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RESUMO

A fraqueza muscular ® caracterizada como uma importante causa da redu-«o da capacidade
f2sica e funcionalidade, esta limita-«o ocorre devido = diminui-«o da capacidade de gerar
contra-«o volunt8ria dos grupamentos musculares no hemicorpo afetado. £ consequ®ncia de
altera-»es morfofuncionais relacionadas aos aspectos neurais e musculares. O objetivo deste
estudo foi avaliar o desempenho neuromuscular, o volume muscular e a concentra-«o s@rica
(CS) do fator de crescimento semelhante " insulina 1 (IGF-1) e de sua prote?na ligante,
IGFBP-3, em indivduos hemipar@ticos crtnicos. Para tal, um estudo transversal foi
delineado. Quatorze sujeitos com hemiparesia crtnica foram submetidos a avalia-»es de
funcionalidade realizada pelas ferramentas Escala de Equil?brio de Berg,Teste iTimed Up &
Goo (TUG) Adaptado, Teste de caminhada de 10 metros, Teste de Alcance Funcional, ¢ndice
de Desempenho Motor de Fugl-Meyer, tndice de atividade de vida di8ria de Barthel, Escala
de Avalia-«<0 da Qualidade de Vida, Medical Outcomes StudyT36 Health Status
Measurement. Foram alocados no Grupo Hemipar@tico (GH; 12 homens). Sujeitos saud8veis
(Grupo Controle, GC) foram pareados por idade, g°nero, altura e 2ndice de massa corp-rea
com o GH. Foram mensurados o volume dos m¥sculos reto femoral (RF), vasto medial (VM),
vasto interm@dio (VI), vasto lateral (VL), b%ceps femoral (BF) e semitendinoso/
semimembranoso (SS). A CS de IGF-I e IGFBP-3 foi quantificada pelo m@todo de ELISA. O
pico de torque (PT), trabalho e pot°ncia conc®ntricos e excentricos, dos flexores e extensores
do joelho, foram avaliados em dinammetro isocin®tico a 60U/s, de forma sincrinica ao
registro da ativa-«o dos m¥sculos RF, VM, VL, BF e semitendinoso (ST). Para dados
param®tricos, o teste T n«o pareado e Anova two-way seguida de Tukey foram utilizados para
identificar diferen-as estat?sticas entre grupos e fatores (domin@ncia e condi-«0; membro
par@tico: MP, membro n«o par@tico: MNP e membro controle: MC). Para dados n«o
param®tricos foram utilizados o teste U de Mann Whitney seguido do ajuste de Bonferroni. O
n2vel de significOncia de 5% foi considerado. O GH apresentou n2veis funcionais e as CSs de
IGF-1 e IGFBP-3 reduzidos em rela-«o ao GC. O GH apresentou atrofia seletiva dos
m¥sculos VM, VI, BF e SS etamb@®m demonstrou a ativa-«o muscular alterada entre
agonistas e antagonistas em rela-«<o ao GC. Houve uma diminui-«o significativa do PT,
trabalho e pot°ncia dos flexores e extensores do joelho em a-»es concentricas e excentricas no
MP em rela-«<0 a0 MNP e ao MC. Em conclus«o, indivéduos hemipar®ticos apresentam
fraqgueza no MP decorrente de altera-»es no desempenho neuromuscular, incluindo
diminui-«o do PT, pot°ncia e trabalho, e tamb@m devido a altera-»es no recrutamento de
mY¥sculos agonistas e antagonistas do movimento. Estas modifica-»es neurais $s«0
acompanhadas por atrofia seletiva de mY%sculos do quadr?ceps e dos isquiotibiais e por
menores CSs de IGF-I e IGFBP-3.

