.:i‘;"‘.‘ o P P E
38 ‘

Instituto Alberto Luiz Coimbra de U F RJ
Pés-Graduagao e Pesquisa de Engenharia

QUANTIFICACAO DE PARAMETROS DE TEXTURA EM
ULTRASSONOGRAFIAS MUSCULO-ESQUELETICAS POS-EXERCICIO

Thiago Torres da Matta

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de
Pds-graduacdo em Engenharia Biomédica,
COPPE, da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, como parte dos requisitos necessarios a
obtencdo do titulo de Doutor em Engenharia

Biomédica.

Orientadora; Liliam Fernandes de Oliveira

Rio de Janeiro

Outubro de 2016



QUANTIFICACAO DE PARAMETROS DE TEXTURA EM
ULTRASSONOGRAFIAS MUSCULO-ESQUELETICAS POS-EXERCICIO

Thiago Torres da Matta

TESE SUBMETIDA AO CORPO DOCENTE DO INSTITUTO ALBERTO LUIZ
COIMBRA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA DE ENGENHARIA (COPPE)
DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO COMO PARTE DOS
REQUISITOS NECESSARIOS PARA A OBTENCAO DO GRAU DE DOUTOR
EM CIENCIAS EM ENGENHARIA BIOMEDICA.

Examinada por:

Profa. Liliam Fernandes de Oliveira, D.Sc

Prof. Roberto Macoto Ichinose, D.Sc.

Prof. André Victor Alvarenga, D.Sc.

Prof. Roberto Fares Simao Junior, D.Sc.

Prof. Jefferson da Silva Novaes, D.Sc.

RI10 DE JANEIRO, RJ-BRASIL
OUTUBRO DE 2016



Matta, Thiago Torres da

Quantificacdo de parametros de textura em
ultrassonografias musculo-esqueléticas pds-exercicio /
Thiago Torres da Matta. — Rio de Janeiro: UFRJ/COPPE,
2016.

X1V, 102 p.: il.; 29,7 cm.

Orientadora: Liliam Fernandes de Oliveira

Tese (doutorado) — UFRJ/ COPPE/

Programa de Engenharia Biomédica, 2016.

Referéncias Bibliogréaficas: p. 84-102.

1. Textura. 2. Ultrassonografia. 3. Dano muscular
temporario. 4. Exercicio excéntrico. . Oliveira, Liliam
Fernandes de. I1. Universidade Federal do Rio de Janeiro,

COPPE, Programa de Engenharia Biomédica. I11. Titulo.




Dedicatoria

Eu dedico a tese aos meus pais Jeanette e Arthur, a minha esposa Mariana e ao
meu filho Jodo.



Agradecimento

Agradeco especialmente a professora titular, orientadora e amiga D.Sc. Liliam
Fernandes de Oliveira pela sabedoria compartilhada, dedicacdo, tempo, paciéncia e
amizade. Outro agradecimento especial ao meu co-orientador D.Sc. Wagner Coelho de
Albuquerque Pereira pelo empenho em contribuir e direcionar esta tese.

Aos professores que fizeram parte de toda minha formagéo académica, desde a
graduacdo até chegar ao término do doutorado, em especial aos D.Sc. Roberto Macoto
Ichinose e D.Sc. Roberto Fares Simé&o Junior.

Aos meus familiares (avo Jesy e irmao Pedro) pelo amor, inspiracdo, confianca e
incentivo.

Aos meus amigos de Laboratério de Biomecanica da EEFD/UFRJ (D.Sc. Marco
Garcia, D.Sc. Luis Aureliano Imbiriba) e LAMFE do PEB/COPPE/UFRJ (D.Sc.
Carolina Peixinho, M.Sc. Daniel Alves, M.Sc. Viviane da Gléria, M.Sc. Kelly Lima e
M.Sc. Raphael Oliveira), por me proporcionarem excelentes momentos de reflexéo,
ajuda e aprendizado durante toda jornada.

Agradeco também aos meus amigos, que em diversas discussdes cientificas,
contribuiram para evolucdo e correcdo deste trabalho (D.Sc. Belmiro Salles, M.Sc.
Pietro Mannarino, Ph.D. Gabriel Trajano, D.Sc. Daniel Umpierre, Ph.D. Vandré
Figueredo e M.Sc. Lucas Helal).

E pelo apoio financeiro, agradeco a CAPES e FAPERJ.



Resumo da Tese apresentada a COPPE/UFRJ como parte dos requisitos necessarios

para a obtencdo do grau de Doutor em Ciéncias (D.Sc.).

QUANTIFICACAO DE PARAMETROS DE TEXTURA EM
ULTRASSONOGRAFIAS MUSCULO-ESQUELETICAS POS-EXERCICIO

Thiago Torres da Matta
Outubro/2016

Orientadora: Liliam Fernandes de Oliveira
Programa: Engenharia Biomédica

O dano muscular temporario (DMT) apds exercicio excéntrico ocorre devido a
microrupturas e desarranjo de estruturas miofibrilares do musculo esquelético, causando
processo inflamatorio que refletem em alteracbes no brilho de ultrassonografias
podendo ser avaliado pela textura da imagem ao longo de alguns dias apds a
intervencdo. Dois estudos foram realizados, um deles em mulheres e outro em homens,
com a utilizacdo de diversos marcadores para acompanhar o DMT até 96 h apos
intervencdo excéntrica nos flexores do cotovelo. A ultrassonografia foi aplicada para
avaliar o edema muscular e parametros de textura como a média da intensidade do eco
pelo histograma de distribuicdo de pixels na escala de cinza no mdsculo braquial.
Também foi aplicada a matriz de co-ocorréncia de tons de cinza (GLCM) através de
cinco descritores estatisticos como a correlagdo (cor), entropia (coo), desvio-padrao
(std), contraste (con) e o segundo momento angular (asm). Como resultados relevantes
para analise da textura das ultrassonografias, o experimento conduzido com mulheres
apresentou alteracfes para o parametro cor com 128 e 256 tons de cinza a partir de 48h
apos intervencédo excéntrica. O estudo com amostra masculina obteve confiabilidade das
medidas das varidveis medidas satisfatoria em dias distintos. Ndo foram encontradas
diferencas significativas entre os comprimentos musculares dos flexores do cotovelo
avaliados para nenhum marcador. Como efeito do DMT no tempo, os descritores cor e
0 con apresentaram-se sensiveis ao exercicio proposto a partir de 48h até 72 h. A
utilizacdo de descritores da GLCM em ultrassonografias parece ser uma ferramenta

promissora no auxilio do diagnostico de DMT.
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Exercise induced muscle damage (EIMD) by eccentric exercise in response to
eccentric exercise is caused by micro disruption and disarrange of myofibrils and
cytoskeletal structures of skeletal muscle, resulting in inflammatory processes that
reflect on ultrasound image brightness, which can be assessed by texture parameters
over a few days after the exercise intervention. Two experiments were applied, one with
women and other with men, using many EIMD markers up to 96 hours after elbow
flexors eccentric training. B-mode ultrasound images were used to assess the muscle
edema and texture parameters such echo intensity by pixels distribution on grey level
histogram in brachial muscle. Grey-level of co-occurrence matrix (GLCM) were applied
through five statistical descriptors such as correlation (cor), entropy (coo), standard
deviation (std), contrast (con) and second angular moment (asm). Presenting relevant
results for ultrasound texture analysis, the experiment conducted with women presented
statistical increases of GLCM parameter cor for 128 and 256 grey levels from 48 hours
after the eccentric intervention. The experiment with men obtained a good reliability of
all parameters with measurements on two different days. No significant differences
were found on DMT parameters between different arm sites for any texture parameters.
For EIMD time-effect, the descriptors cor and con GLCM parameters were significant
increased at 48 h and 72 h. The GLCM descriptors parameters proved to be a sensitive

and promising texture parameter for studying muscle damage.
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1. INTRODUCAO

Os efeitos agudos de uma sessdo de treinamento de forca na unidade musculo-
tendinea sdo bem documentados na literatura (Clarkson e Hubal, 2002; Paschalis et al.,
2005; Hyldahl e Hubal, 2014). Logo ap6s uma sessdo de exercicio intenso, observa-se
uma cascata de eventos fisiol6gicos que repercutem nas caracteristicas funcionais como
producdo de for¢ca muscular e amplitude completa de movimento. As respostas
fisiologicas levam a formacdo de edema local, ao aumento da producdo de hormonios
circulantes e as alteragbes de diversos marcadores bioquimicos e estruturais
relacionados a lesdo tecidual (Clarkson e Tremblay, 1988; Friden e Lieber, 2001;
Hyldahl e Hubal, 2014).

Um dos efeitos agudos secundarios ao treinamento de forga mais estudados é o
dano muscular temporario (DMT). O DMT se refere a um conjunto de altera¢cdes micro-
estruturais agudas no tecido muscular causados por estimulos mecéanicos de alta
intensidade ou volume no exercicio fisico e perduram por aproximadamente uma
semana (Clarkson e Tremblay, 1988; Friden e Lieber, 2001; Clarkson e Hubal, 2002).
Supbe-se que o0 DMT é causado pela ruptura no reticulo sarcoplasmético e tubulos
transversos, assim como nas miofibrilas e nas estruturas do citoesqueleto, tais como a
linha Z, alfa-actina e desmina (Friden e Lieber, 2001; Yu et al., 2013). Estudos em
humanos tém contribuido para entendimento do DMT atraves de diferentes formas de
avaliacdo e analise. As intervencdes agudas mais aplicadas para estudo do DMT séo
corridas de longa distancia em declive (Sorichter et al., 2001), exercicios de
alongamento (Chen et al., 2011) e principalmente exercicios de forca excéntrica

(Howatson et al., 2007; Chen et al., 2012).



Marcadores indiretos sdo usados para determinacdo clinica e quantificagdo do
DMT, como redugéo da amplitude de movimento (Chen et al., 2009), da capacidade de
producdo de forga voluntaria (Iguchi e Shields, 2010) e aumento da percepcdo de
desconforto muscular de inicio tardio (Deleyed Onset Muscle Soreness - DOMS)
(Nosaka et al., 2002). Marcadores sanguineos bioguimicos como isoenzimas
citoplasmaticas pela Mioglobina (Mb) e Creatina Quinase (CK) sdo estudados pela
relagdo com o extravasamento de estruturas miofibrilares na corrente sanguinea ou
mecanismos de regeneracao tecidual (Sorichter et al., 2001; Neubauer et al., 2008; Chen
etal., 2012)

Através de estudos com animais e baseado na relagdo comprimento-tensdao do
musculo-esquelético, 0 DMT pode se apresentar mais acentuado em regides do musculo
com sarcébmeros mais frageis e em maiores comprimentos musculares (Warren et al.,
1993; Hunter e Faulkner, 1997). O processo de ruptura desses sarcomeros mais frageis
em detrimento dos mais fortes esta pautado na teoria proposta por MORGAN (1990) de
ruptura dos sarcomeros (popping sarcomere) na fase descendente da relacdo
comprimento-tenséo, principalmente durante a tensdo passiva com o alongamento da
miofibrila. Em geral, a literatura analisa 0 DMT em apenas em um sitio muscular (Saka
et al., 2009; Chen et al., 2012) e desta forma generaliza o Unico resultado para o que
ocorre em todo musculo. Neste sentido, ainda ndo ha esclarecimento cientifico sobre a
homogeneidade do DMT ao longo do comprimento muscular.

Até o presente momento, foram encontrados apenas seis estudos que avaliaram o
DMT em diferentes comprimentos musculares. Um por percepcao de desconforto nédo-
homogénea por pressdo em seis locais dos flexores do cotovelo (Dierking et al., 2000),
desconforto por pressdo e atividade mioelétrica dos masculos do quadriceps

(Hedayatpour et al., 2008) e edema homogéneo por circunferéncia do braco (Chen,



2003; Chen e Nosaka, 2006b). JUBEAU et al. (2012) compararam diferentes
comprimentos musculares pelo DOMS e THIEBAUD et al. (2013) avaliaram o edema
por circunferéncia e espessura muscular (EM) via ultrassom (US) em dois
comprimentos e ndo encontraram variagdes estatisticas entre eles. Sendo assim, ainda
ndo estd esclarecido na literatura como o DMT se comporta em diferentes
comprimentos musculares. Em intervengdes cronicas, ja foram encontradas alteragdes
heterogéneas entre EM em diferentes comprimentos dos flexores do cotovelo (Matta et
al., 2011). Este fato também foi observado com base nas variagdes heterogéneas de
fibras musculares ao longo do comprimento do biceps braquial em contragdo isométrica
(Pappas et al., 2002). Desta forma, supbe-se que o DMT pode ndo ser homogéneo em
diferentes comprimentos musculares.

Para avaliacdo do DMT local, a andlise de ultrassonografias tem sido muito
utilizada na pesquisa cientifica (Nosaka e Sakamoto, 2001; Chen e Nosaka, 2006b;
Radaelli et al., 2012), uma vez que é uma ferramenta ndo-invasiva e de baixo custo
relativo quando comparada a outros instrumentos para aquisicdo de imagens. Uma
aplicacdo desta técnica é a determinacdo do edema por uma imagem transversal,
considerado um marcador indireto do DMT local (Nosaka e Sakamoto, 2001). Sem o
uso do US, o edema tem sido estimado impropriamente pela circunferéncia do segmento
e ndo do musculo (Gleeson et al., 2003; Chapman et al., 2006). Este parametro também
pode ser quantificado em ultrassonografias pela area de secdo transversa anatémica
(ASTA) em duas dimensdes (Foley et al., 1999; Chan, Newton e Nosaka, 2012) ou pela
EM por ultrassonografias (Radaelli et al., 2012).

Além do edema, a ultrassonografia modo-B pode auxiliar na analise da textura
de imagem do musculo, sendo assim considerado um marcador estrutural e local. A

literatura sugere que o extravasamento de material das estruturas dos sarcémeros,



quando o musculo esta lesionado e inflamado, altera o brilho da imagem de US (Proske
e Morgan, 2001) deixando a imagem em tons de cinza mais proximos ao branco (Pillen
et al., 2006). Em doencas neuromusculares e processos regenerativos de lesdes, o tecido
muscular pode ser substituido por tecido fibroso, resultando em transi¢cdes de tecidos
com diferentes impedancias acusticas (Kuo e Carrino, 2007). Como consequéncia, a
imagem de musculos lesionados se diferenciaria por grandes reflexdes a partir do feixe
de US, o que explica a tonalidade mais clara nas ultrassonografias em distrofias
musculares como a sindrome de Duchenne (Nielsen et al., 2006; Pillen e Van Alfen,
2011). No intuito de quantificar essas alteragdes em ultrassonografias, a intensidade do
eco (IE) média de uma regido de interesse (Region of interest - ROI) da imagem tem
sido amplamente usada na pesquisa aplicada a area de exercicios fisicos para avalia¢ao
do DMT (Nosaka e Sakamoto, 2001; Pillen e Van Alfen, 2011; Radaelli et al., 2012).

A variacdo relativa da IE nestes estudos é fornecida pelo histograma de
distribuicdo de escalas de cinza dos valores dos pixels em uma dada ROI previamente
selecionada e que normalmente varia entre um e quatro cm?, dependendo do mdsculo
estudado (Nosaka e Sakamoto, 2001; Pillen e Van Alfen, 2011; Chan et al., 2012). Esta
analise apresenta importantes limitagdes como a impossibilidade de avaliacdo de
variacOes espaciais da ROl (Chen et al., 2009). Neste sentido, outras estratégias mais
complexas e robustas de analise da imagem podem ser aplicadas, como ja foi realizado
pela textura bidimensional de imagens em tumores mamarios em ultrassonografias
(Huber et al., 2000; Alvarenga et al., 2007).

