esquerda (0, 7, 14, 21 e 28 dias apos leséo);

- Coeficiente de Variacao dos parametros medidediiarentes posi¢coes de tornozelo
no grupo GV,

- Coeficiente de Variacdo dos parametros medidas ces patas e em todos o0s

momentos apos lesdo dos grupos GS e GG;
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CAPITULO 5
RESULTADOS

5.1 IMAGENS

Foram obtidas imagens longitudinais de alta resalwdos musculos GL e SOL
das patas direita e esquerda nas condi¢cdes sau@dveamediatamente apés (0+), 7,
14, 21 e 28 dias apoés a lesdo. A sequéncia dasimeadptidas nos diferentes dias para

a pata lesionada pode ser vista nas Figuras 52 e 5

Study Name: MUSC G Study Name: MUSC G
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Figura 5.1 - Sequéncia de imagens ultrassénicaSldda pata direita nos diferentes
momentos antes e depois da lesdo. Saudavel: fascieu aponeuroses integras,
permitindo a identificacdo do angulo de penacadospessura muscular. 0 dia
(imediatamente apods a lesdo): desorganizacao sd@diescontinuidade dos fasciculos
e aponeuroses, com areas hipoecoicas corresposderitemorragia e edema (seta),
além de aumento expressivo da espessura muscudad4/dias: aponeurose interna
reorganizada com descontinuidade dos fasciculosu® impede a medicdo dos
parametros. 21 dias: reorganizacao tecidual incet@mptom lacuna (seta) entre os

fasciculos. 28 dias: aparecimento de feixes hipg&res (seta) associados a cicatriz de

tecido conectivo fibroadiposo.
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@ @ study Name: MUSCTS @ @ Study Name: MuScC TS
Animal ID: MUSC DORSO 7D Animal ID: MUSC DORSO 14D

. L Image Label: DIR. 7 d|as a b Image Label: DIR. 14 dlaS

® ® @ Acquired: 7/31/2009 3:45:09 PM ® ® @ Acquired: 8/7/2009 3:08:04 PM
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Image Label: DIR. 2 1 d 1as Image Label: DIR.
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Figura 5.1 - Sequéncia de imagens ultrassonicé&SQloda pata direita nos diferentes
momentos antes e depois da lesdo. Saudavel: fascieu aponeuroses integras,
permitindo a identificacdo do angulo de penacdospessura muscular. 0 dia
(imediatamente apods a lesdo): desorganizacao sd@diescontinuidade dos fasciculos
e aponeuroses, com areas hipoecoicas (seta) aomtesges a hemorragia e edema. 7
dias: desorganizacdo tecidual, fasciculos aparemtenirouxos (seta) e sem insercao e
aponeurose superficial desorganizada. 14 dias:eapose interna reorganizada com
descontinuidade dos fasciculos o que impede a awdigs parametros. 21 e 28 dias:
reorganizacao tecidual incompleta com aparcecimeetdeixes hiperecoicos (seta)

entre os fasciculos associados a cicatriz de tecdectivo fibroadiposo.
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Os testes de aderéncia revelaram distribuicdo natentodos os dados para 0s

trés grupos de animais.

5.2 GRUPO GV

N&o houve diferenca significativa dos valores dasaveis entre os ratos e,
portanto, os testes seguintes foram realizadogagdo os dados de todos os ratos.

Nao foram encontradas diferencas significativaseeos valores das variaveis
medidos duas vezes em cinco imagens, permitinddizagdo da média para os testes
seguintes (Grafico 5.1), sendo estas meédias cdmsilaom um total de 50 dados (10

medidas para cada um dos cinco ratos).

Tomozelo na posigdo neutra Tomozelo em extensio maxima
ANALISE DE VARIANCIA (fatores: imagem & medidz) ANALISE DE VARIANCIA (fatres: imagem 2 medida)
18 12
= 18 "
=
_:5 . o 14
o
= S 1z 3 12
0 10 10
L
3 z 5 . 5 O MEDTA 1 1 T 3 % 5 = MEDDAT
s T MEDIA D - T mEooat
ANALISE DE VARIANCIA (fatores: imageme medida) ANALISE DE VARIANCIA (Bires; imagem & medida)
4
g = 2
— 1.1 P
= E
o E. 10 E,. 10
3 E = E 15
-1
= S iz
e e
iz 2

MEDIOA, 1 = N = = o - == meoma
MEDI0A 2 —i-msooaz
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Gréfico 5.1: Valores de AP e EM de acordo com atiego da medida e com as

imagens utilizadas para medi¢cédo nas duas posigiesrtbzelo.