Palavras-chave: Reabilita-«o Neurol-gica; Fisioterapia; Atrofia Muscular; funcionalidade;
Biomarcadores; Eletromiografia.
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ABSTRACT

Muscle weakness is characterized as a significant cause of reduced physical capacity and
functionality, this limitation is due to the decreased ability to produce voluntary contraction of
the muscle groups in the affected hemisphere. It is a consequence of morphological and
functional changes related to neural and muscular aspects. The aim of this study was to
evaluate the neuromuscular performance, muscle volume and Growth Factor Insulin-like I
(IGF-1) serum concentration (SC) and its Binding Protein, IGFBP-3, in subjects with chronic
hemiparesis. For such, a cross-sectional study was designed. Fourteen subjects with chronic
hemiparesis were evaluated for functionality performed by assessment tools Berg Balance
Scale Test, Timed Up & Go Adapted, Walk test 10 meters, Functional Reach Test, Fugl-
Meyer Assessment, Barthel Index, Assessment of Quality of Life, Medical Outcomes Study-
36 Health Status Measurement. The subjects were allocated in the hemiparetic group (HG, 12
men). Healthy subjects (control group, CG) were paired for age, gender, height and body
mass index with HG. Rectus femoris (RF), vastus medialis (VM), vastus intermedius (VI),
vastus lateralis (VL), biceps femoris (BF) and semitendinosus / semimembranosus
(SS) muscle volume was measured. The SC IGF-I and IGFBP-3 was quantified by ELISA.
The peak torque (PT), work and power during concentric and eccentric contractions of knee
extensors and flexors were evaluated using an isokinetic dynamometer at 60A/s,
synchronously to record muscle activation RF, VM, VL, BF and semitendinosus
(ST). For parametric data, the unpaired t test and ANOVA two-way followed by Tukey
test were applied to identify statistical differences between groups and factors (dominance and
condition; paretic limb: PL, non-paretic limb: NPL and control group CG). For nonparametric
data was used the Mann Whitney U test followed by Bonferroni adjustment. The significance
level of 5% was considered. The HG presented functional levels and CSs of IGF-1 and
IGFBP-3 reduced compared to the CG. The HG showed selective muscle atrophy of VM, VI,
BF and SS, and also altered muscle activation between agonist and antagonist against the CG.
There was a significant decrease in PT, work and power of the knee extensors and
flexors for concentric and eccentric actions in the PL and NPL compared to the CG. In
conclusion, hemiparetic group show weakness inthe PL due to changes in neuromuscular
performance, including decreased PT, power and work, and also due to changes in the agonist
and antagonist muscle recruitment. These neural changes are accompanied by selective
atrophy of quadriceps and hamstrings muscles and CSs decrease in IGF-1 and IGFBP-3 serum
concentrations.

Keywords: Neurological Rehabilitation, Physical Therapy, Muscular Atrophy; Functionality;
Biomarkers, Electromyography.



APRESENTACAO

Esta disserta-«0 est§ organizada seguindo as recomenda-»es do Programa de P-s-
Gradua-«o em Fisioterapia da UFSCar. Inicialmente ® apresentada uma breve contextualiza-«o e
uma revis«o bibliogrgfica do problema a ser abordado e o objetivo geral do trabalho. A seguir, 0
manuscrito intitulado fiConcentra-»es s@ricas diminu2das de IGF-I e IGFBP-3, atrofia muscular e
altera-»es no desempenho neuromuscular contribuem para a fragueza muscular em indiv2duos
hemipar@ticos crtnicoso ® apresentado. Este manuscrito ser§ submetido a revistas da 8rea ap-s a
defesa p%blica da disserta-«0. Finalmente, uma conclus«o geral do trabalho, bem como as

atividades cient?ficas desenvolvidas pela candidata, s«o apresentadas.



CONTEXTUALIZACAO

O presente estudo ® a continuidade a uma linha de pesquisa j§ implantada no Laborat-rio
de Plasticidade Muscular na UFSCar sobre a investiga-«o da plasticidade neuromuscular em
sujeitos hemipar®ticos. Previamente, foi observado que estes indivZduos podem apresentar
déficits de for-a e pot°ncia independentemente de redu-«o no volume muscular (PRADO-
MEDEIROS, 2012). Nesse sentido, o presente estudo teve o papel de responder novas perguntas
que surgiram e assim, explorar aspectos inovadores, pois integra aspectos neuromusculares,
moleculares e morfofuncionais. £ interessante ressaltar que estudos que avaliam a rela-«o
existente entre essas altera-»es musculares decorrentes do AVC s«o raros na literatura, e na
maioria dos casos, n«o incluem um grupo controle para compara-«o.