A avaliacdo da textura bidimensional da imagem se baseia em diferentes
técnicas de funcbes de variacdo espacial na intensidade dos pixels e que pode ser
quantificada por variaveis estatisticas como Markoviano, a curva de complexidade (CC)

e a matriz de co-ocorréncia de niveis de cinza (Grey Level of Co-ocurence Matrix -



GLCM) entre outras (Baheerathan et al., 1999; Al-Janobi, 2001; Alvarenga et al.,
2007). Existem relatos na literatura que descrevem aproximadamente 1400 variaveis
estatisticas de textura para auxiliar na caracterizacdo de tumores de mama por
ultrassonografias (Gomez et al.,, 2014). Dentre as aplicagdes da analise da textura
bidimensional em tecidos bioldgicos, podem ser citadas a analise de imagens
microscopicas para distin¢do de fibrose hepatica (Amin e Mahmoud-Ghoneim, 2011) e
0 acompanhamento longitudinal de imagens cerebrais por ressonancia magnética (RM)
de pacientes diagnosticados com Parkinson (Sikio et al., 2015). Estudos com animais
para caracterizacdo de lesdes musculares pela analise da textura de imagens por
ressonancia magnéticas por imagem (RMI) também sdo frequentes (Mahmoud-
Ghoneim et al., 2006; Wang et al., 2013; Fan et al., 2014).

A literatura referente a analise de textura bidimensional do tecido muscular em
humanos ainda é escassa (Turo et al., 2013; Sikio et al., 2014; Konig et al., 2015;
Molinari et al., 2015). SIKIO et al. (2014) avaliaram a textura muscular por apenas
quatro parametros de textura de GLCM, a partir de imagens de RMI em diferentes
musculos do quadriceps em atletas de diferentes esportes, para discriminar esportes com
caracteristicas relacionadas ao impacto de membros inferiores. Até o presente momento,
apenas TURO et al. (2013) mostraram que a textura pode ser aplicada para analise de
musculos fora do padrédo sadio. Entretanto, os autores estudaram apenas o parametro de
entropia da GLCM na analise de ultrassonografias do masculo trapézio superior como
forma de avaliacdo de sindrome miofascial e lesdes cervicas crénicas, mostrando a sua
eficacia para caracterizar individuos com sindromes patologicas. KONIG et al. (2015)
apresentam a GLCM de ultrassonografias como uma ferramenta com bom potencial
para avaliar imagens musculares, quando analisadas ROIs em diferentes posicdes e

tamanhos de ultrassonografias no auxilio de diagndstico de doengca muscular dos



flexores do cotovelo. Mais recente, MOLINARI et al. (2015) caracterizaram tecido
musculo-esquelético sadio por descritores de primeira ordem e binarios usando
ultrassonografias transversais de cinco musculos.

Como lacuna da literatura, identificou-se que a analise de descritores de textura
bidimensional por ultrassonografia ainda ndo foi empregada para a caracterizacdo do
DMT, bem como os estagios de evolucdo deste processo em diferentes comprimentos

do musculo.



OBJETIVOS

a. Objetivos gerais
O objetivo principal desta tese é avaliar o DMT em ultrassonografias dos
musculos flexores do cotovelo, através de pardmetros de textura de imagens apds uma

sesséo de treinamento de forga excéntrica.

b. Objetivos especificos

e Avaliar o DMT em um comprimento muscular em mulheres destreinadas.

e Avaliar o DMT em diferentes comprimentos do braco em homens destreinados.

e Avaliar a evolucdo do DMT ap6s uma sessdo de treinamento de forca excéntrica
em apenas um comprimento muscular em mulheres destreinadas.

e Auvaliar a evolugdo do DMT ap6s uma sesséo de treinamento de forca excéntrica
em diferentes comprimentos do braco em homens destreinados.

e Testar a confiabilidade e variabilidade das medidas entre dias do DMT em
muasculos sadios pelas varidveis: torque muscular isométrico; IE pela
distribuicdo do histograma de escala de cinza; cinco parametros de textura para a
GLCM como a entropia (coo), segundo momento angular (asm), desvio padréo
(std), contraste (con) e correlagdo (cor) de imagens do musculo braquial.

e Acompanhar a evolucdo temporal das variaveis descritas ao longo de cinco dias
nos instantes antes, imediatamente apos o exercicio e depois a 10 min, 24 h, 48
h, 72 h e 96 h, com a inclusdo da percepcdo de desconforto local induzida pela
pressdo padronizada em diferentes comprimentos dos flexores do cotovelo,

assim como alongamento ou pressdo manual.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo consiste em uma revisdo bibliografica do contetdo relacionado ao
dano muscular temporério causado pela realizacdo de exercicios. Neste sentido,
inicialmente a revisdo visa esclarecer a questdo fisiolégica do DMT a partir da
constituicdo muscular para posterior abordagem da inflamacéo e regeneragéo tecidual.
O segundo item aborda as sinalizagdes do DMT através das formas de avaliagdo
laboratoriais e clinicas mais comuns, e as manifestacdes tipicas e 0s possiveis
mecanismos responsaveis. Por fim, serdo abordadas formas de processamento de
ultrassonografias modo B como uma ferramenta Util e ndo-invasiva para avaliagcdo do

DMT.

2.1  Dano muscular temporario
2.1.1 Fisiologia muscular

O ventre de um masculo esquelético € formado por diversas fibras musculares
agrupadas por um tecido conjuntivo chamado de epimisio. Cada fasciculo, envolvido
por outra camada de tecido conjuntivo, o perimisio, contém até centenas de fibras
musculares alinhadas paralelamente e longitudinalmente. Uma unica fibra, também
envolvida por tecido conjuntivo, o endomisio, é composta por centenas a milhares de
miofibrilas igualmente dispostas. Cada uma das miofibrilas possui milhares de
sarcOmeros em série, 0s quais séo a unidade funcional de um musculo (Lieber e Friden,

2000) (Figura 1).



Musculo

Miofibrila

Figura 1: Representacdo da anatomia musculo-esquelética e suas organizacgdes.

Os sarcdmeros sdo compostos por varias proteinas, que atuam de acordo com a
necessidade funcional do sistema durante a contracdo muscular. As proteinas actina,
miosina e titina possuem papéis importantes na representacdo funcional da unidade
contratil ativa e passiva. Outras proteinas como a desmina possuem caracteristicas
estruturais que conectam o citoesqueleto entre a linha Z e o sarcolema (Friden e Lieber,

2001) (Figura 2).



linha Z linha M
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Figura 2: llustracdo de sarcomeros (dois em série e dois em paralelo) com suas proteinas

contrateis e estruturais.

A organizacdo dos sarcomeros nas fibras musculares e sua disposicao ao longo
do mdsculo caracterizam-no quanto a arquitetura muscular (Fukunaga et al., 1997;
Lieber e Friden, 2001), sendo classificados basicamente como musculos penados ou
fusiformes. O musculo penado é caracterizado por possuir arranjo anatémico das fibras
musculares em paralelo (lado a lado) e um angulo entre a linha de acéo de forca gerada
pelas fibras com a aponeurose profunda (ou tenddo interno) do musculo (Gans, 1982;
Lieber e Friden, 2001). Por meio desse arranjo, muasculos penados permitem maior
armazenamento de material contratil (sarcomeros em paralelo), além de possuir
fasciculos curtos, comuns para producdo de forga (Kawakami et al., 1995; Blazevich,
2006).

O mausculo fusiforme possui as fibras musculares organizadas em série ligando o
tenddo proximal ao distal, alinhadas com a direcdo da acdo da for¢a sendo masculos
mais longos que os penados (Lieber e Friden, 2001). Comparando musculos com a

mesma massa, 0 musculo fusiforme possui menor quantidade de material contratil

10



guando é comparado a um musculo penado com igual massa (Lieber e Friden, 2001).
Sendo assim, as principais caracteristicas do musculo fusiforme sdo: a grande excurséo
muscular (proporcional ao comprimento da fibra) e consequentemente, a producéo de
grandes velocidades de encurtamento durante contracao e pouca forca (Kawakami et al.,
1995; Lieber e Friden, 2001).

Quando um mdasculo é submetido a um grande stress mecanico como exercicio
excéntrico de alta intensidade, ocorre desorganizagdo e rupturas no reticulo
sarcoplasmatico e tubulos transversos, assim como nas miofibrilas ou estrutura do
citoesqueleto (linha Z, alfa-actina e desmina) (Friden e Lieber, 2001; Yu et al., 2013)
(Figura 2), especialmente em individuos destreinados. As alteragdes estruturais séo
causadas pela tensdo passiva de a¢gdes musculares voluntérias, principalmente em acoes
excéntricas (Proske e Morgan, 2001). Neste sentido, o processo da falha na reconex&o
entre as proteinas contrateis ocorre durante a agdo excéntrica maxima acarretando
rupturas no sarcbmeros (Friden e Lieber, 2001; Peake et al., 2005). Baseado na hip6tese
de estouro dos sarcomeros (popping sarcomere) mais frageis, MORGAN (Morgan,
1990) entende que as rupturas se iniciam pelos sarcobmeros mais frageis até atingir os
mais fortes (longitudinalmente e transversalmente).

As consequéncias dessas laceragdes estruturais € o extravasamento de algumas
proteinas no sangue, inflamacédo tecidual e um fendmeno fisiolégico conhecido como
DMT (Paulsen et al., 2012). O DMT desencadeia diversos sintomas na regido lesionada
pelo processo inflamatdrio e consequente perda da funcdo muscular (Peake et al., 2005).
Este processo de avaliagdo do DMT ¢é bem documentado apds contracBGes excéntricas
aplicadas em modelos animais (Komulainen et al., 1998; Komulainen et al., 2000;

Barash et al., 2002). Sensacdo de dor, perda de forca, reducdo da amplitude de
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movimento e edema muscular ap6s o esfor¢o sdo os sintomas mais comuns observados

como consequéncia do DMT.

2.1.2 Inflamacéo e regeneracéo tecidual

O sistema imune é acionado durante o processo inflamatorio e regenerativo do
masculo lesionado (Peake et al., 2005). A inflamacdo é causada pela ruptura de
estruturas miofibrilares e pelas alterac6es histologicas (Proske e Morgan, 2001; Paulsen
et al., 2012). Imediatamente apos a laceracdo das estruturas musculares pelo exercicio,
neutréfilos sdo rapidamente mobilizados para a circulagdo e fons de célcio (Ca®)
passam a ter acesso livre ao sarcoplasma onde ativam vias proteoliticas relacionadas a
degradacéo e reparo miofibrilar posterior (Proske e Morgan, 2001; Paulsen et al., 2012).
Durante esse processo, isoenzimas citoplasmaticas como a Mb e CK séo liberadas no
sangue (Peake et al., 2005).

Apos a ruptura dos sarcomeros, linfocitos sdo mobilizados e citocinas anti-
inflamatorias sdo liberadas para o sistema circulatorio (Peake et al., 2005). Assim, 0s
neutréfilos invadem o musculo esquelético imediatamente ap6s o exercicio e
permanecem até 24-48h da mesma forma que os macrofagos, especialmente no
perimisio (Toumi e Best, 2003; Peake et al., 2005; Paulsen et al., 2012). Neutrdfilos e
macréfagos contribuem para a degradacdo tecidual pelas reagdes com oxigénio e
nitrogénio (Nguyen e Tidball, 2003) e também podem gerar citocinas pro-inflamatorias
(Cannon e St Pierre, 1998; Toumi e Best, 2003). Todo esse processo acarreta alguns
sinais histoquimicos inflamatorios comuns como o acimulo de leucocitos (Paulsen et
al., 2012), gerando sintomas funcionais e respostas fisioldgicas incomuns (Peake et al.,

2005; Howatson, Van Someren e Hortobagyi, 2007; Butterfield, 2010).
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A regeneracdo do tecido necrosado se inicia a partir de duas horas apds a
instauracdo do dano muscular (Armstrong et al., 1991), porém se efetiva entre 24-48h
(Butterfield, 2010). Entretanto, em inflamagfes mais severas, a regido lesionada comega
a se regenerar a partir de 48h com a remocao da lesdo tecidual pelos macréfagos e
células satélites (Armstrong et al., 1991; Peake et al., 2005). As células satélites se
localizam abaixo da lamina basal e sarcolema (fora da membrana plasmaética) e se
estimuladas, desencadeiam regeneracdo miofibrilar (Paulsen et al., 2012). As células
satélites se proliferam abrangendo a &rea lesionada com aparente reorganizacdo e
fundindo as estruturas do sarcobmero em até 10 dias (Friden, 1984; Butterfield, 2010;
Paulsen et al., 2012).

A repeticdo de exercicios gera adaptacGes e os efeitos principais de reducdo da
funcdo muscular sdo atenuados ou desaparecem (Chen, 2003; Peake, et al., 2005;
Butterfield, 2010). A resposta fisioldgica pela repeticdo de intervencdes de forca pode
ser analisada pela diminuicdo de até 45% da quantidade de neutrofilos circulantes na
corrente sanguinea (Pizza et al., 2001). Diversos estudos efetivam o conceito do efeito
protetor de uma segundo estimulo de forca, caracterizado pela diminuicdo dos sintomas
e medidas que compdem a DMT (Clarkson e Sayers, 1999; Nosaka et al., 2001; Chen et
al., 2012). O efeito protetor pode ser avaliado de acordo com diversas variaveis do
treinamento de forca ou caracteristicas do estimulo através de medidas diretas ou

indiretas do DMT (Chen et al., 2013; Lau et al., 2015).

2.2. Formas de avaliacdo do dano muscular temporario
De uma forma geral, é clara a associacdo da avaliacdo clinica a intensidade do
DMT (Proske et al., 2005), que pode ser causada por diversos fatores de intervencao,

caracteristicas da amostra, tipo de atividade ou organizacdo das fibras musculares
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(Totsuka et al., 2002; Chen e Nosaka, 2006b; Chen et al., 2011; Flores et al., 2011). As

formas de avaliacdo do DMT podem ser divididas em clinicas e exames laboratoriais.

2.2.1 Avaliacgdo clinica

Apo6s a ruptura das estruturas musculo-esqueléticas e suas consequéncias
histoquimicas, alguns sinais clinicos podem ser observados e sdo utilizados para
determinacdo e quantificacdo do DMT. A literatura cientifica ¢ ampla quando associa o
DMT aos marcadores indiretos relacionados ao exercicio excéntrico (Brancaccio, Lippi
e Maffulli, 2010). Grande parte dos estudos aplicados avaliam os sintomas clinicos
classicos como a perda de amplitude de movimento (Chen et al., 2009), capacidade de

producdo de torque méximo (lguchi et al., 2010) e DOMS (Nosaka et al., 2002).