Os valores de média, desvio-padrao e coeficienteadacdo das medidas do
angulo de penacédo e espessura muscular do GL mlos r@tos nas duas posicoes de

tornozelo estdo nas tabelas 5.1 e 5.2.
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Tabela 5.1 - Média e desvio-padrédo de angulo dagéne espessura muscular, do GL
de cada rato. n (medidas para cada rato) = 10

TORNOZELO
POSICAO NEUTRA EXTENSAO MAXIMA
RATO 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Média angulo de penacédo () 9,37 9,83 11,882 8,46/ 16,7916,53 16,89 16,84 13,48
Desvio-padréo (°) 0,64 1,07 1,13 0,88 0/84 1,1500,2,12 0,81 0,88
Média espessura muscular (mr2)76 2,73 2,91 2,72 2,73 3,14 3,04 3,05 3,19 3,19
Desvio-padrdo (mm) 0,08 0,04 0,08 0,23 011 0,1140,0,14 0,16 0,07

Tabela 5.2 - Média, desvio-padréo e coeficientevatgacdo do angulo de penacéo e
espessura muscular do GL nas duas posi¢des dedtorae todos os dados. n (medidas
para cada parametro) = 50

Tornozelo em posicéo neutrg Tornozelo em extensdo maxima
Angulo de Espessura Angulo de Espessura
penacao muscular penacao muscular
©) (mm) ) (mm)
Médig 9,69 2,79 16,18 3,13
Desvio-padrd 1,49 0,14 1,52 0,12
Coeficiente de Variacao({ 15,41 4,99 9,37 3,97

N&o houve diferenca significativa entre as médass\ariaveis obtidas nos dois
dias de protocolos de teste para cada posicdo deozeo, garantindo a
reprodutibilidade do mesmo, e permitindo a utiléaade todos os dados para os demais
testes de hipéteses.

Foi observado um aumento estatisticamente sigtifcalos dois parametros
(AP e EM) na posicao de extensdo maxima de toracz@l relacdo a posicao neutra,
conforme demonstrado no grafico 5.2, sugerindcsacacao dos parametros estudados

com o angulo articular.
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ANALISE DE VARIANCIA
(fatores: dia e angulo do tornozelo)
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Grafico 5.2: Valores de AP e EM nas duas posic@godnozelo e nos dois dias
diferentes de teste. a, b - diferenca estatistiotansignificativa entre as posicoes

intradias.



50

5.3 GRUPO GG

N&o houve diferenca significativa dos valores daséaveis entre os ratos e,
portanto, os testes seguintes foram realizadogagdo os dados de todos.

N&o foram encontradas diferencas significativaseeos valores das variaveis
medidos duas vezes em cinco imagens, permitinddizagdo da média para os testes

seguintes (grafico 5.3).

ANALISE DE VARIANCIA (fatores: imageme medida)
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Grafico 5.3: Variagcédo dos valores de AP e EM dedcaom a repeticdo da medida e

com as imagens utilizadas para medigdo no musdulo G
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Os valores de média, desvio-padrdo e coeficienteadacdo das medidas do
angulo de penacgado e espessura muscular das dues et diferentes momentos
associados a lesdo estdo nas tabelas 5.3, 5.4. eN&d®b foi possivel realizar a
quantificacdo dos parametros nas imagens de paitadi e 14 dias apos lesdo devido a
alteracOes no padrédo de organizacdo das fibrasutauss. Portanto, a comparacao das
variaveis entre as duas patas foi feita somenteseggintes momentos: saudavel, 21 e

28 dias ap0s lesdao.