Al®m disso, n«o h§ na literatura um estudo que tenha avaliado a express«o de
biomarcadores sangu?neos de controle da massa muscular, como o fator de crescimento
semelhante " insulina-1 (IGF-I) e suas prote?nas ligantes (IGFBPs) para a popula-«0 em quest«o.
T«o pouco foi tra-ada uma correla-«o entre suas concentra-»es s@ricas, volume e desempenho
muscular de hemipar@ticos crinicos. Esta correla-«o ® importante, pois atrav@s dos
biomarcadores do trofismo muscular ser§ poss2vel obter informa-»es sobre condi-»es sist°micas
relacionadas ao m¥sculo esquel@tico.

Este estudo contribuiu para a cria-«o de uma linha de base para futuras interven-»es
terap°uticas, como o treinamento resistido, de flexibilidade ou proprioceptivo. Tamb®m focou o
uso de biomarcadores moleculares (IGF-1 e IGFBP-3) que respondem * atividade f2sica, trazendo

informa-»es relevantes para a reabilita-«o destes indiv2duos.



O estudo atende a uma determina-«o da Organiza-«o Mundial da Sa%de que preconiza a
preven-«o e 0 desenvolvimento de a-»es em todos 0s n2veis de assist°ncia relacionados ao AVC

em car8ter priorit8rio.



REVISAO DA LITERATURA

Alteracdes neuromusculares decorrentes do Acidente Vascular Cerebral (AVC)

O AVC @ atualmente uma das maiores causas de incapacidade f?sica em adultos no
mundo, segundo a Organiza-«o Mundial da Sa%de (2011). Estima-se que aproximadamente 65%
dos sobreviventes possuem hemiparesia por no m2nimo um ano ap-s o0 AVC, ou seja, mesmo
ap-s a fase de recupera-«o funcional espontOnea os indivéduos ainda apresentam deficits
neuromusculares (PAK E PATTEN, 2008).

Estudos que avaliam as habilidades funcionais dos hemipar@ticos demonstram que h§
comprometimento do equil?brio dinOmico de agonistas e antagonistas, tanto em membros
superiores como em membros inferiores, o que resulta em limita-«o funcional (PRADO-
MEDEIROS et al., 2012; SOUZA et al., 2009; HORSTMAN et al., 2009), al®m das disfun-»es
sensoriais e cognitivas (OPARA et al., 2010).

Em rela-«o " limita-«o funcional, a queixa principal de indivéduos com hemiparesia ® a
restri-«<o da marcha que est§ relacionada ao processo de diminui-«o da autonomia e da
independ®ncia para atividades de atividade diSrias (JONSDOTTIR e CATTANEO, 2007,
BILLINGER et al., 2010). Desta forma, o envolvimento social e o retorno ~ ocupa-«o laboral
tamb®m est«o comprometidos.

Al®m das restri-»es de participa-«o nas atividades de vida di8ria, h§ altera-»es
relacionadas ao efeito de intera-»es medicamentosas, a depend°ncia de um cuidador, adapta-«o ™
cadeira de rodas ou bengala e a dificuldade de acessibilidade, devido a barreiras arquitet®nicas
(HORSTMAN et al., 2009; JONSDOTTIR e CATTANEO, 2007, BILLINGER et al., 2010;

PAK E PATTEN, 2008; MAKI et al., 2006). Consequentemente, estas mudan-as afetam o



indivduo no aspecto psicossocial e estas mudan-as resultam na redu-«o da qualidade de vida
(LIMA et al. 2008; BRUCKI, 2003). Assim, consideramos que voltar a deambular ® uma
aquisi-«o importante para o indivZduo com hemiparesia. Esta considera-«o salienta a relevoncia
de estudos que investigam as altera-»es de membros inferiores de indiv2duos hemipar@ticos
crinicos.

Ap-s a ocorr°ncia do AVC, preju?zos significativos como fraqueza muscular podem ser
observados. Esta fraqueza muscular ® consequ®ncia de altera-»es morfofuncionais relacionados
aos aspectos neurais e musculares. Entretanto, h§ poucos estudos que descrevem essas altera-»es
conforme a compara-«o com indiv2duos saud8veis. H§ uma tend°ncia dos estudos focarem os
aspectos neurais (McKENZIE et al., 2007, PATTEN et al., 2004; GOWLAND et al., 1992 ;
KNUTSSON et al., 1997), por®m, os aspectos intr2nsecos ao m¥sculo tamb@m deveriam ser
considerados de igual forma (PRADO- MEDEIROS et al. 2012, TSENG et al., 2010;; PAK E

PATTEN, 2008; HORSTMAN et al., 2008; ENZINGER et al., 2008;).