2.2.1.1 Producéo de forca voluntaria

A consequéncia do DMT pode ser facilmente percebida pela diminuicdo da
producdo de forca voluntaria (Hubal et al., 2007). O declinio do torque maximo pos-
intervencdo € um dos marcadores indiretos mais confiaveis (Paulsen et al., 2012).
Imediatamente ap0s a intervencdo, fisiologicamente 0 DMT se mistura com a fadiga
muscular e gera a perda de producédo de forca. A queda da producéo de forga voluntéaria
pode alcancar valores extremos entre 90-50% da contracdo voluntaria maxima (CVM) e
este sintoma pode durar até duas semanas (Clarkson et al., 2005; Paulsen et al., 2012).
Assim como outros marcadores do DMT, a recuperacéo da forga muscular depende do
tipo de estimulo causador (Jamurtas et al., 2005; Umbel et al., 2009), isto é, depende da
intensidade e volume da intervencéo.

Fatores relacionados a arquitetura muscular como organizacdo das fibras

musculares (Jamurtas et al., 2005; Chen et al., 2011) ou caracteristica da amostra
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(Flores et al., 2011), também pode influenciar no DMT. A defini¢cdo dos mecanismos
responsaveis pela reducdo de forca pelo DMT ainda ndo esté clara na literatura, assim
algumas hipoteses ainda sdo testadas pela comunidade cientifica (Hyldahl e Hubal,
2014).

Inimeros fatores periféricos contribuem para essa consequéncia, como por
exemplo: os efeitos metabdlicos da fadiga através da ruptura de proteinas contrateis
(Endoh et al., 2005), o aumento da acidose e ruptura do sistema de excitagéo-
acoplamento e os mecanismos lesivos causados pelo exercicio pela falha de transmissao
de componentes neurais centrais para geracdo da forga muscular (Prior et al., 2001;
Proske et al., 2005). Pouco se sabe sobre a restricdo do drive neural desde o comando
em niveis superiores do sistema nervoso central até a ativacdo muscular periférica,
entretanto a teoria mais aceita ainda é baseada na proposta por WARREN et al. (1993).
Os autores descrevem que a queda na producdo de forca ocorre pela disfungdo dos
canais de Ca?* dificultando a passagem do estimulo para a excitacdo-contracdo
muscular (Warren et al., 1993; Warren et al., 2000). O mecanismo de disfuncdo de
excitacdo-acoplamento pode durar até trés dias e é responsavel por 75% da perda de
forca, aproximadamente (Warren et al., 2002).

O desempenho do torque maximo ao longo do tempo ap6s a instauracdo do
DMT depende do tipo de intervengdo a qual o individuo é submetido assim como a
forma de avaliacdo do torque maximo em amplitudes articulares diferentes (Jones, et
al., 1989; Iguchi et al., 2010; Skurvydas et al., 2010). Contragdes excéntricas acarretam
em alteracOes da relagdo tensdo-comprimento, principalmente na fase descendente, e
consequentemente dependem da angulacdo a qual o grupamento é avaliado in vivo

(Proske et al., 2005).
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De uma forma geral, a perda de desempenho na produgéo de forga ocorre
imediatamente apds a intervencdo, perdurando até duas semanas (Clarkson et al., 2005;
Paulsen et al., 2012). Existe uma relagcdo temporal determinavel entre perda de forca
apos a intervencdo e 0s mecanismos responsaveis (Hubal et al., 2007). Logo apds a
intervencdo, a fadiga neural (interrupcdo da excitagdo-acoplamento) pode ser o principal
mecanismo causador da diminuicdo na producgéo de forga (Warren et al., 2002). Estudos
com avaliacdo das variaveis de estimulacdo magnética transcraniana e eletromiografia
de superficie apresentam diminuicdo significativas de até 19% dos sinais (Prasartwuth
et al., 2006; Hubal et al., 2007), entretanto parece que 0s sinais neurais se restabelecem
24 h ap6és a DMT (Prasartwuth et al., 2006). Associado a fadiga, o processo
inflamatorio pela ruptura estruturais do sarcomero durante alguns instantes apds o
exercicio (Newham et al., 1983). Sendo assim, perdura por até duas semanas e pode ser
considerada como mecanismo tardio uma possivel hipdtese para a diminuicdo do
desempenho de forga maxima (Newham et al., 1983; Jones et al., 1989; Paulsen et al.,

2012).

2.2.1.2 Percepcao de desconforto de inicio tardio

O parametro clinico mais perceptivel € 0 DOMS. A sensacdo de DOMS apds o
exercicio, sobretudo excéntrico, em individuos destreinados é proporcional ao tempo
entre a intervencédo e a avaliacdo (Howatson e Van Someren, 2008). Em geral o DOMS
€ mais proeminente em 24-48h pos-exercicio, podendo durar até aproximadamente
cinco dias (Howatson e Van Someren, 2008; Mizumura e Taguchi, 2016). Entretanto, a
percepcdo de desconforto é uma medida subjetiva e sendo assim, dependente da

avaliacdo individual e consequentemente apresenta grande variabilidade para uma
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mesma magnitude do estimulo mecénico (Mizumura e Taguchi, 2016) e género
(Dannecker et al., 2012).

De acordo com a revisao de ARMSTRONG et al. (1991), trés mecanismos sdo
propostos como responsaveis pela sensacdo de dor causada pelo exercicio: interrupcao
da homeostase de Ca?*, rupturas da estrutura do sarcomero e aumento da sensibilidade
das terminagdes nervosas. De certa forma, os trés mecanismos podem atuar
concomitantemente gerando o desconforto através da cascata desses eventos
fisiologicos (Hyldahl e Hubal, 2014), sendo o Gltimo como amplificador de percepgéo-
avaliacdo da dor.

O cenério da percepcao do desconforto gerado pelo exercicio pode ser resumido
pela revisdo de HYDAHL e HUBAL (2014). Através de uma cascata de eventos
fisiolGgicos, os autores mostram que este se inicia pela liberacéo de proteinas das fibras
musculares danificadas pelo exercicio excéntrico (Hyldahl e Hubal, 2014). Em seguida,
toxinas sdo liberadas na circulacdo e ha recrutamento das células inflamatdrias, que se
infiltram novamente no tecido musculo-esquelético. Na sequéncia, ocorre a liberacdo de
mediadores quimicos como bradicinas e prostaglandinas (Murase et al., 2010),
mediadores que atuam sobre os nocireceptores musculares amplificando a sensacgéo de
desconforto muscular (Woolf et al., 1994).

Nos estudos relacionados ao DOMS, diferentes formas séo aplicadas para
quantificagdo. A forma mais comum de determinagdo do desconforto ocorre através de
escalas analogicas e visuais, no qual o voluntario o determina em um valor em escala
analdgica visual (EAV) de 5, 10, 50 ou 100 mm (Aboodarda et al., 2011; Thiebaud et
al.,, 2013; Yu et al., 2013). Além disso, a literatura apresenta diferentes testes para
determinar a dor, sendo os mais comuns o0 alongamento passivo ou a contracdo

voluntaria do grupamento muscular treinado (Nosaka et al., 2002; Newton et al., 2008)
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e a marcha lenta no caso de membros inferiores (Mchugh e Nesse, 2008). Outra forma
comum de teste seria pela palpacdo subjetiva e manual pressionando o ventre muscular
com trés dedos (Nosaka et al., 2002). Entretanto parece que essa forma de pressionar a
pele ndo é a mais controlada e ideal para avaliacdo cientifica. Sendo assim, a
padronizacdo da pressdo pode ser uma estratégia interessante e viavel com uso de uma
celula de carga ou algbmetro de pressdo previamente determinada, por exemplo,
40N/cm? (Fischer, 1987; Jones et al., 1987; Dierking et al., 2000).

Os testes de alongar ou contrair o grupamento muscular, ou do movimento
voluntario, podem ser considerados como medidas globais e simplificadas de inducéao
ao desconforto no musculo como todo. Apenas o teste de palpacdo manual e ou pressao
padronizada sdo capazes de realizar a avaliacdo local em diferentes sitios musculares
(Dierking et al., 2000; Hedayatpour et al., 2008). Sendo assim, a avaliacdo da sensacao

de dor local ainda é uma medida pouco explorada pela literatura.

2.2.1.3 Edema

Outro efeito do DMT € a formacdo do edema local, considerado marcador
indireto (Lefebvre et al., 1995). O mecanismo responsavel pela formacdo do edema
muscular estd associado a ruptura das estruturas acarretando processo inflamatério
celular, consequente aumento da circulagdo sanguinea local e aumento da
permeabilidade capilar (Clarkson e Hubal, 2002). Para a andlise clinica, o edema ¢
medido basicamente pela circunferéncia de todo segmento (Gleeson et al., 2003; Chen e
Nosaka, 2006b; Chen et al., 2009). Medidas mais complexas como volume muscular do
segmento via pletismografia também séo usadas (Bobbert et al., 1986).

Técnicas de imagem como tomografia computadorizada (TC), RMI ou US, séo

usadas para quantificar edema, baseadas em variaveis da arquitetura muscular (Foley et
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al., 1999; Chan et al., 2012; Radaelli et al., 2012). Varidveis como ASTA de alguns
musculos sdo facilmente medidas por ultrassonografia utilizando a ferramenta de
extensdo do campo de visdo, que permite visualizar imagens panoramicas (Ahtiainen et
al., 2010; Noorkoiv et al., 2010). Da mesma forma, transversalmente ao musculo, a EM
avaliada por ultrassonografias, também pode ser um pardmetro de avaliagdo do DMT
local, considerando marcadores estruturais de imagem (Nosaka et al., 2002; Radaelli et

al., 2012) (Figura 3).

Figura 3: Ultrassonografia de musculos do braco representando o edema muscular pela

espessura dos flexores do cotovelo antes (pré) e 72 h apés intervencdo excéntrica.

Dependendo da disposicdo das fibras no muasculo, além do edema transversal
esse fendmeno pode ser observado pelo aumento do tamanho da fibra muscular medido
pelo comprimento do fasciculo (CF), desta forma a deformacéo linear é transitoria com
encurtamento que pode durar até 10 minutos ap6s de exercicio extenuante de extensdo
do joelho (Csapo et al., 2011). Neste sentido, para realizar a medida do CF, a imagem
deve ser realizada com o transdutor alinhado longitudinalmente ao musculo. Caso o
fasciculo ndo possa ser completamente visualizado na imagem simples pelo tamanho do
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transdutor, a literatura apresenta algumas formas para estimativa desse parametro
(Erskine et al., 2009; Guilhem et al., 2011) ou pode ser aplicado pela ferramenta de
extensdo do campo de viséo, evitando o erro de aproximadamente 14% (Noorkoiv et al.,

2010).

2.2.2. Medidas laboratoriais
2.2.2.1. Bidpsia

Dentre as diferentes formas de avaliacdo do DMT, a microscopia eletronica de
imagens de bidpsia com marcador de enzimas por imunohistoquimica pode ser
considerada o marcador local direto e “padrio-ouro” para a DMT (Friden, 1984;
Hortobagyi et al., 1998; Clarkson e Hubal, 2002; Malm e Yu, 2012)

Quando submetido ao exercicio de forca, proteinas do citoesqueleto e sarcolema
sdo danificas e podem ser quantificadas pela microscopia 6tica pela imagem da bidpsia
(Lieber e Friden, 1999; Orfanos et al., 2016). A literatura apresenta estudos sobre
desenvolvimento de ferramentas de medidas diretas e locais de DMT pela analise de
estruturas do citoesqueleto com DMT como avaliagdo da linha Z (Malm e Yu, 2012),
desmina (Barash et al., 2002) e cadeia pesada de miosina (MHC) (Campos et al., 2002;
Yuetal., 2013).

Embora seja uma técnica invasiva, a bidpsia possibilita a avaliacdo de algumas
medidas diretas do DMT que ndo podem ser medidas por outras ferramentas (Newham
et al., 1983). Entretanto o alto custo e capacitacdo de profissionais para uso dessa

técnica podem ser importantes fatores limitantes.
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2.2.2.2. Marcadores bioquimicos

E amplamente estudada a associagdo de diversos marcadores centrais indiretos
que sdo liberados na corrente sanguinea secundariamente ao DMT (Nosaka e Clarkson,
1994; Wolf et al., 2012; Brentano et al., 2016). E comum a andlise das variagbes da
concentracdo de enzimas ou proteinas liberadas pela ruptura estrutural secundaria ao
DMT, como CK muscular ou Mb séricos (Brancaccio et al., 2010; Chen et al., 2012).
Como marcador de estresse oxidativo, a medida do lactato desidrogenase (LDH) €
muito explorada pela literatura para determinacdo do DMT (Kanda et al., 2013). Da
mesma maneira, 0 DMT também pode ser quantificado através da dosagem de proteinas
estruturais como alfa-actina (Martinez-Amat et al., 2005), troponina-l1 e troponina-T
(Sorichter et al., 2001; Martinez-Amat et al., 2005).

Alguns marcadores bioquimicos apresentados acima possuem limitagdes
metodologicas (Friden e Lieber, 2001). A CK pode ser encontrada no mdusculo
esquelético (CK-MM), cardiaco (CK-MB) e cerebral (CK-BB), sendo caracterizadas
anormalidades se encontradas em altas taxas circulantes no sangue (Eston et al., 1995).
A CK-MM pode ser considerada como um dos marcadores sanguineos mais comuns de
DMT em estudos aplicados, principalmente pela facilidade de processamento (Eston et
al., 1995; Brancaccio et al., 2010). Neste sentido, a CK-MM ¢é usada por ser uma
enzima intramuscular responsavel pela manutencdo dos niveis de adenosina trifosfato
(ATP) durante a contragdo muscular, ou seja, em altas concentragfes no sangue esta
associado a permeabilidade ou quebra das membranas envoltdrias da célula muscular
(Lieber e Friden, 2001). Porém, a alta variabilidade da CK pode provocar interpretacfes

equivocadas nos estudos aplicados.
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2.2.2.3. Textura de ultrassonografias

A ultrassonografia misculo-esquelética permite que se identifique facilmente as
estruturas anatomicas (Pillen, 2010). Quando o pulso de US encontra tecidos com
diferentes impedéancias acusticas (produto da densidade de um tecido pela velocidade
com gue 0 som se propaga), parte da onda é refletida produzindo ecos que sdo captados
pelo transdutor receptor e transformados em uma sequencia temporal de escala de cinza,
formando a imagem em Modo-B a partir de linhas verticais justapostas (imagem em
Modo-B) (Fish, 1990). As estruturas que nao refletem o som aparecem com a cor preta
na tela e sdo denominadas hipoecdicas. As interfaces dos tecidos com maior diferenca
de impedancia acustica produzem ecos de maior amplitude, gerando os pontos mais
claros (maiores valores na escala de cinza). Os tecidos cuja estrutura interna possui
espalhadores geram um padréo de textura que se apresenta como regifes povoadas de
pontos de vérias tonalidades de cinza (aparéncia granulada). Os tecidos que possuem
grande quantidade de espalhadores geram um padrdo denominado hiperec6icos
(Peetrons, 2002; Puthucheary et al., 2015).

O musculo esquelético saudavel de um voluntario destreinado, em geral,
aparenta tonalidade mais escura pela estrutura hipoecoica além de ser constituido por
pouco tecido fibroso e ocorrendo pouco espalhamento (Pillen e Van Alfen, 2011). Em
doengas neuromusculares e processos regenerativos de lesdes, o tecido muscular pode
ser substituido por tecido fibroso além de mdsculo, resultando em transi¢des com
diferentes impedéancias acusticas, e consequentemente grandes reflexdes do feixe de US.
Isto explica o tom de cinza mais claro nas imagens em distrofias musculares como a de
Duchenne (Pillen, 2010). Assim, alguns estudos sugerem que se o local avaliado estiver
lesionado em niveis mais brandos, o extravasamento de material das estruturas dos

sarcOmeros alteraria a tonalidade da imagem adquirida, tornando-a mais préxima aos
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tons de cinza mais claros (Proske e Morgan, 2001; Pillen et al., 2006). O modo de
quantificar a variacdo da tonalidade da imagem se torna parte integrante da literatura
conhecida como textura da imagem. A quantificagdo da textura pode ser realizada por

caracteristicas de primeira ou segunda ordem como descrito a seguir.