Tabela 5.3: Média e desvio-padrdo do AP e EM da gizeita do GL. n (medidas para
cada parametro) = 60

PATA DIREITA
ANGULO DE PENACAO ESPESSURA MUSCULAR

Intervalos (dias) O- 21 28dias| Intervalos (dias) 0- | 21 dias| 28 dias
Média (°) 10,99 10,95 10,83 Média(mm) 2,69 | 2,83 2,85

Desvio-padrdo (°) 0,81 0,62 0,92 | Desvio-padrdo(mm] 0,34 | 0,20 0,13
CV (%) 7,38 566 8,50 CV (%) 12,57| 6,93 | 4,68

Tabela 5.4: Média e desvio-padréo do angulo degéenda pata esquerda do GL. n
(medidas para cada parametro) = 60

ANGULO DE PENACAO - PATA ESQUERDA
Intervalos (dias) 0- 7 14 21 28
Média (°) 10,68 12,65 15,25 13,79 16,53
Desvio-padrao (°) 1,19 1,16 1,89 1,47 1,85
CV % 11,13 9,13 12,38 10,63 11,19

Tabela 5.5: Média e desvio-padrdo da espessurautausta pata esquerda do GL. n
(medidas para cada parametro) = 60

ESPESSURA MUSCULAR - PATA ESQUERDA
Intervalos (dias) 0- 7 14 21 28
Média (mm) 2,92 2,94 2,88 2,93 3,13
Desvio-padrédo (mm) 0,16 0,22 0,14 0,06 0,20
CV (%) 5,50 7,49 4,88 1,97 6,40

Foi possivel observar um aumento progressivo eifgigtivo nos valores de
angulo de penacdo da pata esquerda (p=0,0001) n&guecorreu com o musculo da
pata lesionada que manteve os valores anteridessia, como mostrado no gréfico 5.4.
A espessura muscular apresentou tendéncia de aumestvalores embora s6 tenha
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sido detectada diferenca significativa entre a gatita saudavel e a pata esquerda 28

dias apos leséo (p=0,008) (grafico 5.5).

Andlise de Variancia
(fatores: pata e momento apds lesao)
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Gréfico 5.4: Valores de angulo de penacdo do Glirésmmmomentos apdés a leséo (0-,
21 e 28 dias ap6s a lesdo) e nas duas patas gdeedsquerda). a - diferenca
estatisticamente significativa intrapatas e intsdib - diferenca estatisticamente

significativa intradias e interpatas.

Analise de Varidncia
(fatores: pata e momento apos lesdo)
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Grafico 5.5: Valores de espessura muscular do Glirésnmomentos apos a leséo (0-,
21 e 28 dias apdés a lesdo) e nas duas patas gdeeiesquerda).’ *diferenca

estatisticamente significativa.
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A andlise de variancia dos cinco intervalos (saeldak; 14, 21 e 28 dias apos
lesdo) da pata esquerda demonstrou 0 aumento psogrados valores de angulo de
penacédo (10,67, 12,65, 15,24, 13,78 e 16,52°, caspmente) tendo detectado
diferencas significativas entre as condicbes mdasranos graficos 5.6 e 5.7. A
espessura muscular ndo apresentou diferencas epdrega seguir a mesma tendéncia

de aumento progressivo dos valores.

Analise de Variancia
Angulo de Penacdo pata esquerda
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Gréfico 5.6: Valores de angulo de penacdo do Glpala esquerda nas condi¢des
saudavel, 7, 14, 21 e 28 dias apos lesdo. a -edifarestatisticamente significativa para
a condicdo saudavel. b - diferenca estatisticamsgteficativa para a condicdo 7 dias

apos lesao.
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Analise de Varidncia

Espessura Muscular pata esquerds
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33r
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Grafico 5.7: Valores de espessura muscular do Glpata esquerda nas condicbes

saudavel, 7, 14, 21 e 28 dias apés lesao

Os resultados das medidas do angulo do tornozeaatos do grup&G nos

intervalos de 14, 21 e 28 dias ap0s a lesdo erorde na tabela abaixo.

Tabela 5.10: Angulo articular talocrural em difeesndias de teste.

Intervalo apoés leséo Média angulo (°) Desvio-padréo (°) CV (%)
14 dias 143,41 6,23 4,35
21 dias 141,48 5,01 3,54
28 dias 140,54 5,79 4,12

5.4 GRUPO GS

N&o houve diferenca significativa dos valores da#aveis entre os ratos para o
angulo de penacao, mas houve diferengca para asespamuscular como mostra o
gréfico 5.8. Portanto, os testes seguintes foratizezlos agrupando os dados dos ratos

de acordo com a igualdade de distribuicéo.
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Andlise de Variancia (Ratos)
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Grafico 5.8: Valores de AP e EM dos cinco rato<a a - diferenga estatisticamente

significativa para o rato 1.