Modifica¢des dos componentes da forca muscular geram fragueza em individuos p6s-AVC
A fraqueza muscular ® uma das principais causas da redu-«o da funcionalidade p-s-AVC.
£ a inabilidade de gerar n2veis normais de for-a, ou seja, a diminui-«o da capacidade de gerar
contra-«o volunt8ria dos grupamentos musculares no hemicorpo envolvido na lesxo (PRADO-
MEDEIROS et al., 2012; ENZINGER et al., 2008). Tais altera-»es s«o atribu2das n«o apenas
redu-«o da ativa-«o0 de unidades motoras (McKENZIE et al., 2007; PAK E PATTEN, 2008), mas
tamb®m a modifica-»es inerentes ao m¥sculo, como sugerido por estudos prévios (HAFER-

MACKO et al., 2008; LIEBER, STEINMAN, BAR ASH, 2004). Dentre as mudan-as estruturais



sugeridas destacam-se o0 aumento desordenado de tecido conjuntivo e atrofia da fibra muscular
(HAFER-MACKO et al., 2008; LIEBER, STEINMAN, BAR ASH, 2004).

Estudos transversais com °nfase na pr8tica cl>nica t°m demonstrado que os d@ficits de
for-a e funcionalidade em indiv2duos hemipar@ticos n«o necessariamente est«o relacionados com
a atrofia muscular (SUNNERHAGEN et al., 1999; SHARP e BROWER, 1997; PLOUTZ-
SNYDER et al., 2006). Um recente estudo do nosso laborat-rio mostrou que deficits de for-a
extensora e flexora de joelho, em membros acometidos de pacientes hemipar@ticos crtnicos, n«o
s«0 necessariamente acompanhados de diminui-«o do volume dos m¥sculos par@ticos (PRADO-
MEDEIROS et al., 2012).

Jorgensen e colaboradores (2001) relataram a diminui-«0 da massa magra em membros
par@tico e n«o-par@tico nos primeiros dois meses ap-s les«o encef8lica, no entanto, a massa
muscular do membro n«o-par@tico recupera-se gradativamente conforme a fun-«o deste
hemicorpo ® restabelecida. Entretanto, a temS§tica ainda ® controversa, sendo que mais
investiga-»es s«0 necess8rias para esclarecer a rela-«o entre atrofia muscular e os d@ficits de
for-a nestes indiv2duos.

Em contra partida, alguns estudos fazem uso de bi-psias musculares, medindo a Srea de
sec-«0 transversa da fibra muscular par@tica. Seus resultados variam entre aus°ncia de atrofia
muscular e grandes diferen-as na 8rea da fibra entre m¥sculos par@ticos e n«o-par®ticos. Tais
resultados s«o pouco conclusivos, pois n«o representam o m¥sculo em toda a sua extens«o. Al®@m
disto, a compara-«0 entre os estudos torna-se dif%cil pela n«o uniformidade na escolha dos
mYsculos de anglise, uma vez que h§ diferentes propor-»es de tipos de fibra de acordo com o
mYsculo investigado, e da variabilidade de metodologias adotadas (HACHISUKA, UMEZU,

OGATA, 1997; LIEBER, STEINMAN, BAR ASH et al, 2004; CARIN-LEVI et al, 2006;



PRADO-MEDEIROS et al, 2012). Assim, estudos b8sicos que focaram a avalia-«0 da
morfologia muscular s«o controversos (MCKENZIE et al., 2009; MATHENY et al., 2009;
HAFER-MACKO et al., 2008; CHRISTENSEN et al., 2008; GIOVANNINI 2008; BERG et al,
2007; BONDANELLI et al., 2006; JASSAL et al., 2005; ROSENDAL et al., 2002). Enfim,
existem controv@rsias na literatura relacionada aos poss?veis mecanismos moleculares e

morfol - gicos que acarretam altera-»es sens-rio-motoras e, portanto, levam * paresia p-s-AVC.