I. Intensidade do eco

O histograma de distribuigdo de tons de cinza auxilia a quantificar a IE por
expressdes estatisticas de primeira ordem, normalmente aplicadas a medidas de
tendéncia central (Caresio et al., 2015). A sua aplicacdo em ultrassonografias tem sido
usada como parametro de analise do estado do tecido muscular. A IE depende da
diferenca de impedancia acustica entre os tecidos (Cerri et al., 1980). A avaliacéo da IE
pode ser realizada visualmente, porém este método se torna subjetivo e dependente da
experiéncia do observador (Pillen et al., 2006). A IE varia de acordo com a idade,
género e nivel de treinamento do individuo, o que dificulta determinar se as alteragdes
nos niveis de cinza estdo dentro da normalidade, de acordo com as variaveis em questao
(Reimers et al., 1996).

A |E é obtida a partir de recursos disponiveis em softwares comerciais ou em
aplicativos gratuitos de analise de imagens e quantificada pelo valor médio do
histograma de distribuic@o de pixels da escala de cinza na ROI (Pillen et al., 2006). Os
pixels em uma imagem s&o representados numa escala que varia de 0 a 255 tons de
cinza em um sistema de representacdo de brilho que possui oito bits de resolucédo (Pillen
e Van Alfen, 2011). Para exemplificar a medicdo da IE, a Figura 4 apresenta duas
imagens e seus respectivos histogramas de escalas de cinza, com valores de média em
geral usados para classificar a IE (Nosaka e Sakamoto, 2001; Chen e Nosaka, 2006b;

Radaelli et al., 2012).
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Figura 4: Representacdo ilustrativa da IE medida em duas imagens pré (a) e 72 h apés a

intervencao excéntrica. (b) Histograma obtido pelo software livre ImageJ.

Na analise da IE duas imagens podem apresentar distribuicdo espacial de pixels
diferentes, porém com um mesmo histograma, ja que este ignora a informacéo espacial.
Isto pode tornar esta abordagem menos robusta para diagnostico do DMT. Geralmente
nesses estudos a metodologia da escolha da ROI € escassamente detalhada,
principalmente quanto aos critérios de medi¢cdo nos diferentes momentos de

acompanhamento do DMT (Chen e Nosaka, 2006b). Diferente das imagens
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apresentadas nos estudos anteriores, a posi¢édo ideal para escolha da ROI poderia partir

de detalhamento de outras estruturas facilmente identificadas, como o Umero e

aponeurose entre 0os musculos (Figura 5).

Figura 5: Exemplo do local adequado para marcacdo da ROI dos flexores do cotovelo
ao longo de cinco medidas em momentos diferentes apos treinamento excéntrico. Neste

exemplo, a variacdo pode ser observada visualmente, por comparacdo das ROIs.

ii. Matriz de co-ocorréncia dos niveis de cinza

A avaliacdo da textura bidimensional da imagem se baseia em uma funcédo de
segunda ordem da variacao espacial na intensidade dos pixels que pode ser quantificada
por variaveis estatisticas (Baheerathan et al., 1999; Al-Janobi, 2001; Alvarenga et al.,
2007). A determinacdo destas varidveis € gerada pela extracdo de informacdo de uma
imagem por meio de definicdes de operacOes estatisticas sobre a posicao relativa dos
pixels, com o objetivo de quantificar alguma caracteristica referente a variagdo nos
niveis da escala de cinza e a sua distribuicdo espacial na imagem (Tourassi, 1999; Al-
Janobi, 2001). A textura de uma imagem também pode ser definida pela relacdo
estatistica ou estrutural entre os pixels, fornecendo medidas de propriedades do tecido

(Baheerathan et al., 1999).
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Essa ferramenta de analise de imagem ja vem sendo usada em diversos tecidos
humanos e sua aplicacdo auxilia ao diagnostico de enfermidades. Dentre as aplica¢des
da textura nos tecidos bioldgicos podemos citar estudos com a andlise de imagens
microscopicas para distingdo de fibrose de figado (Amin e Mahmoud-Ghoneim, 2011)
ou acompanhamento longitudinal de imagens por RMI de pacientes diagnosticados com
Parkinson (Sikio et al., 2015). Ainda existem poucos relatos na literatura com o uso da
andlise da textura em ultrassonografias para avaliagdo musculo-esquelética. Para outros
tecidos, por exemplo, a literatura possui estudos aplicados para a distin¢do entre tipos de
tumores mamarios como resultados complementares & mamografia (Alvarenga et al.,
2007; Gomez et al., 2014). Entretanto, a literatura referente a caracterizacdo da textura
bidimensional de ultrassonografias de musculos esqueléticos ainda é escassa. Até o
presente momento, apenas estudos com caracterizacdo de sindromes miofaciais de
trapézio superior (Turo et al., 2012) e lesBes cervicais crénicas do mesmo musculo
(Turo et al., 2013) sdo encontrados na literatura.

Neste sentido, a analise da textura bidimensional de ultrassonografias pode
apresentar grande potencial para auxiliar na determinacdo de diferentes niveis de DMT.
A utilizagdo de medidas de tendéncia central de histograma de escalas de cinza talvez
tenha suas limitagdes como ferramenta para avaliacdo da imagem (Huber et al., 2000).
Sendo assim, uma possivel estratégia complementar ao processamento da imagem pela
IE é a analise da textura bidimensional da imagem (Baheerathan, et al., 1999).

A GLCM é uma das possibilidades para quantificacdo das caracteristicas de uma
imagem para textura. Os parametros obtidos a partir da GLCM séo formas de
caracterizar a posicao relativa entre os pixels da imagem da ROI selecionada (Huber et
al., 2000). A GLCM é um histograma bidimensional de niveis de cinza (G x G niveis de

cinza) de uma imagem f(x,y) e tamanho M x N da ROI que descreve a ocorréncia de
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pares de pixels de valores {i,j} € [0,1,...,G-1], separados por uma distancia d, numa

determinada direcdo « (Al-Janobi, 2001) e dependente da quantidade de tons de cinza

(Figura 6).
] j :
.. 1 Matriz 0 -
.. 0 10 0
L]
- 1
-- 1 0 10
. v
a b

Figura 6: Determinacdo de GLCM (b) m(i,j), a partir da imagem (a) f(x,y) de dois tons
de cinza (0 e 1, sendo o ultimo mais escuro) para distancia d de dois pixels e direcéo «

vertical. A matriz m(i,j) resulta em 10 pares {0,1} e em {1,0}.

De acordo com o estudo de CLAUSI (2002), a quantidade de tons de cinza é um
importante fator na GLCM. Em principio, quanto maior a quantidade de tons de cinza,
maior € a exatiddo da informacg&o da textura extraida da imagem (Clausi, 2002).

A partir da GLCM obtida dentro da ROI escolhida na imagem, alguns
parametros estatisticos podem ser obtidos:

a) Entropia (coo)

A coo mede quédo aleatdria é a textura da imagem. Valores elevados de coo

indicam uma distribuicdo aleatéria de niveis de cinza da GLCM. A coo pode ser

expressa por:
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c00 = = ) m?(i,j) - log[m? (i, )] (Equagdo 1)
iLj

b) Segundo momento angular (asm)
O asm mede a homogeneidade na transicdo entre niveis de cinza na textura da
imagem. Uma maior homogeneidade ou um padrdo regular de textura implica

geralmente valores elevados de asm. O asm é obtido por:

_ ;s Equacéo 2)
asm= ) m(i,j)? (
>

c) Desvio padréo (std)
O std, também chamado de grau de espalhamento dos niveis de cinza entre pares

de pixels, é dado por:
std = \/1/GZZ(m(i, ) — )2 (Equagso 3)
iLj

onde G é o numero de niveis de cinza presentes na imagem e m o valor médio da matriz

m(i.j).

d) Contraste (con)
O con ¢é a medida da dispersdo ou da variabilidade local da imagem. Imagens
com muitas variagOes locais de niveis de cinza tendem a fornecer valores elevados de

contraste. O con é dado por:

con = 2(1’ ()] (Equagao 4)
Lj
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e) Correlacéo (cor)
A cor € a medida da dependéncia local entre os niveis de cinza em uma textura.
Valores elevados de cor sdo obtidos para regibes com elevada similaridade entre os

niveis de cinza. A cor pode ser expressa por:

iyt j-m(—j)—mem, (Equagio 5)
Oy " O

cor =

Onde
My = Xl * (Zj m(i, ) |i=o,.6-1) € m, = ij * (Zim(i'j)|j=0,...6—1)
of = XiX;m, Dlizo,..c-1) * (i — my)? e

oy = 2jEim,Dlj=o,.c-1) * G — My)?

2.3.  Dano muscular temporario em diferentes comprimentos musculares

A maioria dos estudos investiga 0 DMT em apenas um local do musculo
(Cadore et al., 2012; Yanagisawa et al., 2015). Foram encontrados somente seis estudos
com avaliagdes do DMT em mais de um comprimento muscular, todos identificados e
descritos cronologicamente a seguir (Dierking et al., 2000; Chen, 2003; Chen e Nosaka,
2006b; Hedayatpour et al., 2008; Jubeau et al., 2012; Thiebaud et al., 2013).

DIERKING et al. (2000) realizaram um experimento em 40 mulheres
destreinadas realizando contracGes excéntricas com 140% da carga para uma repeticdo
méaxima concéntrica em uma barra livre para flexdo de cotovelo. Como resultado
principal, o indicador de DOMS por pressdo foi maior na regido proxima a juncao
miotendinea distal dos flexores do cotovelo do que em outros comprimentos do

mausculo, 72 h apos a intervencao.
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CHEN (2003) avaliou 16 homens jovens destreinados realizando 30 repeti¢Oes
excéntricas com 60°s de velocidade angular constante em um dinamdmetro isocinético.
O autor avaliou apenas o edema pela circunferéncia do brago em quatro diferentes
comprimentos do segmento (4, 6, 8, 10 cm do cotovelo). Como resultado, o autor afirma
que ndo foram encontradas diferencas significativas entre as circunferéncias dos
comprimentos do bragco medidas e que as mesmas variaram 7%, aproximadamente.

O estudo de CHEN e NOSAKA (2006b) avaliou 41 homens e 10 mulheres,
todos atletas de diversas modalidades. A intervencdo foi composta por 30 repetices da
fase excéntrica dos flexores do cotovelo sendo realizada com 100% do valor encontrado
no teste de CIVM. Os autores avaliaram a circunferéncia do segmento em 4 e 8 cm da
linha do cotovelo e n&o encontraram diferencas significativas entre o0s dois
comprimentos do brago, entretanto relataram aumento significativo no comprimento de
8 cm em 48 h para a medida antes da intervencdo. Quanto as medidas realizadas nas
ultrassonografias, foi encontrado aumento de aproximadamente 20% para IE e EM.
Entretanto, os autores ndo apresentaram se houve variagdo significativa entre os dois
comprimentos musculares medidos.

HEDAYATPOUR et al. (2008) avaliaram 11 homens saudaveis até trés dias
apo6s quatro séries de 25 repeticBes excéntricas para 0s extensores do joelho com
velocidade angular de 60°s. Os autores encontraram maiores sinais de DOMS na parte
distal quando comparado ao trecho proximal dos extensores do joelho (vasto lateral e
medial) a partir de pressdo padronizada por um algdémetro ap6s dois e trés dias da
intervencdo excéntrica. Os autores também avaliaram a distribuicdo do sinal
eletromiografico com o mesmo comportamento da percepcdo da dor do sinal no

dominio do tempo, com o valor medio retificado. Entretanto, para a frequéncia mediana
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0s resultados dos sinais EMG obtidos foram opostos, com maiores valores para a parte
proximal dos extensores do joelho.

CHEN et al. (2009) avaliaram 15 homens destreinados. A intervencdo foi
composta por quatro séries de 30 repeti¢Oes da fase excéntrica dos flexores do cotovelo
com velocidade angular de 90%s. Os autores avaliaram a circunferéncia do segmento em
4, 6, 8 e 10 cm da linha do cotovelo e ndo apresentaram variacbes entre 0s
comprimentos, em 8 cm do cotovelo a circunferéncia aumentou aproximadamente 4%
em 72 h. Em relacdo as medidas realizadas nas ultrassonografias, foi encontrado
aumento de cerca de 20% para EM.

JUBEAU et al. (2012) avaliaram DOMS em cinco diferentes comprimentos
musculares, direcionando a avaliagdo para o biceps braquial em trés comprimentos e
dois comprimentos para o braquial e braquiorradial de homens destreinados. As
medidas foram realizadas por pressao manual e com auxilio de um algdbmetro de pressado
padronizada. Houve variagdo significativa em 24 h e 48 h apds contragdes isométricas e
eletroestimulagdo como intervencgéo. Entretanto ndo foram encontradas diferencas entre
os diferentes locais do musculo.

O estudo mais recente que avaliou o DMT em diferentes comprimentos mediu o
edema pela EM e circunferéncia em uma distancia fixa de 10 cm da articulagdo do
cotovelo e a 50% do comprimento do segmento em intervencao de baixa intensidade e
com restricdo parcial do fluxo sanguineo (Thiebaud et al., 2013). As variagdes
significativas na EM foram percebidas apenas imediatamente ap0s a intervencao, com
resultados de aproximadamente 3% para 50% do comprimento do braco e 6% para
10cm da articulagdo do cotovelo. Para a circunferéncia, ndo foram encontradas

diferengas significativas.
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Com base nos achados, existe um forte indicativo de que o DMT pode néo ser
igualmente distribuido no musculo, entretanto outros marcadores locais ainda ndo foram

testados ao longo do masculo.
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I11. ESTUDO 1
3.1. Objetivos
O principal objetivo do estudo 1 é avaliar o DMT em ultrassonografias dos
masculos flexores do cotovelo de mulheres em cinco dias apds uma sessdo de
treinamento de forga excéntrica. O objetivo secundario é avaliar a textura das

ultrassonografias em diferentes tons de cinza.

3.2.  Materiais e métodos
3.2.1. Estratégia de coleta de dados
O Estudo 1 foi baseado em uma coleta de dados realizada por um projeto de
pesquisa liderado pelo professor D.Sc. Ronei Pinto e conduzido pelo aluno de
doutorado M.Sc. Regis Radaelli, pesquisadores vinculados ao Laboratdrio de Pesquisa e
Exercicio da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os dados apresentados no
Estudo 1 ndo foram usados com fins cientificos até o presente momento pelos mesmos.
O envolvimento das voluntarias somente ocorreu apés a assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido, além da anamnese com preenchimento de um
questionario para estratificacdo de risco e uma explicacdo detalhada dos procedimentos
do presente estudo. A qualquer momento, as voluntérias estavam livres para abandonar

0 estudo.

3.2.2. Amostra

A amostra foi composta por doze mulheres saudaveis (21,6 + 2,0 anos de idade;
60,3 + 10,9 kg de massa corporal; 162,1 + 5,8 cm de estatura). As voluntarias nao
realizavam exercicio fisico sistematico para caracterizar a amostra destreinada. Outra

caracteristica da amostra é que as mulheres ndo possuiam nenhum histérico de leséo
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musculoesquelética e ndo faziam uso continuo de medicamentos ou suplementos

alimentares.