Nao foram encontradas diferencas significativaseeos valores das variaveis
medidos duas vezes em cinco imagens, permitinddizagdo da média para os testes

seguintes (grafico 5.9).
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Gréfico 5.9: Variacdo dos valores de AP e EM dedmaom a repeticdo da medida e

com as imagens utilizadas para medicdo no musedlo S

Os valores de média, desvio-padrdo e coeficienteadacdo das medidas do
angulo de penacédo e espessura muscular das dues et diferentes momentos
associados a lesdao estdo nas tabelas 5.6, 5.2 5.8 N&o foi possivel realizar a
quantificacdo dos parametros nas imagens de peitadi e 14 dias apos lesdo, devido
a alteracdes no padrdo de organizacdo das fibrasutaves. Portanto, a comparacao

das variaveis entre as duas patas obedeceu a ithlidade dos dados.



57

Tabela 5.6: Média e desvio-padrdo do angulo degéenda pata direita do SOL. n
(medidas para cada parametro) = 50

ANGULO DE PENACAO - PATA DIREITA
Intervalo (dias) 0- 21 28
Média (°) 8,22 10,92 7.64
Desvio-padréo (°) 2,45 2,47 3,87
CV (%) 29,89 22,6 50,73

Tabela 5.7: Média e desvio-padrdo da espessuraumausta pata direita do SOL.
n(medidas para cada parametro) = 50

ESPESSURA MUSCULAR - PATA DIREITA
Intervalo (dias) 0- 21 28
Média (mm) 2,25 2,075 2,082
Desvio-padrédo (mm) 0,27 0,305 0,48
CV (%) 12,34 14,71 23,14

Tabela 5.8: Média e desvio-padrdo do angulo degdenda pata esquerda do SOL. n
(medidas para cada parametro) = 50

ANGULO DE PENACAO - PATA ESQUERDA
Intervalo (dias) 0- 7 14 21 28
Média (°) 9,65 12,04 11,15 14,10 14,06
Desvio-padrao (°) 0,96 2,03 4,045 1,40 2,29
CV (%) 9,95 16,90 36,26 9,96 16,28

Tabela 5.9: Média e desvio-padrao da espessurautausta pata esquerda do SOL. n
(medidas para cada parametro) = 50

ESPESSURA MUSCULAR - PATA ESQUERDA
Intervalo (dias) 0- 7 14 21 28
Média (mm) 2,12 2,14 2,40 1,87 2,35
Desvio-padrdo (mm) 0,23 0,36 0,25 0,42 0,46
CV (%) 10,94 16,99 10,80 22,85 19,52

Assim como no gastrocnémio, houve aumento grachsbvdlores de angulo de
penacdo no decorrer do tempo apds lesdo com digerestatisticamente significativa
entre as duas patas (p<0,001) em diferentes momaptus lesdo, como mostrado nos

graficos 5.10 e 5.11. A espessura muscular ndcapieu diferencas significativas.
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Gréfico 5.10: Valores de angulo de penacdo do S@Llirés momentos apods a lesao
(saudavel, 21 e 28 dias apos a leséo) e nas dtess(daeita e esquerda). a - diferenca
estatisticamente significativa para a pata direstadavel. b - diferenca estatisticamente

significativa intradias e interpatas.
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Grafico 5.11: Valores de espessura muscular do &Dlirés momentos apos a lesao

(saudavel, 21 e 28 dias ap0s a leséo) e nas dizas(gaeita e esquerda).
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A andlise de variancia dos parametros medidosodimstos momentos do SOL
da pata esquerda pode ser visualizada no grafliédshigerindo a mesma tendéncia de
aumento dos valores observada para o GL, emboradgeranca significativa para a
espessura muscular e com valores-p marginais paagalo de penacdo (entre a

condi¢do saudavel e os momentos 21 e 28 dias dps&a— p=0,054).
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Grafico 5.12: Valores de angulo de penacédo e esfessuscular do SOL da pata

esquerda nas condicfes saudavel, 7, 14, 21 e 28pulis lesdo
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CAPITULO 6
DISCUSSAO