Biomarcadores relacionados aos aspectos neurais e musculares

Estudos que integram an8lises do desempenho muscular, morfologia e funcionalidade
com biomarcadores moleculares do trofismo muscular n«o s«o encontrados na literatura. Neste
sentido, o fator de crescimento semelhante  insulina-1 (IGF-I) e seus ligantes (IGFBP-3) s«o

descritos como importantes mediadores das adapta-»es neuromusculares.

O fator de crescimento semelhante & insulina-1 (IGF-1)

Nos per2odos pr® e p-s-natal, o desenvolvimento dos tecidos ® amplamente regulado pelo
horm®nio do crescimento, produzido na hip-fise, que por sua vez, induz a produ-«o do fator de
crescimento semelhante * insulina-1 (IGF-I) pelo f?gado. O IGF-1 ® o mediador prim8rio da
maioria das respostas do horm®nio de crescimento (NINDL et al., 2010; MATTSSON et al.,
2008; SHERRYLINE et al., 2008; JUUL et al., 1995). £ um peptideo formado por 70
amino8cidos com peso molecular de 7,47 kD, sendo estruturalmente homologo ~ insulina
(MATHENY et al., 2008; JURIMAE E JURIMAE, 2007; CAPPOLA et al, 2001). Na vida
adulta, a concentra-«o de IGF-I sist°’mico ® ainda importante para a manuten-«o dos tecidos,

sendo um importante horm*nio anab-lico mediador do crescimento e reparo dos tecidos



(GOLDSPINK et al., 2007, SCICCHITANO, RIZZUTO, MUSARC et a.l, 2009, CAPPOLA et
al., 2001).

V8rias isoformas de IGF-1 j§ foram descritas. A isoforma IGF-1Ea ® produzida pelo f2gado
e possui a-«o sist°’mica. Outra isoforma tamb®m importante ® a IGF-IEc ou MGF (Fator de
Crescimento Mec@nico); trata-se de uma isoforma produzida pelo m¥sculo esquel@tico e pode ser
regulada pela atividade muscular, em especial a sobrecarga mecOnica. Ambas possuem a fun-«o
de estimular a s?ntese proteica bem como a ativa-«o, prolifera-«o e diferencia-«o das c@lulas
sat®lite no m¥sculo esquel®tico (NINDL et al., 2010; MATTSSON et al., 2008; COPELAND et
al., 2002;JUUL et al., 1995).

Os pept?deos IGF-1 associam-se =~ fam?lia de prote2nas plasmSticas transportadoras
denominadas prote?nas ligantes do fator de crescimento semelhante * insulina (IGFBPs). Apenas
10% do IGF-I circula livremente no plasma; os 90% restantes s«o transportados conectados s

prote?nas ligantes (DAAL et al., 2001; JOGIE-BRAHIM, FELDMAN e OH, 2008).

Proteinas ligantes do fator de crescimento semelhante a insulina (IGFBPs)

As prote’nas ligantes do fator de crescimento semelhante = insulina (IGFBPs) s«o
respons8veis pelo seu transporte no plasma e pelo aumento na vida m@dia dos IGFs. As IGFBPs
modulam as a-»es do IGF-1 podendo tanto potencializ8-las quanto inib?-las (MATTSSON et al.,
2008; JOGIE-BRAHIM, FELDMAN, OH, 2008; DAAL et al., 2001;)

Seis IGFBPs foram clonadas e sequenciadas: IGFBP-1, 2, 3, 4, 5 e 6. Todas apresentam
elevado grau de especificidade e de afinidade para IGF-I, exce-«o da IGFBP-2 e IGFBP-6, que
apresentam maior afinidade para IGF-2 (ELLOUMI et al., 2005; DENLEY et al 2005;

ROSENDAL et al., 2002; ). Por outro lado, a IGFBP-3 ® primariamente respons8vel pela



manuten-«o dos n2veis de IGF-I circulantes, sendo a IGFBP-3 a forma mais abundante na
circula-«o sangu?nea. Integra cerca de 75 a 90 % das IGF-1 ao complexo tern§rio com peso
molecular de 150 kDa que consiste em IGFBP-3, a sua subunidade 8cido I8bil e IGFs. Este
complexo ® regulado pelo horm®nio de crescimento sintetizado e secretado pela hip-fise anterior
(SHERRYLINE et al., 2008).