3.2.3. Procedimentos gerais

Foram realizadas seis visitas por voluntaria durante toda coleta de dados,
conforme o delineamento experimental (Figura 7). Na primeira visita, as voluntérias
foram informadas de todos os procedimentos e assinaram o termo de consentimento
livre esclarecido para participagdo no estudo. Na primeira visita foi realizada a

familiarizac&o e ajustes dos testes.

Visita 1 Visita 2 Visita3,4,5e 6
Familiarizacao Intervencao Desconforto
4 4
Desconforto Ultrassonografia
.4 ¥
Ultrassonografia CIVM
4
CIVM

Figura 7: Delineamento experimental. CIVM - Contracdo isométrica voluntaria

méaxima.

ApoOs uma semana, na visita dois, foram realizadas medicfes de desconforto,
CIVM. Na mesma visita, também foram realizadas as aquisi¢fes das ultrassonografias
para anélise de edema muscular, pardmetros de textura antes da intervengdo. Nas vistas
3,4, 5¢e6 (24 h, 48 h, 72 h e 96 h ap6s a visita dois), foram realizadas as

ultrassonografias, medicGes de escala de desconforto e teste de forga pela CIVM.
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3.2.4. Medida de torque maximo

O teste de CIVM foi realizado no dinamdmetro isocinético (Cybex NORM
dynamometer, Ronkonkoma, EUA) calibrado antes de todos os testes conforme as
instrugdes do fabricante. As voluntarias realizaram os testes sentadas com seu cotovelo
dominante apoiado ao banco scott (Sculptor, Porto Alegre, Brasil) com os ombros
flexionados a 45° com posicdo ajustavel para cada voluntéria. O centro articular do
cotovelo foi alinhado ao eixo rotacional do dinamémetro isocinético com o cotovelo

flexionado a 60° (0° para cotovelo estendido) (Figura 8).

Figura 8: Imagem ilustrativa da posicao do teste de CIVM de uma voluntaria.

O teste consistiu em trés tentativas durante cinco segundos de CIVM no angulo
articular descrito anteriormente, com trés minutos de intervalo entre as tentativas. Todos
os testes de forca maxima foram realizados com incentivo verbal por parte dos
avaliadores. O pico de torque (em Nm) alcangado nas trés tentativas foi usado para

andlises posteriores

35



3.2.5. Medida de desconforto

O desconforto muscular dos flexores do cotovelo dominante foi quantificado por
uma EAV continua de 100 mm com valores entre 0 (mm) referindo-se a "sem
desconforto™” e 100 mm referindo-se a "muito, muito desconforto” (Jubeau et al., 2012).
Todos os testes foram realizados pelo mesmo avaliador experiente. O avaliador
perguntava o nivel de desconforto percebido na EAV logo ap6s o masculo pressionado
através de uma pressao subjetiva por trés dedos durante trés segundos a uma distancia
fixa de oito centimetros da articulacdo do cotovelo quando a voluntarias estavam na
posicdo do teste de forca (Chen et al., 2010). Adicionalmente, o alongamento dos
flexores do cotovelo também foi realizado para avaliagdo do DOMS usando a mesma
EAV anterior, com ombros e punhos na mesma posicdo do teste de forca. O

procedimento ocorreu pela movimentagéo passiva de extenséo do cotovelo.

3.2.6. Aquisicéo das ultrassonografias

As imagens foram obtidas por um US modo-B (Nemio XG ultrasound, Toshiba,
Japdo), 7,5 MHz de frequéncia operacdo linear e transdutor com 38 mm de
comprimento. As imagens foram realizadas numa distancia fixa de oito centimetros da
articulacdo do epicondilo lateral do cotovelo (Chen et al., 2010) com sete cm de
profundidade, taxa de amostragem com 32 fps e ganho de 90 dB (Figura 9). Durante a
aquisicdo das imagens, o examinador orientava o transdutor perpendicularmente e
transversalmente ao segmento das voluntarias com cotovelo estendido e brago relaxado
ao longo do corpo. Foi usado gel a base de agua para acoplamento acustico do

transdutor gerando a reducdo da pressdo do mesmo sobre o tecido.
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Figura 9: Exemplo de aquisicdo de ultrassonografia dos flexores do cotovelo.

Todas as imagens foram digitalizadas com resolucdo de 680 x 480 pixels no

formato Windows Bitmap (.bmp) em 32 bits cada.

3.2.6.1 Edema
O edema foi medido via ultrassonografia transversal ao segmento pela EM dos
flexores do cotovelo. A EM foi caracterizada pela distancia vertical entre a divisdo do

tecido adiposo superficial até a borda superficial do osso umero (Figura 10).
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Figura 10: Exemplo da medicdo de EM de uma ultrassonografia dos flexores do

cotovelo.

Para melhor definicdo da EM, as imagens foram tratadas aumentando o brilho e
contraste e assim facilitando a visualizacdo das estruturas desejadas. As medidas da EM
e tratamentos das imagens foram realizadas por meio de um software de dominio

publico (ImageJ v.1.43, National Institutes of Health, EUA).

3.2.6.2 Anélise da textura

A IE e varidveis de GLCM foram calculadas em uma rotina em Matlab (The
MathWorks, Massachusetts, EUA) usando a ROI constante de 25 x 25 pixels de lado
para 0 musculo braquial (Figura 11). As aponeuroses superficiais e profundas do

masculo (proxima ao osso) foram identificadas para referéncia na selecdo da ROI.
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Figura 11: Apresentacdo da ROl (25x25 pixels) do musculo braquial (a). ROI do

braquial analisada (b) ampliacdo da ROI para descritores de textura.

I. Intensidade do eco
A IE foi medida no histograma de escalas de cinza (0: preto e 255: branco). Para
tal, foi adotada a média da distribuicdo de tons de cinza foram usadas para as medidas

de cada ROI (Figura 12).
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L L
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Figura 12: Exemplo do histograma de tons de cinza para avaliagdo da média e mediana

da IE em processamento para 256 tons de cinza.
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ii. Matriz de co-ocorréncia dos niveis de cinza

Foram usados cinco descritores de GLCM. Todas as medidas de textura foram
realizadas com 8, 16, 32, 64, 128 e 256 tons de cinza.

A GLCM (Figura 13) foi aplicada no sentido vertical com deslocamento (d = 3)
(Alvarenga et al, 2007) dos blocos de trés pixels para baixo (o = 90°) (Gomez et al,

2015).

Figura 13: Exemplo de apresentagcdo da GLCM de ultrassonografia do musculo braquial

com 8 (a), 64 (b) e 256 (c) tons de cinza.

As variaveis calculadas para GLCM foram: entropia da matriz de co-ocorréncia
de niveis de cinza (coo), segundo momento angular (asm), desvio padrdo da matriz de

co-ocorréncia de niveis de cinza (std), contraste (con) e correlacédo (cor).

3.2.7. Intervencdo excéntrica

As voluntarias foram submetidas a um protocolo de exercicio de flexdo do
cotovelo, realizado em um dinamdmetro isocinético (Cybex NORM dynamometer,
Ronkonkoma, EUA) no modo excéntrico. Antes da intervencdo, as voluntarias
realizaram uma série de 15 repeticdes submaximas com contracdes concéntricas e
excéntricas como forma de aquecimento articular. A intervencdo consistiu em duas

séries de 10 repeticbes maximas excéntricas com o braco dominante e velocidade
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angular constante de 30°/s e 30 s de intervalo entre as séries. A amplitude articular
adotada para o cotovelo foi de 100° (0° = completamente estendido). Em todas as

repeticOes, as voluntérias receberam incentivo verbal.

3.2.8. Anélise estatistica

A normalidade da distribuicdo das medigcdes foi analisada pelo teste de
D'Agostino & Pearson omnibus (D'agostino et al., 1990),

Para a estatistica inferencial foi aplicada a anélise de variancia (ANOVA) com
medidas repetidas pelo fator tempo em todas as variaveis medidas. A normalizacdo dos
descritores de GLCM e média da IE foram realizadas pela medida inicial (pré). Para as
variaveis pico de torque, EM e DOMS foram usados os valores absolutos. Quando
encontradas diferencgas significativas, foi aplicado o post hoc de Bonferroni para
identificar as diferencas estatisticas. Foi adotado um nivel de significAncia de 5%
(p<0,05). Todo procedimento estatistico foi realizado para os tons de cinza descritos

para GLCM (8, 16, 32, 64, 128 e 256).
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3.3. Resultados
3.3.1. Medidas clinicas
3.3.3.1 Medida de torqgue maximo
O valor do torque mé&ximo reduziu significativamente logo apds a intervencao

excéntrica (p=0,001) e 24 h (p=0,044) (Figura 14).

&

w
i

Pico de torque (Nm)
2 9

Pré Pés 24h 48h 72h 96h
Medida (horas)
Figura 14: Valores de média e desvio padrdo para o pico de torque (Nm) dos flexores do

cotovelo. * - p<0,05 para a medida pré.

3.3.1.2 Medida de desconforto

A medida de desconforto foi aplicada de duas formas (palpacdo e alongamento).
Os resultados para a palpacdo da pele com aumento da percepgéo de desconforto entre a
medida inicial e em 24 h (p=0,023) e 48 h (p=0,012). Também foram encontradas

diferengas significativas entre as medidas pds e 24 h (p=0,029), como apresentado na

Figura 15.
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Pré Pés 24h 48h 72h  96h
Medida (horas)

Figura 15: Valores de média e erro padrdo para a EAV (mm) por palpacéo dos flexores

do cotovelo. * - p<0,05 para a medida pré; 1 - p<0,05 para a medida pos.

Para as medicdes de desconforto com alongamento dos flexores do cotovelo,
foram encontradas diferencas significativas em relacdo a medida inicial para 24 h

(p=0,045) e 48 h (p=0,024) (Figura 16).

30+

Pré Pés 24h 48h 72h  96h
Medida (horas)

Figura 16: Valores da diferenga média e erro padrdo para a EAV (mm) através do

alongamento dos flexores do cotovelo. * - p<0.05 para a medida pré.
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3.3.2. Medidas pela ultrassonografia
3.3.2.1 Espessura muscular

A EM dos flexores do cotovelo apresentou aumento significativo logo apés a
intervencdo (p=0,036), 24 h (p=0,001) e 48 h (p=0,010). Também foram encontradas
variacOes significativas em 24 h quando comparado as medidas pds e 72 h (p=0,046),

assim como também houve diferenca significativa entre 48 h e 96 h (p=0,021) (Figura

17).
4,0
*

3,51 * 4 o+
£

v3,0-

=

L

2,54

2,0 T T T T T T

Pré Pés 24h 48h 72h 96h
Medida (horas)
Figura 17: Valores de média e desvio padrdo para a EM (cm) dos flexores do cotovelo.
* - p<0,05 para a medida pré; T - p<0,05 para a medida 24 h; { - p<0,05 para a medida

48h.

3.3.2.2 Medidas de textura
Para as medidas de textura, os dados foram avaliados em valores normalizados
pela medida inicial (antes da intervengdo). Para agregar informacdo aos gréficos, foi

apresentado um grafico para cada parametro de GLCM ao longo das medidas realizadas
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(pbs, 24 h, 48 h, 72 h e 96 h) incluindo todos os tons de cinza avaliados (8, 16, 32, 64,

128 e 256) assim como na ordem dos descritores apresentados na sesséo anterior.

I. Intensidade do eco
Para a IE, foram encontradas diferencas significativas entre as medidas relativas
quando comparadas as variagbes da IE po6s e 72 h (p=0,028) e p6s e 96 h (p=0,003).
Também foram encontradas alteracfes significativas entre as variagcBes percentuais
entre 24 h e 72 h (p=0,004), assim como entre 24 h e 96 h (p=0,003). Foram
encontradas variagOes estatisticamente significativas entre as medidas de IE

normalizado realizadas em 48 h e 96 h (p=0,003) (Figura 18).

0,5- 11

0,41 * 1.

IE Normalizado (%)

Pé:s 24h 48h 72h 96h
Medida (horas)

Figura 18: Valores de média e desvio padrdo para a IE normalizado da ROl extraida do
masculo braquial. * - p<0,05 para a medida pds; T - p<0,05 para a medida 24 h; § -

p<0,05 para a medida 48 h.
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ii. Matriz de co-ocorréncia dos niveis de cinza

Nenhuma variagdo significativa foi identificada ao longo do tempo para as

variaveis coo (Figura 19a), asm (Figura 19b), std (Figura 20a) e con (Figura 20b) em

todos os tons de cinza avaliados.

R ML

Figura 19: Valores de coo (a) e asm (b) normalizados e expressos em média para

diferentes tons de cinza nas medidas realizadas.
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Figura 20: Valores de std (a) e con (b) normalizados e expressos em média para

diferentes tons de cinza nas medidas realizadas.

Para o parametro cor (Figura 21), foram encotradas variagdes significativas entre
as pos e 48h (p=0,042), 72 h (p=0,006) e 96 h (p=0,004) em 256 tons de cinza. As
medidas em 128 tons de cinza também apresentaram diferencas significativas entre as
medidas pés e 48 h (p=0,028), 72 h (p=0,008) e 96 h (p=0,002). Para as demais

quantidades de tons de cinza, ndo foram encontradas diferencas significativas.
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Figura 21: Valores de cor normalizados e expressos em média para diferentes tons de

cinza nas medidas realizadas.

48



IV. ESTUDO 2

4.1. Objetivos

O principal objetivo do estudo 2 é avaliar o DMT em ultrassonografias dos
musculos flexores do cotovelo em quatro dias apds uma sessdo de treinamento de forca
excéntrico em diferentes comprimentos musculares de homens destreinados. O objetivo

secundario é avaliar a confiabilidade das medidas em dias diferentes.

4.2.  Materiais e métodos
4.2.1. Estratégia de coleta de dados

O segundo Estudo foi conduzido nas instalaces do Laboratorio de Analise de
Movimento e Fisiologia do Exercicio do Programa de Pds-Graduagdo em Engenharia
Biomeédica (PEB/COPPE) da Universidade Federal do Rio de Janeiro pelos alunos e
membros do préprio laboratério. Como diferencial do Estudo 1, foram realizadas
aquisicOes de ultrassonografias e avaliagio de DOMS em diferentes comprimentos
muculares além da anélise de confiabilidade e variabilidade das medidas de DMT em
homens destreinados. O processamento da imagem para aquisicdo dos resultados de

GLCM também foi diferente do Estudo 1.

4.2.2. Amostra

A amostra foi composta por 11 homens jovens, saudaveis e destreinados em
treinamento de forca. Suas caracteristicas antropomeétricas estdo descritas em media e
desvio padrdo (26,72 + 5,51 anos de idade; 76,61 + 11,67 Kg de massa corporal e

176,73 + 5,52 cm estatura).
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O experimento iniciou com um informativo aos voluntarios apresentando todo o
procedimento, riscos e beneficios dos testes. ApoOs esse procedimento, os voluntarios
preencheram o questionério de aptiddo de atividade fisica (PAR-Q) de aptidao fisica
(ANEXO 2) e sendo aprovados, responderam anamnese e assinaram o termo de
consentimento livre esclarecido. O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (nimero 44100215.6.0000.5257) (ANEXO 3).