As pesquisas em arquitetura muscular, realizadaavést de imagens,
demonstraram que seus parametros sao altamenteemsyte, 14, 39, 40, 43, 61, 92] e
a compreensdo de como diferentes regimes de treitanou sobrecarga muscular
afetam a geometria muscular permitira intervenciiresas para o aumento do potencial
de producdo de forca. Ja estdo disponiveis ressltdé estudos que examinam a
plasticidade da arquitetura muscular ou comparapulpgdes submetidas a diferentes
tipos de treino em humanos [12, 14, 39, 40, 43, Glldesenho experimental com
cobaias permite o acompanhamento longitudinal demmeindividuo e das alteragfes
provocadas por um processo de degeneracdo-regéoemquzido por doencgas,
traumas, tratamentos e condi¢des diferenciadasae wWesuso. A BMU surge como
uma ferramenta que permite este acompanhamientd/o, em pesquisas basicas com
animais e direcionadas para o avango no estudoaleds, lesdes e diferentes tipos de
tratamento, medicacbes e intervencdes cirdrgicagoscresultados podem ser
aproveitados e cautelosamente extrapolados pararfagn

Estudos realizados em humanos e coelhos saudaveeme lesédo, com
equipamentos de ultrassom convencional de fregagénmais baixas (entre 5 e
7,5MHz), mostram imagens similares as encontradees s ratos na presente pesquisa
[10, 22, 23, 36, 51, 93]. As imagens do tecido mlaados animais lesionados, obtidas
7 e 14 dias apos a lesao (Figuras 5.1 e 5.2) mograndes diferencas qualitativas
daquelas obtidas para o musculo saudavel e esté@xatdo com a literatura para
estudos ultrassonograficos (frequéncias de 5 a HZAMle lesbes em humanos e
coelhos [9, 22, 23, 36, 51, 93]. E possivel destasaseguintes diferencas: reflexdo
acentuada na interface da pele, com reducao coasedalo nivel do sinal de eco na
area constituida previamente de tecido musculgueocorresponde ao aparecimento de
areas hipoecéicas sem estruturas de fibras distigigucomo visualizados nas demais
imagens. Isso pode se justificar pelo fato de auesdo provoca o aparecimento de
cavidade hemorragica, hematoma e edema durantecesso de regeneracao muscular
que, de acordo com Peetrord al. [22], responsaveis por uma investigacdo
ultrassonogréfica de lesbes em humanos, acarretannme hipoecogenicidade difusa
nas imagens de ultra-som com deslocamento doscidsside fibras. Estes autores
relatam que lesbes mais graves envolvendo um nugrarale de fibras musculares,

como na lesdo por laceracao, exibirdo hematomagt@icos ou até mesmo anecoicos,
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que podem permanecer localizados ou estenderemrsa@ra maior area muscular ao
longo dos fasciculos. De acordo com Meneetegl. [71], em um musculo lacerado, o
espaco lesionado é sempre preenchido com hemateady granular proliferativo, e
cicatriz de tecido conectivo, elementos que toroamparo complexo e podem inibir a
regeneracao completa.

Nos intervalos de 21 e 28 dias ap0s a lesdo (Rdudtae 5.2), ja € possivel a
visualizagao de fibras e tecido conectivo fibroadip embora de forma néo téo
organizada quanto aquela vista nas imagens dosulbdssaudaveis. Sugere-se que
nesses intervalos esteja ocorrendo a fase de aetadento do tecido muscular durante
a regeneracdo com o aparecimento de feixes hipeosc@ue podem corresponder a
cicatriz fibrética responsavel por permitir a tnaissdo de carga no membro lesionado
antes da concluséo do processo reparador [9, 23&31, 93]. A quantificacdo do
angulo de penacédo e da espessura muscular nasiegbo®s intervalos de 7 e 14 dias
apos a lesado devido a desorganizacdo da estratarada muscular, como pode ser visto
na Figura 5.1. Apos 21 e 28 dias a quantificaca@ogéssivel.