O papel do IGFBP-3 junto ao IGF-1 ® muito importante, pois apresenta atua-«o
compensat-ria, reduzindo os n2veis s@ricos de IGF-I impedindo a prolifera-«o tecidual indevida,
ou seja, altos n2veis de IGF-I e baixos n2veis de IGFBP-3 traduzem um maior risco do
desenvolvimento de alguns tipos de cOncer (HANKISON et al.,1998). Dentre eles, os cOnceres de
mama (KAAKS et al., 2001), pulm«o, colo-retal, ovariano (DOUGLAS et al., 2010).

Este biomarcador tem sido investigado concomitantemente ao IGF-I1, devido ™ correla-«o
positiva entre ambos os fatores e o desempenho f2sico. Altos n2veis s@ricos de IGF-I e baixos
n2veis s@ricos de IGFBP-3 significam que h§ uma maior disponibilidade de IGF-I circulante. Este
evento pode ocorrer em situa-»es de fadiga muscular por fiovertrainingd (BENHADDAD et al.,

1999; ELLOUMI et al., 2005).

Relacdo entre IGF-1 e IGFBP-3 com trofismo e forga musculares

Como visto, tanto o IGF-I e o IGFBP-3 s«0 marcadores sist°’micos que respondem °'s
altera-»es do m¥sculo esquel®tico (GLASS et al., 2011; GOLDSPINK et al., 2007). Sendo
assim, s«o importantes nos estudos sobre a regenera-«o de diferentes tipos de les»es (SUETTA,
CLEMMENSEN, ANDERSEN, 2010), treinamentos resistidos (ROSENDAL et al., 2002),

miopatias progressivas (SCICCHITANO, RIZZUTO, MUSARd et al., 2009), menopausa
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(JURIMAE et al., 2010; JASSAL et al., 2005) e envelhecimento (GIBNEY et al., 2007; BERG et
al., 2007).

Foi mostrado que a express«o aumentada ou a administra-«o ex-gena de IGF-I resultam
no aumento da massa muscular e no atraso do in3cio da sarcopenia relativa = idade (ADAMO E
FARRAR et al.,2006; SCICCHITANO, RIZZUTO, MUSAR et al., 2009). Em um estudo em
popula-«o0 idosa, Onder e et al. (2006) relataram que a baixa concentra-«o s@rica de IGF-I
correlaciona-se com a fraqueza muscular. Giovannini et al. (2008) afirmam que o aumento do
IGF-1 s®rico ® importante para o aumento da for-a dos m¥sculos esquel@ticos.

Cappola e colaboradores (2001) encontraram a mesma rela-«o estudando popula-«o de
mulheres em fase p-s-menopausa. J§ foi demonstrado que os aumentos dos n2veis s@ricos de IGF-
I s«o correlacion8veis com o aumento de for-a dos m¥sculos extensores do joelho ap-s um treino
resistido moderado (JURIMAE & JURIMAE, 2007; JURIMAE et al., 2010).

Suetta, Clemmensen e Andersen (2010) mostraram uma rela-«o entre 0os aumentos da
express«o do IGF-I sist°mico (IGF-IEa) e muscular (MGF) e a 8rea de sec-«o transversa da fibra
muscular em idosos ap-s treinamento resistido. Jurimae et al. (2010) demonstraram que o
aumento da express«o dos n?veis de RNAm de IGF-I est§ associado ao aumento dos n2veis
s@ricos do IGF-I e da IGFBP-3, bem como o aumento do pico de torque em mulheres idosas ap-s
um treinamento resistido.