Para inclusdo no estudo, todos os voluntarios declararam estar destreinados em
forca para membros superiores hd pelo menos um ano, ndo apresentarem qualquer tipo
de lesdo osteomioarticular nos membros superiores e ndo serem portadores de qualquer

enfermidade crénica com necessidades especiais.

4.2.3. Procedimentos gerais

O estudo foi finalizado em cinco visitas para cada voluntario da amostra. Na
primeira visita foram realizados testes e medidas para confiabilidade das medidas e
familiarizacdo dos testes de CIVM. Ap6s uma semana (segunda visita), os voluntarios
foram submetidos a intervencdo proposta pelo experimento que consistia em exercicio
excéntrico para os flexores do cotovelo. Ainda na segunda visita, foram avaliados os
niveis de DOMS, CIVM e realizadas as aquisi¢fes das ultrassonografias para posterior
analise. Todas as medicdes foram realizadas antes (pré), imediatamente apés (pés) e 10
minutos depois (10 min) a intervengdo excéntrica.

Nas visitas trés, quatro e cinco (24, 48 e 72 horas apds a terceira visita,
respectivamente), os individuos foram submetidos a aquisicdo das ultrassonografias,

CIVM e EAV (Figura 22).

50



Visita 1

Visita 2

Confiabilidade

Confiabilidade

s 4

4

Familiarizacio

Desconforto

\ 4

Ultrassonografia

4

CIVM

4

Intervenciao

€= | Ultrassonografia

Visita3,4e 5

Desconforto

A 4

4

CIVM

1 .
i Imediatamente e

_: 10 min apos

Figura 22: Delineamento experimental. CIVM - Contracdo isométrica voluntaria

maxima.

4.2.4. Medida de torque maximo

A forca foi avaliada pelo pico de torque aplicado em testes de CIVM que foram

realizados em um dinamdmetro isocinético computadorizado no modo isométrico

(Biodex 4 System Pro - Biodex Medical Systems Inc, Nova lorque, EUA). O valor de

pico de torque dos flexores do cotovelo foi obtido com os voluntarios sentados no

isocinético com 85° de flexdo de quadril, cintura pélvica e o tronco imobilizado. O

braco direito foi apoiado em um banco acolchoado a um angulo de 45° de flexdo do

ombro (Chen et al., 2011). A articulagéo do cotovelo foi fixada a 90° com a articulagéo

radioulnar em supinacéo (Figura 23).
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Figura 23: Imagem que ilustra a posicao dos voluntarios durante o teste de CIVM.

Os voluntéarios foram instruidos incentivados verbalmente durante duas CIVMs,

com cinco segundos de duracéo e separadas por 45 segundos de intervalo.

4.2.5. Medidas de desconforto

O DOMS dos flexores do cotovelo direito foi avaliado por uma EAV onde zero
foi uma representagdo numérica para “sem desconforto” e 10 “muito, muito
desconforto” (Gleeson et al., 2003). Os voluntarios avaliados foram perguntados sobre
o nivel de desconforto percebido na EAV ap6s uma pressao controlada e padronizada de
60 N/cm? aplicado através de um algdmetro manual (17 Wooley Lane, NY, EUA.), a
60%, 70% e 80% do comprimento do brago (Figura 24), estimada pela distancia entre o
processo acromial e o epicondilo lateral do imero, assim como medidas realizadas por

MATTA et al. (2011).
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Figura 24: Representacdo da avaliacdo de DOMS atraveés de um algébmetro manual a

60%, 70% e 80% dos flexores do cotovelo.

4.2.6. Aquisicdo de ultrassonografias

As ultrassonografias foram adquiridas por um avaliador adaptado ao
procedimento e com imagens do grupamento muscular estudado, foram e realizadas por
um aparelho de US (GE LOGIQ e, EUA) com transdutor linear de 40 mm, frequéncia
de operacdo de oito MHz e seis cm de profundidade da imagem para assegurar a
visualizacdo do Umero. As ultrassonografias foram realizadas no formato estatico, com
0 transdutor posicionado transversalmente e perpendicularmente ao braco dos
voluntarios. Todas as configura¢fes foram mantidas ao longo de todo o experimento e
para todos os voluntarios, isto €, foco fixo em dois centimetros de profundidade, ganho
de 50 dB e taxa de amostragem de 90 fps.

Para tentar minimizar os possiveis erros na aquisicdo das imagens, foi aplicada a
menor pressao possivel no transdutor. Foi utilizado um gel sollvel em agua para o
devido acoplamento acustico, evitando o contato direto do transdutor com a superficie

da pele em todo procedimento de aquisi¢do das imagens. Para definicdo de uma imagem
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ideal foi necesséaria visualizacdo dos flexores do cotovelo e a borda do Umero na

imagem (Figura 25).

_ XBeamOn
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b 44
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—

Figura 25: Exemplo de aquisicdo de imagem ideal para posterior analise apresentando a

borda do Umero e a EM dos flexores do cotovelo.

Todas as imagens foram digitalizadas com resolucao de 820 x 614 pixels, 96 dpi
de resolucdo vertical e horizontal no formato JPEG Image (.jpeg) em 24 bits de

intensidade cada.

4.2.6.1 Edema

O edema muscular foi medido pelas alteragdes da EM dos flexores do cotovelo,
entendido como a distancia entre a borda do Umero e a aponeurose superficial do biceps
braquial numa linha perpendicular (Figura 25). Os voluntarios foram posicionados
sentados com o segmento exercitado alinhado ao tronco, totalmente relaxado, com o

cotovelo estendido e a articulacdo radioulnar em supinacéo.
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O edema foi medido nos mesmos comprimentos usados para DOMS. Para
analise das imagens foi usado um software de dominio puablico Image J v.1.43 (National

Institutes of Health, EUA).

4.1.6.2 Anélise de textura
I Intensidade do eco

A média da IE no histograma de escala de cinza dos pixels (0 — preto e 255 —
branco) (Figura 26b) foi calculada a partir da ROI previamente selecionada, medindo 50
x 50 pixels (Figura 26a). A média da IE foi medida em duas ultrassonografias usadas
para analise da EM, a saber, 70% e 80% do comprimento do braco para o musculo
braquial. Ndo foram realizadas medidas de textura a 60% do comprimento do braco pela

imagem ndo comportar o tamanho da ROI estipulada (50 x 50 pixels).

50 100 150

a b

200 250

Figura 26: ROl ampliada (a) usada para determinacdo do histograma de tons de cinza

para quantificacdo da média da IE (b).
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ii. Matriz de co-ocorréncia dos niveis de cinza

Foram usados cinco descritores de GLCM. As aponeuroses superficiais e
profundas do masculo (préxima ao o0sso) foram identificadas para referéncia na selecdo
da ROI. Todas as medidas de textura foram realizadas apenas para 256 tons de cinza
(Figura 27). A GLCM foi aplicada no sentido vertical com deslocamento (d = 10) dos
blocos de 10 pixels para baixo (a = 90°).

A escolha da quantidade de tons de cinza (256) e d ocorreu pela determinagéo de
um critério desempenho e estabilidade da medida definido pela confiabilidade da
medida (ICCr > 0,650) e menor coeficiente de variacdo percentual (CV%). Este
procedimento foi realizado para todos os descritores de GLCM.

As variaveis calculadas para GLCM foram: coo, asm, std, con e cor.

Figura 27: llustracdo da ultrassonografia (a) em 72 h apds intervencdo com a ROI do

braquial e GLCM do braquial (b).
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4.2.7. Intervencgdo excéntrica

Os voluntérios foram submetidos a um protocolo de exercicio para os flexores
do cotovelo, realizado em um dinamémetro isocinético (Biodex 4 System Pro - Biodex
Medical Systems Inc, Nova lorque, EUA) no modo excéntrico. Os voluntarios
realizaram com o brago direito trés séries de 10 repeticdes méximas de contracdo
excéntrica a uma velocidade de 90°/s com dois minutos de intervalo entre as séries
(Chapman et al., 2006; Radaelli et al., 2012). Apds cada fase excéntrica, a articulagdo
do cotovelo retornava passivamente a posicdo inicial auxiliada pelo avaliador. Os
voluntarios foram posicionados da mesma forma que estiveram nos testes de CIVM,
com ombros em 45° e a articulagcdo radioulnar em supinacdo. A amplitude de
movimento foi de 90° de flexdo do cotovelo, sendo 0° o angulo articular que o cotovelo

encontrava-se totalmente estendido (Barroso et al., 2010; Thiebaud et al., 2013).

4.2.8. Anélise estatistica

Antes de aplicar a estatistica inferencial, foi realizada a analise de confiabilidade
das medidas dos resultados das visitas iniciais antes da intervencdo e medida pré. A
confiabilidade das medidas foi representada pelo coeficiente de correlagdo intra-classe
(CClr) pelo modelo de efeito misto da ANOVA com dois fatores, CV% (Equacéo 6) e
95% do intervalo de confianca (IC) para todas as varidaveis medidas em duas visitas
diferentes pelo mesmo avaliador (Atkinson e Nevill, 1998; Hopkins, 2000).

SD Equacdo 6
CV%=7 quag

Onde SD é o desvio padrdo e X é a média amostral.
Foi aplicado o teste para a confirmacdo da distribuicdo normal pelo teste de

D’Agostino & Pearson omnibus. Ap0s a confirmacdo da normalidade da amostra, a

ANOVA com medidas repetidas para os valores absolutos de torque dos flexores de
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cotovelo foi aplicada para comparacéo entre as medidas. Para comparagdo da variagéo
percentual em relagdo a medida inicial da EM (60%, 70% e 80% do comprimento do
brago), IE e varidveis da GLCM entre comprimentos para o braquial (70% e 80% do
comprimento do brago) em diferentes momentos, foi realizada a ANOVA com dois
fatores. Em caso de observacdo de interagdes entre fatores, foi aplicado o post-hoc de
LSD Fisher para a identificacdo das diferencas significativas. O nivel de significancia

de 5% (p<0,05) foi adotado para todos os procedimentos estatisticos.
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4.3. Resultados

4.3.1. Confiabilidade e variabilidade das medidas

A confiabilidade e variabilidade para o pico de torque estdo apresentadas em

CV% = 23,76 e 24,82% para a primeira e segunda visita, respectivamente; CClr = 0,993

e 95%IC entre 0,976 e 0,998.

Para as medidas das varidveis de GLCM nos diferentes comprimentos do braco,

IE e EM, as medidas de confiabilidade e variabilidade estédo apresentadas nas tabelas a

sequir.

Tabela 1: Confiabilidade e variabilidade da medida para as varidveis de GLCM do

masculo braquial no trecho médio (70%) em dois dias, 0s dados estdo expressos em

CV%, CClIr e 95%IC.

coo asm std con cor

Visita 2 1 2w 1 2 1 2 1 2

CV% 52,71 57,30 29,61 32,35 14,11 1551 23,62 18,16 51,33 45,76
CCIr 0,985 0,992 0,988 0,923 0,700

95%IC 0,934-0,997 0,963 -0,998 0,948-0,997 0,658—-0,983 -0,330-0,932

* para distribuicdo ndo normal.
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Tabela 2: Confiabilidade e variabilidade da medida para as variaveis de GLCM do
masculo braquial no trecho distal (80%) em dois dias, os dados estdo expressos em

CV%, CClIr e 95%IC.

coo asm std con cor

Visita

CV% 55,79 53,77 32,50 34,15 16,71 17,93 19,83 23,74 72,40 72,61
CCIr 0,936 0,967 0,973 0,944 0,659

95%IC 0,780-0,991 0,877-0,991 0,899-0,993 0,790-0,985 -0,695— 0,908

Tabela 3: Confiabilidade e variabilidade da medida do musculo braquial para a IE nos
diferentes comprimentos do segmento em dois dias, dados expressos em CV%, CClr e

95%]IC.

70% 80%

Visita 1 2 1 2

CV% 14,06 14,50 11,47 1181
CCIr 0,944 0,994

95%IC 0,790 - 0,985 0,954 — 0,997

Tabela 4: Confiabilidade e variabilidade da medida de EM dos flexores do cotovelo em

dois dias, dados expressos em CV%, CClr e 95%IC.

60% 70% 80%

Visita 1 2 1 2 1 2

CV% 16,11 16,94 15,29 15,69 14,06 13,84
CCIr 0,986 0,996 0,993

95%IC 0,899 -0,992 0,986 -0,999 0,976 — 0,998
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4.3.2. Estatistica inferencial
4.3.2.1. Medidas clinicas
4.3.2.1.1. Medida de torque méximo
O valor do torque méaximo diminuiu significativamente logo apds a intervencao

excéntrica (p<0,05) e continuou significativamente menor até 72 h (Figura 28).

100+
804

60+

Pico de torque (Nm)

Pré Pés 10min 24h 48h 72h
Medida (horas)
Figura 28: Valores de média e desvio padrdo para o pico de torque (Nm) dos flexores do

cotovelo. * - p<0,05 para a medida pré.

4.3.2.1.2 Medida de desconforto

N&o foram encontradas variacGes significativas para as medidas de DOMS entre
0s comprimentos estudados, de acordo com a Figura 29, com comportamento
semelhante. Os resultados para DOMS apresentaram aumento significativo da
percepcdo de desconforto no sitio proximal (60%) em relacdo a medida pré para 24 h
(p=0,002), 48 h (p<0,001) e 72 h (p<0,001) apds a intervencdo. Também foi encontrada
variacdo estatistica para as medidas 24 h (p=0,048), 48 h (p<0,001) e 72 h (p<0,001) em

relacdo a medida pos-intervengdo. Adicionalmente, foram encontradas diferengas
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significativas entre as medidas 10 min ap0ds e 24 h (p=0,048), 48 h (p<0,001) e 72 h
(p<0,001).

Assim como a medida proximal do brago, houve aumento significativo de
DOMS no comprimento intermediario (médio — 70%) entre as medidas pré e 24 h
(p=0,014), 48 h (p<0,001) e 72 h (p<0,001) apds a intervencdo. Também foram
encontradas diferencas significativas para as medidas em 48 h (p<0,001) e 72 h
(p<0,001) em relacdo a medida pos-intervencdo. Além dessas alteragcdes, também foi
encontrada variacéo estatistica entre as medidas 10 min apds e 48 h (p<0,001) e 72 h
(p=0,001).

Semelhantes aos resultados dos outros comprimentos musculares, no trecho
distal foram encontradas diferencas significativas para 0 DOMS em relagdo a medida
pré para 24 h (p=0,048), 48 h (p<0,001) e 72 h (p<0,001) apds a intervencdo. Também
foi encontrada variacdo estatistica para as medidas pds-intervencao e 48 h (p=0,001) e
72 h (p<0,001) em relacdo & medida pos-intervencdo. Igualmente, foram encontradas

diferencas estatisticas entre as medidas 10 min e 48h (p=0,001) e 72 h (p<0,001).