O angulo de penacgao da pata esquerda (ndo-lesjodadgrupo de leséo no
gastrocnémio (GG) aumentou de 10,68 para 16,58teocorresponde a um aumento
de 54,77%, valor muito maior do que o coeficierdevdriacdo de AP obtidas no estudo
da variabilidade desta medida. Ou seja, € possiugerir que h& incremento
significativo do AP da pata saudavel durante oggleride regeneracdo muscular da pata
contralateral tanto estatistica quanto fisiologieate. O mesmo pode ser observado
para a variacao do AP do grupo de lesdo no sa&Y), (ho qual o aumento percentual
foi de 45,69% (9,65 para 14,06°). A espessura niaisdos grupos GG e GS variaram
de 2,92 para 3,13mm (7,56%), e de 2,12 para 2,3%hih84%), respectivamente,
valores também acima do coeficiente de variacd@\dpara EM (3,97%).

O aumento progressivo do angulo de penacédo e @&reiladde aumento da
espessura muscular da pata esquerda (néo-lesianaskxyados neste estudo sugerem
uma resposta hipertréfica compensatéria do membntralateral saudavel, que atuou
com sobrecarga aumentada durante o periodo em poelacéo de forca pelo membro
lesionado poderia provocar nova ruptura do tecidesaular. Como descrito na
literatura classica em biomecanica muscular, parea @rea de secdo transversa
fisolégica e volume conhecidos, um angulo de pemagdnentado pode, em muitos
casos, resultar em reducdo do comprimento da fdoraprometendo a velocidade de

encurtamento e a amplitude de variacdo do comptonaras também permite que uma
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maior quantidade de material contratil seja disposin paralelo, aumentando a
capacidade de producéo de forca, e a forca ma@ma®p].

Estudos em humanos que investigaram as alteragdesqditetura muscular
provocadas por treinamento de forca mostram queesposta a um treinamento deste
tipo as fibras musculares hipertrofiam e que, cgilsetemente, ha um aumento do
tamanho do musculo [39, 96]. Estes estudos med&amanho do musculo através de
estimativas indiretas utilizando sua espessura.rélagdo ao angulo de penacéo, as
pesquisas sugerem que h& diferencas intermuscutaesespostas induzidas pelo
treinamento na arquitetura da fibra, mas que o atoneeste parametro € uma
consequéncia geral de musculos penados hipertosfig®, 97].

Koryak et al[13] avaliaram as propriedades mecanicas do tricepal de
humanos saudaveis e com desordens locomotorafaigiatravés de imagens de
ultrassom convencional. Os pacientes com desorderouam poucos movimentos
rapidos e vigorosos na sua rotina diaria, e, atfofia associada ao desuso foi, durante
muito tempo, medida pela reducdo da massa muscelada massa das fibras
(especialmente tipo Il). Os autores sugerem qu@etrbfia seja considerada sob o
ponto de vista das mudancas de organizacdo mudotdana, jA que os musculos
esqueléticos sdo, em sua maioria, penados. Suaigesgvelou diferencas substanciais
na arquitetura muscular entre os individuos sausi&eaqueles com deficiéncia de
locomocgéo, os quais apresentaram uma reducéo naricoemto da fibra e no angulo de
penacéoNarici e Cerretelli [97] detectaram valores menalesirea de secao transversa
anatémica (23,1 + 2,8%), volume (V), comprimentdibdea (12,7 = 1,9%) e angulo de
penacao (16,42 + 2,9%) do gastrocnémio medial pgvarna lesionada em relacdo a
saudavel em individuos com atrofia unilateral. &sesultados mostram similaridades
com o do presente estudo, pois mesmo com diferenga8po de lesdo e sendo
realizado em humanos, sdo detectadas alteracoesnaaseristicas biomecanicas entre
as condicbes saudavel e de sobrecarga reduzidaigfoncdes. O presente estudo
sugere que a diferenca entre os membros seja daviola aumento dos valores dos
parametros no membro saudavel e ndo a uma redaosa@bbres do membro lesionado.