Apesar dos n2veis de IGF-I1 e IGFBP-3 terem sido investigados em v8rias popula-»es,
nenhum estudo avaliou tais n2veis em indivéduos hemipar@ticos. Em resumo, podemos concluir
que IGF-I e IGFP-3 s«o biomarcadores que executam uma boa correla-«<o com as vari§veis
relacionadas ao desempenho muscular e que trazem respostas esclarecedoras quanto aos

mecanismos moleculares de controle da massa muscular em indiv2duos hemipar®ticos crinicos.
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OBJETIVO

Objetivos gerais:

Identificar fatores que levam = fraqueza em membros inferiores de indivZduos
hemipar@ticos, considerando o volume muscular e 0 desempenho neuromuscular de flexores e
extensores do joelho, e tamb®m quantificar a concentra-«o s@rica de fatores relacionados ao

trofismo muscular e neural, como o IGF-1 e IGFBP-3.

Objetivos especificos:

Descrever a condi-«o funcional e a qualidade de vida de indivZduos hemipar®ticos
crinicos, considerando velocidade da marcha, desempenho motor, equil?brio e independ®ncia nas
atividades de vida di8ria;

Investigar se indivéduos hemipar@ticos apresentam atrofia muscular, quando comparados
a indivduos saud8veis. Em caso de atrofia, identificar quais m¥sculos foram mais afetados;

Mensurar a concentra-«o s@rica de IGF-I e IGFBP-3;

Avaliar a for-a, considerando o pico de torque, o trabalho e a pot°ncia, durante a extens«o
e a flex«o do joelho nos modos conc®ntrico e excentrico;

Avaliar a ativa-«o muscular durante o pico de torque durante a extens«o e a flex«o do

joelho nos modos concentrico e excentrico.

Verificar a relevincia cl?nica de poss?veis correla-»es entre concentra-»es s@ricas e 0

desempenho neuromuscular e a atrofia.



MANUSCRITO

12



13

Concentracdes séricas diminuidas de IGF-1 e IGFBP-3, atrofia muscular e alteragdes no
desempenho neuromuscular contribuem para a fraqueza muscular em individuos

hemiparéticos cronicos.
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INTRODUCAO

O Acidente Vascular Cerebral (AVC) ® um grave problema de sa%de p%blica em todo o
mundo (McKENZIE et al., 2007; PAK E PATTEN, 2008). Atualmente ® considerado a terceira
causa de -bito em pa?ses industrializados (OMS, 2012) e uma das principais causas de perda na
funcionalidade em adultos (McKENZIE et al., 2007; PAK E PATTEN, 2008). A assist°ncia
destes indiv2duos requer gastos alt?ssimos. Por exemplo, apenas nos EUA cerca de 65,5 bilh»es
de d-lares foram gastos para o atendimento de individuos que sofreram AVC em 2008
(ROSAMOND et al., 2008). Deste modo, a Organiza-«o0 Mundial de Sa¥%de (2011) recomenda o
desenvolvimento de polticas p¥blicas relacionadas ao AVC com o objetivo de promover a-»es
priorit8rias nos diferentes n?veis de aten-«o ~ sa%de.

Cerca de um ter-o dos sobreviventes de AVC passam por um longo e complexo programa
de reabilita-«o. Esses indiv2duos s«o0 incapazes de realizar atividades de vida di8ria, como
caminhar, subir e descer degraus, realizar cuidados pessoais e trabalhar (ROSAMOND et al.,
2008; GILES e ROTHWELL, 2008; MAKI et al., 2006). Considerando o quadro cl?nico de
hemipar@ticos crtnicos, a fraqueza destaca-se dentre as principais altera-»es j§ descritas na
literatura.

A fragueza muscular ® caracterizada como uma importante causa da redu-«o da
funcionalidade, esta limita-«<o ocorre devido ~ realiza-«0 inadequada do movimento e a
diminui-«<o da capacidade de gerar contra-«o volunt8ria dos grupamentos musculares no
hemicorpo afetado (PRADO-MEDEIRQOS et al., 2012; ENZINGER et al., 2008) £ consequ®ncia
de altera-»es morfofuncionais relacionadas as aspectos neurais, por exemplo, espasticidade,
incoordena-«o motora, dissinergia entre m¥sculos agonistas e antagonistas, padr«o anormal de