Loy hE=

Figura 29: Valores de EAV (mm) expressos em média para diferentes nos trés
comprimentos medidos para avaliagdo do DOMS por pressdo padronizada.
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4.3.2.2. Medidas pela ultrassonografia
4.3.2.2.1. Espessura muscular

N&o foram encontradas diferencas significativas entre os diferentes
comprimentos musculares pelas EM normalizadas em nenhum momento medido
(Figura 30). Quando comparadas as medidas ao longo do tempo para o comprimento
proximal (60%), foram encontradas diferengas significativas entre as medidasem 72 h e
imediatamente apos (p=0,016), 10 min (p=0,037) e 24 h (p=0,023). Para o trecho médio
dos flexores do cotovelo, houve aumento significativo da EM normalizada quando
comparadas as medidas em 72 h e imediatamente ap6s (p=0,026), 10 min (p=0,015) e
24 h (p=0,014). Para a avaliagdo da EM normalizada no comprimento distal dos

flexores do cotovelo, ndo foram encontradas diferencas significativas.

gmmﬁmlnﬁ WA

Figura 30: Valores de média da EM normalizados dos flexores do cotovelo nos

diferentes momentos e comprimentos musculares.
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4.3.2.2.2. Medidas de textura

Para as medidas de textura, os dados foram avaliados em valores absolutos e
posteriormente normalizados pela medicdo inicial (antes da intervencdo). Para agregar
informacdo aos graficos, foi apresentado um gréafico para cada pardmetro de GLCM ao
longo das medidas realizadas (p6s, 10 min, 24 h, 48 h, 72 h e 96 h) em 256 tons de
cinza assim como na ordem dos descritores apresentados na sessdo anterior com 0S

comprimentos musculares correspondentes.

I. Intensidade do eco

Para a IE normalizada (Figura 31), ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os comprimentos musculares em nenhum momento em que as
medicOes foram realizadas. Entretanto, quando comparadas as medidas ao longo do
tempo em 70% do comprimento do brago, foram encontradas diferencas significativas
das medidas de IE normalizada imediatamente apds intervencdo quando comparadas as
variacGes em 48 h (p=0,012) e 72 h (p<0,001). Também foram encontradas diferencas
significativas entre as medidas realizadas em 10 min e 48 h (p=0,019) e 72 h (p<0,001),
assim como em 24 h quando comparado a 48 h (p=0,010) e 72 h (p<0,001). Também
houve variacao estatistica entre as medidas em 48 h e 72 h (p=0,039).

Para o comprimento distal (80%), houve diferenca estatistica entre as variacdes
de IE normalizada entre as medidas em 72 h e pos (p=0,004), 10 min (p=0,001) e 24 h

(p=0,019).
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Figura 31: Valores de média para a IE normalizados para diferentes comprimentos do

braquial.

ii. Matriz de co-ocorréncia dos niveis de cinza

Os resultados de GLCM ndo apresentaram variacao significativa entre os dois
comprimentos do braco (70 e 80%) para nenhuma variavel. Quanto a comparacao das
medidas ao longo do tempo para as variaveis coo (Figura 32), asm (Figura 33), std

(Figura 34), ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significavas em nenhum

momento medido.
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Figura 32: Valores de coo normalizados expressos em média para diferentes

comprimentos do braquial.
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Figura 33: Valores de asm normalizados expressos em média para diferentes

comprimentos do braquial.
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Figura 34: Valores de std normalizados expressos em média para diferentes

comprimentos do braquial.

Os resultados do con normalizado apresentaram reducdo significativa para as
medidas em 72 h quando comparadas com os valores encontrados imediatamente apds a
intervengdo (p=0,013) e 24 h (p=0,043) para o comprimento médio (70%). Nao foram
encontradas diferencas significativas para as medidas realizadas a 80% do comprimento

do brago (Figura 35).
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Figura 35: Valores de std normalizados expressos em média para diferentes

comprimentos do braquial.

Os resultados obtidos para a cor normalizada apresentaram variacdes
estatisticamente significantes para as medidas em 48 h (p=0,049) e 72 h (p=0,014)
qguando comparados aos valores imediatamente ap6s a intervencdo em 70% do
comprimento do brago. J& no trecho distal, foram encontradas diferencas estatisticas
entre as medidas pos e 48 h (p=0,006) e 72 h (p=0,014), assim como medidas realizadas

10 min apos a intervencdo e 48 h (p=0,010) e 72 h (p=0,011) (Figura 36).
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Figura 36: Valores de cor normalizados expressos em meédia para diferentes

comprimentos do braquial.
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V. DISCUSSAO

O objetivo principal do estudo foi avaliar o processo de DMT dos flexores do
cotovelo causado por uma sessao de treinamento de forca excéntrico, através da andlise
quantitativa da textura em ultrassonografias. Neste sentido, marcadores funcionais como
percepcao de dor, perda de forca voluntaria e outros aplicados em laboratério, tais como
edema e variaveis de textura de ultrassonografias, foram avaliados em até 96 h apos
exercicios excéntricos em mulheres destreinadas no Estudo 1 e em homens até 72 h no
Estudo 2.

O masculo-esquelético saudavel de um individuo destreinado apresenta
tonalidade escura em ultrassonografias pela baixa capacidade de reflexdo/espalhamento
da onda de US do tecido muscular (Pillen, 2010). Fisiologicamente, as perturbacdes dos
sarcOmeros propagadas para as miofibrilas, fibras musculares e fasciculos podem ser
percebidas pela ultrasonografia modo-B pela inclusdo de tecidos diferentes do musculo-
esquelético (Pillen, 2010). Em andlises visuais de ultrassonografias musculares,
observa-se alteracdo do brilho para pixels mais préximos do tom branco como
caracteristica qualitativa em musculos lesionados (Huber et al., 2000). A IE tem sido
aplicada para quantificar diferentes niveis de lesGes musculares (Peetrons, 2002; Trip et
al., 2009; Puthucheary et al., 2015), incluindo a lesdo muscular mais branda como o
DMT (Nosaka e Sakamoto, 2001; Chen e Nosaka, 2006b; Radaelli et al., 2012).

Na presente tese foi selecionada a GLCM como ferramenta de analise da textura
da imagem de segunda ordem, através da funcédo espacial da intensidade dos pixels na
ROI e descritores quantificados estatisticamente (Al-Janobi, 2001; Sivaramakrishna et
al., 2002). A GLCM é uma analise potencialmente mais robusta do que as estratégias de

quantificacdo de textura ja usadas pela literatura na avaliagdo do DMT (Chen e Nosaka,
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2006b; Chen et al., 2009; Radaelli et al., 2012), por avaliar tanto a distribui¢éo de tons
de cinza dos pixels de uma ROI como as rela¢des de pixel com o seu adjacente. Sendo
assim, a hipotese inicial do Estudo 1 de aplicacdo da GLCM para avaliagdo da DMT foi
confirmada apenas pelo parametro cor usando-se um d = 3, na direcdo de 90°
considerando as imagens com 8, 16, 32, 64, 128 e 256 niveis de cinza. Para o Estudo 2,
duas das cinco variaveis da GLCM (cor e con) foram sensiveis ao DMT na diregéo, 90°,
com d = 10 pixels e 256 niveis de cinza.. Para auxiliar o acompanhamento da discussao
da presente tese, os resultados das varidveis estdo expostos em anexo (ANEXO 5).

O parametro cor se mostrou sensivel ao DMT nas mulheres avaliadas para 128 e
256 tons de cinza a partir de 48h apds a intervengdo excéntrica e persistiu em 72 h e 96
h, como pode ser percebido pela Figura 21. Matematicamente, o0 aumento da cor reflete
a similaridade da variacdo de tons de cinza, assim como descreve ALVARENGA et al.
(2007). Embora a visdo humana tenha baixo desempenho na interpretecdo da variagao
da textura de uma imagem isolada (Davies, 2008), foi possivel observar essas diferencas
na sequéncia das imagens de uma voluntéria do Estudo 1 pela Figura 5, ao longo de 96
h apos intervencdo. Para o Estudo 2, além da cor, os valores relativos do con também
expressaram diferencas estatisticas (Figura 35), desde 48 h a 72 h para a medicdo
realizada no comprimento distal e proximal, respectivamente. Os valores do con se
reduzem, conforme diminui a variacdo dos niveis de cinza da ROI (Alvarenga et al.,
2007) e esse fato pode ser claramente observado pelo aumento homogéneo de pixels
proximos ao branco em ultrassonografias de musculos lesionados (Figura 3). Neste
sentido, tanto o aumento da cor como a reducdo do con refletem o mesmo fenémeno
observado no DMT.

Um detalhe importante dos resultados do Estudo 1 é o comportamento do

parametro cor ao longo de 96 h apds o exercicio em diferentes quantidades de tons de
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cinza avaliados. De uma forma geral, a GLCM é um histograma bidimensional de
valores dependente dos niveis de cinza (G x G), que traduz a posi¢do do pixel na ROI
em relacdo a distancia (d) e direcdo («) escolhida no processamento inicial (Huber et
al., 2000). Neste sentido, em apenas 128 tons de cinza (com 42% para 48 h, 56% para
72 h e 71% para 96 h) e em 256 tons de cinza (40% para 48 h, 47% para 72 h e 50%
para 96 h), para a medida pds intervencdo, foram encontrados aumentos significativos
da cor a partir de 48h ap0s a intervencgdo excéntrica. Esta resposta reforca a idéia de que
a sensibilidade para avaliar o DMT pela textura apresenta dependéncia da quantidade de
tons de cinza consideradas e sendo assim, um possivel fator determinante para futuras
analises (Clausi, 2002).

A analise da imagem ainda sofre influéncia da definicdo dos pardmetros de
entrada para geracdao da matriz. A escolha do angulo (o) de deslocamento para o pixel
seguinte se baseou na direcdo vertical da geracdo do pulso de US para geracdo da
imagem (Flores et al., 2015). Para a distancia (d) entre dois pixels, a escolha do Estudo
1 foi baseada em outros estudos para analise de ultrassonografias para classificacdo de
tumores mamarios para 32 tons de cinza (Alvarenga et al., 2007; Alvarenga et al., 2010;
Alvarenga et al., 2012), com base na resolucdo lateral e axial do trasndutor. Para o
Estudo 2, a escolha de d foi de 10 pixels na tentativa de minimizar a instabilidade da
medida percebida em imagens com maior resolucdo e maior ROI apo6s diversas
combinagBes entre d e o numero de tons de cinza. Esse fato pode ser observado pelos
resultados de confiabilidade das medidas, vide tabelas 3 e 4.

Para o Estudo 1, exceto o cor, todos o0s outros parametros da GLCM néo tiveram
alteracOes significativas dos seus valores relativos & medida inicial ao longo de 96 h.
Para o Estudo 2, além do cor, o con também gerou alteracbes significativas pelo

resultado normalizado, confirmando a hipotese inicial de variacfes desses descritores de
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GLCM. O parametro con mostrou-se sensivel apenas para o Estudo 2. Pode ser que o
aumento do tamanho da ROI, assim como do valor d tenha influenciado nos resultados.
Foram encontradas reducdes de até 55% do valor do pardmetro con, ap6s 72 h do
comprimento médio e 31% no distal e, da mesma forma para cor, com variacGes de até
87% na imagem distal e 68% na média. De acordo com algumas imagens expostas no
Estudo 2 ao longo da tese (Figuras 3 e 4), pode-se perceber pixels com tons de cinza
similares. Estatisticamente, o con pode ser descrito como resultado da disperséo da
variacdo dos valores de intensidade dos pixels da ROI, logo esperava-se que seus
valores diminuissem com o tempo apds a intervencdo. Isso de fato ocorreu e pode ser
visto na Figura 3 em um participante do Estudo 2, antes e 72 h ap0s a intervencdo. O
con é o pardmetro mais usado para avaliacdo de tecidos humanos para auxilio no
diagnéstico de tumores mamarios juntamente com a cor (Garra et al., 1993;
Sivaramakrishna et al., 2002).

Embora ndo tenha sido encontrado na literatura nenhum estudo sobre andlise da
textura de ultrasonografias para acompanhamento do DMT, alguns estudos se baseiam
em outras técnicas para caracterizar o tecido musculo-esquelético (Turo et al., 2012;
Sikio et al., 2014; Konig et al., 2015; Molinari et al., 2015). Desses estudos, apenas
KONIG et al. (2015) apresentaram uma proposta de analise de masculo (biceps
braquial) em pacientes com miosites através de um sistema de auxilio ao diagndstico
computadorizada. Os autores variaram o tamanho ROI de acordo com a imagem obtida
do biceps braquial e relataram que o tamanho da ROI é relevante na analise realizada,
atraveés de melhores resultados para sensibilidade, exatidao e especificidade em maiores
ROIls. Para quase todas as amostras usadas no Estudo 1, as ROIs (25 x 25 pixels)
ocupavam 0 maior espaco possivel nas ultrassonografias com limites proximos ao

masculo braquial exposto. Além disso, foram dispensadas aproximadamente 30% das
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amostras por ndo comportarem a ROl adotada na area do braquial das mulheres
saudaveis e destreinadas. Este fator limitante foi corrigido no Estudo 2 com a
determinacdo da ROI de 50 x 50 pixels para homens.

Quanto a IE para avaliacdo da textura da imagem, foi considerada a média do
histograma de distribuicdo de pixels. A primeira publicacdo sobre o uso da média de IE
para avaliagcdo do DMT foi o estudo de NOSAKA e SAKAMOTO (2001). Neste artigo
0s autores apresentam grande similaridade entre a avaliacdo da média de IE e T2 por
RM apds 24 repeticbes excéntricas para os flexores do cotovelo. Baseado nos resultados
das avaliacBes das imagens, os autores afirmam que a andlise de ultrassonografias
poderia ser uma técnica valida e ndo invasiva para estudo do DMT. O efeito fisiol6gico
do DMT ¢ expresso como variacdo da IE nos primeiros dias apds o exercicio como
parte do processo inflamatorio causado pela ruptura de estuturas do citoesqueleto
(Nosaka e Sakamoto, 2001). A partir dessa afirmacgdo, diversos estudos também se
utilizaram da IE para avaliar o DMT (Nosaka et al., 2005; Chapman et al., 2008;
Radaelli et al., 2012).

Os resultados do Estudo 1 mostram que a IE apresentou aumento signficativo de
19,6% em 72 h e 27% em 96 h em relacdo a medida imediatamente pds intervencdo
excéntrica. Para o Estudo 2, o aumento significativo da média de IE do braquial chegou
a 36 e 62% em 48 h e 72 h, respectivamente, no comprimento médio. As variacdes
estatisticas no trecho distal chegaram a aproximadamente 28% e 52% em 48 h e 72 h,
respectivamente. Entretanto, ndo foram encontradas diferencas significativas entre 0s
comprimentos musculares. As variacdes relativas e significativas da IE no Estudo 1
corroboram com achados dos estudos de CHEN et al. (2011; 2013), nos quais foi
realizada intervencdo em homens destreinados e houve variagéo entre 20-23% da IE do

braquial no terceiro dia pos intervencdo excéntrica e 23-30% ap0s quatro dias. Ja a
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variacdo encontrada no Estudo 2 estd mais proxima aos achados do estudo publicado
por NOSAKA et al. (2005), que mostrou a variacdo da média da IE foi superior a 40%
em relagdo a medida inicial p6s 72 h e 96 h. Tais diferencas podem estar relacionadas a
quantidade de repeticdes excéntricas durante a intervencao proposta, com duas séries de
24 repetigOes excéntricas para os flexores do cotovelo em relagdo ao Estudo 1. Os
resultados do Estudo 1 diferem dos encontrados por RADAELLI et al. (2012) para a
variacdo da IE, em mulheres destreinadas com 25% de repeti¢cOes a mais e encontraram
variacdo da média da IE de aproximadamente 10% em relacdo a medida inicial do
masculo braquial. A explicacdo para tais diferencas pode estar relacionada ao tipo de
intervencdo usada no estudo de RADAELLI et al. (2012) que se baseou em contracfes
concéntricas. A literatura aponta que contragdes excéntricas acarretam resultados mais
expressivos para 0 DMT quando comparados a contragfes concéntricas (Willoughby et
al., 2003; Iguchi et al., 2010).