Blazevichet al. [61], em um artigo de revisdo sobre os efeitosrei@amento,
destreinamento, imobilizagdo, crescimento e engetiento na geometria muscular
humana, concluiram que o treinamento de forca tke iatensidade est4d sempre
associado ao aumento do angulo de penacao e @sireido e o envelhecimento estéo
relacionados a reducéo deste angulo e/ou do compiinda fibra, embora possa haver

diferencas intermusculares.
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Estudos com animais, reportados na literaturaizegaim analises histologicas e
técnicasin vitro para avaliagdo muscular em diferentes condicOdiso Et al. [98]
estudaram histologicamente a resposta das fibrasutawes do musculo séleo de ratos
submetidos ao treinamento em esteira e descreveranentos significativos nos
diametros das mesmas. Além disso, estes automsataim, por analises histologicas e
histoquimicas, eventagie se acentuaram com o tempo de execucao dontesita de
forca, comopolimorfismo, fibras atroficas e angulosas, fibmagedondadas, aumento da
atividade enzimatica em algumas fibras e ausén@aeajtotal de atividade em outras,
sugerindo a hipertrofia muscular, embora dependeiatetempo de aplicacdo do
exercicio. Estes resultados corroboram com a resgogertréfica compensatoria no
membro saudavel sobrecarregado encontrado nos teatezados.

A variacdo de certos parametros biomecanicos coéangulo articular foi
estudada em humanos, sendo sugerida uma correligdmom o angulo de penacéo e
comprimento da fibra. Maganaes al. [19] relataram que para uma variacdo do angulo
de tornozelo de 75 a 120°, o angulo de penaca@stoognémio medial aumentou de 6
para 12° em repouso e de 9 para 16° em contradéot&na maxima, enquanto a
espessura muscular ndo apresentou diferencas icafjudis entre as posicoes de
tornozelo. Naricet al.[20] relataram um aumento do angulo de penacd@Male 15,8
para 27,7°, quando a angulacéo do tornozelo vade\80 a 150° sem atividade elétrica
muscular. Os autores concluiram que a arquitetor@M é significativamente afetada
por mudancas no angulo articular para o musculaeguouso, e pela intensidade da
contracao isométrica.

A existéncia desta associacdo foi verificada pasaratos do grupo de
variabilidade e os resultados encontrados demanstnama variagdo do angulo de
penacdo do GL de 9,69 + 1,49 para 16,17 £ 1,520,0%) e da espessura muscular de
2,79 + 0,14 para 3,13 + 0,12mm (p<0,05) para o @ngdicular do tornozelo variando
de 104,86 + 3,13 para 151,8 + 2,60°, embora sejar&lo um namero amostral maior
para estudo da correlacdo destes dados. A pastesidados, foi escolhida a posicao de
extensdo maxima para os testes dos grupos GS ee@Gyariabilidade do angulo
talocrural nesta posicao foi analisada em termosogdiciente de variacdo das medidas
feitas nos intervalos de 14, 21 e 28 dias do GG5(4,54 e 4,12%, respectivamente).
Considerou-se a variacdo muito pequena para irdflaeas dados de AP obtidos.

Enget al.[60] em estudo recente avaliaram parametros datangra muscular
dos musculos dos membros inferiores de ratos ardeétécnicasn vitro com o

objetivo de analisar a especializacdo funcionalitBrentes grupamentos e a expressao
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desta especializacdo nas caracteristicas biomesan@s autores quantificaram o
angulo de penacdo com gonibmetro em trés regiosntds de cada mausculo,
considerando o angulo formado entre as fibrasendéb distal e encontraram para o
GL e 0 SOL 14,2+3,6 e 3,9+2,4°, respectivamentedifesencas entre estes valores e a
quantificacaoin vivo realizada no presente estudo podem ser expliqaatadiversos
fatores, incluindo aqueles que distinguem os dpastde pesquisan(vivo ein vitro): o
estado derigor mortis, em que h& uma contracdo lenta das fibras mussylar
contragdo do tecido conectivo e/ou reducdo do comepto muscular devido aos
fixadores utilizados; e a posicdo em que os mus@#do armazenados para avaliagao
vitro [44]. Enget al.[60] utilizaram o tornozelo na posi¢cdo neutra gosicionamento
das articulacdes envolvidas comprovadamente alterangulo de penacéao.

O presente estudo apresentou algumas limitagcopsotO@colo de lesdo, embora
realizado como descrito na literatura e sempre pelemo pesquisador, ndo eliminou
completamente as diferencas entre as caractesistcdesédo em cada rato (tamanho,
posicdo, profundidade).