A literatura se baseia em uso da média de distribuicdo de pixels na escala de tons
de cinza como descritor de IE (Radaelli et al., 2012; Palmer et al., 2015; Lopez et al.,
2016). Entretanto, qualitativamente foi observada uma redugéo na disperséo dos valores
encontrados ao longo do tempo, apés a intervencdo excéntrica em ambos os estudos.
Como proposta diferenciada de utilizagdo da IE em futuras andlises de textura com
DMT, medidas de dispersdo do histograma da imagem também devem ser incluidas,
como descritor, como desvio-padrdo ou variancia.

O processo inflamatério é causado pela ruptura das estruturas miofibrilares com
consequente aumento da circulagdo sanguinea local para que as células satélites possam
regenerar o dano tecidual causado pelo exercicio, gerando edema muscular (Clarkson e
Hubal, 2002). Nos dois estudos da tese, o edema foi avaliado pela EM dos flexores do

cotovelo (biceps braquial e braquial) pela ultrassonografia, muasculos fusiformes. Neste
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sentido, esses musculos possuem a organizagdo estrutural dos seus sarcomeros
alinhados em série (Friden e Lieber, 1992)

Os resultados do Estudo 1 apresentaram aumento de aproximadamente 6% para
EM logo apos a intervengdo excéntrica, chegando a 11% no dia seguinte e 8,3% para
48h apds a intervencdo excéntrica. Entretanto, os resultados do Estudo 1 diferem do
Unico estudo encontrado com valores de EM dos flexores de cotovelo realizado com
mulheres (Flores et al., 2011). Neste caso, 0s autores encontraram variagOes
significativas de 8% da EM dos flexores do cotovelo logo ap6s a intervencdo e
surpreendente reducdo significativa da mesma em 24 h. J& os resultados do Estudo 2
apresentaram variagdes iniciais de aproximadamente 10-15% até 48h e chegando a 25%
da EM em 72 h. Houve variagdes significativas para os dois comprimentos musculares
avaliados em 72 h e sem diferengas entre os trés comprimentos musculares avaliados
qguando comparados entre eles. Esses resultados corroboram os achados de CHAMPAN
et al. (2008) e CHEN e NOSAKA (2006b) em experimentos realizados em homens
destreinados com aumento de até 11% apds o treinamento excéntrico em apenas um
comprimento muscular. Usando protocolo de contragdes subméximas em homens
destreinados, THIEBAND et al. (2013) encontraram variacOes de apenas 6% um dia
apos a intervencéo.

Embora o musculo braquial seja penado (Hodges et al., 2003) e outras variaveis
da arquitetura muscular pudessem ser medidas, apenas a EM foi usada para avalia¢éo do
edema. Outra possibilidade de medicdo do edema em musculos penados apds
intervencdo excéntrica do treinamento de forca é por meio do CF, isto é, avaliacdo do
edema no sentido das fibras musculares ou em série. O CF é um parametro da
arquitetura muscular longitudinal em mdsculos penados que ja foi investigado apds

intervengdo em cicloergdmetro excéntrico, com aumento do CF do mdsculo vasto
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lateral (Penailillo et al., 2015). Em contrapartida, imediatamente apos a realizacdo de
contragdes concéntricas no treinamento de forca, ocorre a reducédo significativa do CF
do vasto lateral (Csapo et al., 2011). Neste sentido a avaliacdo do edema em série ainda
pode ser explorado em futuros estudos.

Um dos efeitos funcionais do DMT é a perda da capacidade de producdo de
forca voluntaria a qual pode durar até uma semana (Paulsen et al., 2012). Esse
fendmeno fisiolégico ocorre imediatamente ap6s a intervengdo excéntrica pelo
desarranjo das miofibrilas e consequente incapacidade de transmissdao neural
(Butterfield, 2010). O processo de desorganizacdo e ruptura estrutural inviabiliza a
realizacdo de pontes cruzadas para completar o processo de contragdo muscular. Essa
reacdo se soma a possivel fadiga pds exercicio de alta intesidade (Iguchi et al., 2010).
De acordo com as bases da mecénica muscular, mais especificamente a relacdo forca-
velocidade, o exercicio excéntrico usado no protocolo de indugdo ao DMT é capaz de
gerar maior forca voluntaria (Reeves et al., 2009) e assim maior inducdo a fadiga local
em um imediato teste de CIVM (Proske e Allen, 2005; Hubal et al., 2007; Hyldahl e
Hubal, 2014).

Desta forma, foi observado que a forca relativa teve um decréscimo de 25% dos
flexores de cotovelo imediatamente apds a intervencgdo excéntrica e se manteve por mais
24 h (aproximadamente 18%) no Estudo 1 (Figura 15). Os resultados do Estudo 1
apresentaram queda apenas nas primeiras 24 h ap0s a intervencdo realizada em
mulheres e medidas posteriores ndo alcancaram diferencas estatisticas em relacdo a
medida inicial. Em mulheres, a literatura revela quedas significativas de até 10-15% na
CIVM dos flexores do cotovelo até 96 h apds intervencéo excéntrica, para intervencoes
com maior volume de treinamento do que o Estudo 1 (Flores et al., 2011; Radaelli et

al., 2012). Esses achados corroboram com a provavel relacdo da queda de producéo de
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forca com a quantidade de repeticGes para uma sessdo de exercicios (Paddon-Jones e
Abernethy, 2001; Chen e Nosaka, 2006a; Howatson et al., 2007). Para os homens no
Estudo 2, foi observada queda de 37% na pico de torque isométrico logo apds a
intervencdo excéntrica em relacdo a medida inicial, mantendo-se significativamente
menor em aproximadamente 32% até 72 h. Para homens, a queda significativa da
capacidade de producdo de forca pode demorar até duas semanas para retorno a
condig&o inicial, em casos extremos em intervengdes de maior volume de treino do que
o0 aplicado no Estudo 2 (Clarkson et al., 2005; Paulsen et al., 2012).

A intervencéo excéntrica para os flexores de cotovelo realizada com mulheres no
Estudo 1 gerou recuperacdo mais rapida da producdo de forga, quando comparada ao
Estudo 2 realizado com homens. Embora refutado por alguns estudos (Stupka et al.,
2000; Hicks et al., 2016), grande parte da literatura corrobora com a comparacao gerada
entre os dois estudos da presente tese para alguns marcadores de DMT (Borsa e Sauers,
2000; Sewright et al., 2008; Wolf et al., 2012). Uma vez que a intervencéo e o teste de
forca foram semelhantes, duas possiveis razbes podem justificar esses achados embora
ndo tenham sido investigadas. A primeira € a questdo hormonal, ja que mulheres
produzem o estrégeno como horménio feminino como consequéncia da propriedade
oxidante acionada pela ruptura estrutural (Tiidus, 1995). A segunda pode estar
relacionada ao fator motivacional ou psicolégico empregado em experimentos de forca
em diferentes géneros. Neste sentido, € notorio que experimentos com testes
laboratoriais realizados com homens e membros superiores gerem maior incentivo do
que com mulheres e com isso, respostas ao DMT com resultados distintos.

Outra resposta fisiologica muito estudada no DMT sdo as DOMS, que comegam
a ser investigadas em 1977 por ABRAHAM (1977), apresentando trés possiveis

mecanismos causadores. A hipdtese mais aceita € a de ruptura do citoesqueleto e
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consequente recrutamento de células inflamatdrias e mediadores quimicos que causam a
sensacdo de desconforto (Wool et al., 1994). O Estudo 1 avaliou as DOMS através da
EAV entre 0 e 100 de duas formas, uma local com pressdo manual durante trés
segundos e realizada por avaliador experiente. A outra avaliacdo de DOMS foi gerada
pelo movimento passivo de extensdo do cotovelo para alongar as estruturas danificadas
com o exercicio excéntrico.

As duas formas de avaliagdo de DOMS usadas no Estudo 1 apresentaram
respostas semelhantes, com valores extremos entre 24 e 48h ap06s a intervencgdo
excéntrica e decréscimo nas avaliacbes seguintes. No Estudo 2, a avaliacdo de DOMS
pela EAV de 10mm foi padronizada por um algdbmetro em trés comprimentos do braco,
diferente da palpagdo avaliador-dependente do Estudo 1. Os resultados dos estudos
conduzidos na presente tese corroboram o que a literatura apresenta, tanto para palpagéo
(Chapman et al., 2008; Aboodarda et al., 2011; Yu et al., 2013) realizada em homens
destreinados, como para o alongamento passivo dos flexores do cotovelo (Chen e
Nosaka, 2006a; Radaelli et al., 2012). Entretanto, foram encontrados poucos relatos
com amostra composta por mulheres destreinadas. RADAELLLI et al. (2012) e FLORES
et al. (2011) encontraram resultados semelhantes com os do Estudo 1 com maiores
valores em 24 e 48h pela palpacgéo dos flexores do cotovelo.

N&o foram encontradas diferencas significativas entre 0s comprimentos
musculares analisados no Estudo 2, entretanto as DOMS tiveram seus maiores valores
entre 24 h e 72 h ap0s a intervencdo excéntrica. Corroborando os achados do Estudo 2,
JUBEAU et al. (2012) também ndo encontraram diferengas significativas na EAV para
DOMS em diferentes comprimentos do braco. No referido estudo foi utilizado um
algbmetro de pressdo ap6s DMT causado por exercicio isométrico ou eletroestimulacéo,

isto €, de menor intensidade do que a intervencdo proposta na presente tese. Entretanto,
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os resultados de DIERKING et al. (2000) diferem do presente estudo. Os autores
mostram que os DOMS foram predominantes no terco distal dos flexores do cotovelo
ap6s 72 h da intervencdo composta por 20% mais repeticbes excéntricas que as
realizadas no Estudo 2. Tais diferencas podem estar associadas a EAV usada pelos
autores, com apenas trés classificagdes para DOMS. De acordo com os achados do
Estudo 2, € possivel afirmar que as DOMS parecem ocorrer de forma homogénea ao
longo dos flexores do cotovelo quando a pressao usada na pele é padronizada.

Uma das perguntas da presente tese se baseia na analise do DMT em diferentes
comprimentos musculares. Sabe-se que musculos com diferentes organizacdes de
arranjos dos fasciculos musculares reagem ao DMT de formas distintas, como por
exemplo, flexores de cotovelo e extensores do joelho que sdo grupamentos musculares
com tamanho de fibra/fasciculos diferentes (Chen et al., 2011). De acordo com a
hipétese de popping dos sarcomeros, sarcobmeros mais frageis em série se rompem com
mais facilidade e muasculos com maiores fibras musculares sdo mais suscetiveis a
rupturas (Morgan, 1990). Aprofundando a motivacdo do Estudo 2, a literatura ja
mostrou que a variagdo cronica da EM no trecho proximal dos flexores do cotovelo é
significativamente maior que no trecho distal (Matta et al., 2011). Esse fato pode ser
explicado por esse trecho do comprimento muscular apresentar maior encurtamento
durante a contragdo muscular. Entretanto, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os comprimentos musculares para nenhuma variavel local medida.

Outras limitacOes de ambos os estudos podem ser pontuadas como as pequenas
amostras selecionadas tanto para mulheres no Estudo 1 pelo tamanho da ROI para
analise e o tamanho da amostra de homens no Estudo 2. Talvez amostras maiores

reproduzam resultados diferentes. A avaliagdo do DMT por marcadores sanguineos,
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usados em pesquisa relacionada ao tema fisioldgico, também podem ser incluidos em
préximos estudos.

Outra limitacdo do Estudo 1 foi a falta da analise de confiabilidade e
variabilidade das medidas para todas as varidveis. Este fato foi corrigido no Estudo 2,
com resultados de confiabilidade e variabilidade entre dois dias pelo mesmo avaliador
apresentados nas tabelas 1 a 7. Para todas as varidveis medidas, a confiabilidade
resultou em dados confidveis de acordo com a classificacdo de Cicchetti e Sparrow
(1981) com CClIr > 0,600. Apenas um estudo sobre confiabilidade da medida de anélise
de textura bidimensional em ultrassonografias foi encontrado na literatura (Da Silva
Pereira Junior et al., 2015), apresentando boa confiabilidade para algumas variaveis de
CC.

Quanto a variabilidade dos dados expressa pelo CV%, os resultados mostram
que a cor e coo da GLCM apresentaram maior instabilidade nas medigdes realizadas em
dois dias distintos, com CV% de aproximadamente 45-72% para cor e 52-57% para
€00. J& as outras variaveis medidas ndo apresentaram variabilidade relevante.

Um fator importante para a aplicacdo futura da GLCM esta relacionado aos
resultados especificos da quantidade de tons de cinza encontrados no Estudo 1. Parece
que sdo fundamentais no minimo 128 tons de cinza para observar altera¢cdes na cor no
DMT. A aplicacdo das estratégias de quantificacdo da textura para avaliacdo de
ultrassonografias, tanto pela GLCM como pela IE, também pode ser realizada com
auxilio de softwares comerciais para analise de imagens.

O estudo do processo de DMT ¢é geralmente realizado no campo pratico na
tentativa de explicar os mecanismos de acdo para cada tipo de medida, para estudar
como do DMT responde aos diferentes estimulos e tratamentos. Para o futuro da

pesquisa do DMT, é fundamental direcionar a forma de avaliacéo local e ndo-invasiva
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adequadamente. Neste sentido a presente tese teve como objetivo aplicar conceitos de
andlise de ultrassonografias pela GLCM para avaliagdo do DMT ap0s intervencédo
excéntrica. De uma forma geral, a GLCM parece ser uma ferramenta sensivel e

confidvel para analise do DMT.
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CONCLUSAO

O objetivo principal da presente tese foi avaliar o DMT através dos descritores
de textura de ultrassonografias dos flexores do cotovelo apds o treinamento excéntrico.
Como resultado principal do Estudo 1, o parametro correlacdo (cor) em 128 e 256 tons
de cinza foi sensivel as alteracBes a partir de 48 h ap0s intervencdo excéntrica em
mulheres destreinadas, enquanto a média da IE s apresentou variagdes em 72 h.

No Estudo 2, além do cor, o parametro contraste (con) também apresentou
alteracbes sensiveis para analise de ultrassonografias com DMT. Sendo assim, 0s
resultados do Estudo 2 sugerem que a cor e con da GLCM podem ser usados na
ultrossonografia para avaliagdo do DMT. Esses achados sugerem que esses parametros
podem ser mais sensiveis para deteccdo do DMT do que a média da IE que mostrou
grande variacdo ap0s a intervencao. Os resultados do estudo 2 também sugerem que o
DMT é homogéneo ao longo dos flexores do cotovelo.

A aplicagdo da andlise da textura bidimensional em ultrassonografias no tecido
musculo-esquelético mostrou-se uma ferramenta promissora de avaliagdo do DMT.
Neste sentido, algumas variagcdes nos parametros de GLCM (d e «) ainda podem ser
estudadas para aperfeicoar o emprego da mesma, assim como a aplicacdo e associacdo
de outros descritores de textura. Outras questdes metodoldgicas, como diferentes
comprimentos musculares, musculos com diferentes organizagdes das fibras, amostras
com diferentes caracteristicas e varia¢fes da posicdo do transdutor para aquisicdo da

imagem demandam investigacdes futuras.
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