Um dos ratos do grupo GS apresentou diferencaisggtatnos parametros em
relacdo aos outros. Sua massa corporal (315g)28tardaior do que a média do grupo
(255,49), e a diferenca estatistica da EM pode psecialmente justificada pela
diferenca do tamanho entre os animais. Hesliagaal[99] demonstraram que o
aumento do tamanho da tibia possui uma relacdarlcean a massa corporal, e que 0
angulo de penacédo aumenta com o crescimento doHsta relacdo pode explicar a
diferenca.

A impossibilidade de medicao dos parametros ariquiteos na pata lesionada
nos intervalos de 7 e 14 dias ap0s a lesédo nadtpeentomparacdo direta entre os dois
membros, embora as imagens tenham demonstradaméide a diferenca qualitativa
entre as condicdes saudavel e lesionado, como apaeximento da estrutura
organizacional interna das fibras musculares ergirmento de areas hipoecodicas, além
de descontinuidade dos fasciculos e das aponeuroses

E necessario ainda aprimorar a metodologia de dixafa pata do animal no
momento da aquisicdo das imagens, com a medicd@mgiado articular, assegurando
variagcdes minimas da geometria muscular assocéagasicao do tornozelo.

Uma maior compreensao das adaptacfes geomeétrisdasibiculos musculares
pode influenciar e direcionar programas de treimdamele alto nivel e reabilitacéo,
assim como permitir o desenvolvimento de modelodematicos preditores do

desempenho muscular e das mudancas apoOs intergeng@e treinamento e
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destreinamento. Estudos comparativos da arquitetuscular em condi¢cdes saudaveis
e de diferentes tipos de lesdo ou desordem sdortampes e a técnica de BMU se

mostrou como ferramenta para tais pesquisas emaaim
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CAPITULO 7
CONCLUSAO

Esta pesquisa foi projetada para avaliar a ut#ieagdo método de
biomicroscopia ultrassénica em tempo-real parasagfio de imagens do musculo
esquelético de ratos objetivando obter dados datwmtis de suas caracteristicas
biomecanicas durante um periodo de regeneracaaifausc

Os resultados obtidom vivo indicam que a BMU permite a discriminacao
qualitativa e quantitativa entre o musculo saud@vigsionado, pois mostraram que é
possivel a aquisicdo de imagens com resolucaoientiic para o detalhamento dos
parametros arquiteténicos dos musculos constituhtetriceps sural de ratos saudaveis
e em diferentes intervalos apos lesdo por laceragio um angulo articular pré-
determinado.

O protocolo de aquisicdo de imagens e quantificdg&oparametros mostrou-se
confiavel e permitiu medir o angulo de penacacespessura muscular do SOL e do GL
com coeficientes de variacdo da pata saudavel3de(8P) e 3,97% (EM) para o grupo
de variabilidade, 7,38 (AP) e 12,57% (EM) parawupgrde lesdo no gastrocnémio (GG)
e 9,95 (AP) e 10,94% (EM) para o grupo de lesaeahear (GS). Os testes estatisticos
para avaliacdo da reprodutibilidade das medidagaran que os dados obtidos em
imagens aleatérias e medicdes repetidas ndo apaeasndiferencas estatisticamente
significativas (para nenhum dos grupos), reforcaadmnfiabilidade do protocolo de
medicdo dos parametros AP e EM através das imaigeBMU.

O aumento do AP da pata esquerda (ndo-lesionadgiupo GG de 10,68 para
16,53° (54,77% de aumento), juntamente com a \&viag EM nos grupos GG (2,92
para 3,13mm = 7,56%) e GS (2,12 para 2,35mm = W),84ugere uma resposta
hipertréfica compensatoria do membro contralateaaldavel adaptativa a condicdo de
sobrecarga aumentada durante o periodo em quedacgm de forca pelo membro
lesionado poderia provocar nova ruptura do tecideaular.

Os estudos realizados com humanos nao permitirégmagbra a avaliacao
anteriormente a lesédo para comparacéao, 0 que &@los pesquisas com animais com
0 uso da técnica de BMU, cujo potencial de apliogu@ra andlise de tecido muscular
esquelético foi estudado neste trabalho.
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