recrutamento e fadiga das unidades motoras, altera-«o da propriocep-«o e feedback para o
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movimento McKENZIE et al., 2007, PATTEN et al., 2004; GOWLAND et al., 1992 ;
KNUTSSON et al., 1997). Concomitantemente, ocorrem as altera-»es dos aspectos musculares
que incluem diminui-«<o do desempenho muscular, atrofia, aumento do tecido conjuntivo e
adiposo, da resist®ncia da matriz extracelular e da tens«o das fibras musculares, al®m da mudan-a
no fen-tipo destas fibras (PRADO MEDEIROS et al., 2012; RAMSAY et al., 2011; HAFER-
MACKO et al., 2008; LIEBER, STEINMAN, BAR ASH, 2004). Entretanto, h§ poucos estudos
que descrevem essas altera-»es conforme a compara-«o com indiv2duos saud8veis (PRADO
MEDEIROS et al., 2012). H§ uma tend°ncia dos estudos focarem 0s aspectos neurais, por®m, 0s
aspectos intrnsecos ao m¥sculo tamb®m deveriam ser considerados de igual forma. Ainda,
existem controv@rsias na literatura relacionada aos poss?veis mecanismos moleculares e
morfol - gicos que acarretam altera-»es sens-rio-motoras e, portanto, levam * paresia p-s-AVC.

O esclarecimento de poss?veis mecanismos relacionados com a fraqueza decorrente do
AVC requer a combina-«o de t®cnicas distintas complementares, como o uso de ferramentas
cinesiol -gicas, de imagem, funcionais e tamb®m moleculares. Neste sentido, a investiga-«o de
biomarcadores permite esclarecer como mudan-as moleculares podem acarretar em altera-»es
morfofuncionais. O fator de crescimento semelhante * insulina-1 (IGF-1) vem sendo associado ao
trofismo muscular, bem como a sobreviv®ncia e sinaptog°nese de neurtnios (CLEMMONS,
2009) CARRO et al., 2005). £ dito como mediador prim8rio da maioria das respostas do
hormnio de crescimento para o desenvolvimento dos tecidos no organismo humano (ABERG,
2010, GIBNEY et al., 2007; ADAMO e FARRAR, 2006, DENLEY et al., 2005). A sua isoforma
de a-«o sist°mica produzida pelo figado atua sobre os sistemas musculoesquel®tico (NINDL et
al., 2010; MATTSSON et al., 2008; SHERRYLINE et al., 2008; JUUL et al., 1995) e nervoso

central (CARRO et al., 2005; SMEDT et al. 2011; BENDEL et al., 2010)
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O IGF-I estimula a s?ntese proteica bem como a ativa-«o, prolifera-«o e diferencia-«o das
cBlulas sat@lite no m¥sculo esquel@tico (NINDL et al., 2010; SCICCHITANO, RIZZUTO, e
MUSARd, 2009; MATTSSON et al., 2008; COPELAND et al., 2002), promovendo o0 aumento
da massa muscular e reduzindo, assim, o processo de atrofia. (GLASS, 2011; NINDL et al.,
2010; MATTSSON et al., 2008; SHERRYLINE et al., 2008). Destaca-se o fato de que o IGF-1®
regulado pela ativa-«o muscular, em especial pela sobrecarga mecOnica (CAPPOLA et al., 2001,
ROSENDAL et al., 2002). O IGF-I ® capaz de ultrapassar a barreira hematoencef§lica e no
Sistema Nervoso Central, mediante * esttmulos como por exemplo exerccios f%sicos, 0 IGF-1 @
capaz de exercer a-»es neuroprotetoras, aumentar a neurog°nese hipocampal e induzir
neoangiog°nese, atuando desta forma como uma neurotrofina (KOOIIMAN, et al. 2009; CARRO
et al., 2005).

Por ser um fator de crescimento, a a-«0 do IGF-1 ® rigorosamente controlada por uma
fam?lia de prote2nas plasmS§ticas transportadoras denominadas prote2nas ligantes do fator de
crescimento semelhante ™ insulina (IGFBPs). As IGFBPs, especialmente a IGFBP-3,
potencializam ou inibem a atua-«o do IGF-I, sendo importantes para o transporte e 0 aumento da
vida m@dia do IGF-1 (GLASER et al, 2010; MATTSSON et al., 2008; JOGIE-BRAHIM,
FELDMAN, OH, 2008; DAAL et al., 2001;). O papel da IGFBP-3 junto ao IGF-I ® muito
importante, pois apresenta atua-«o compensat-ria, reduzindo as concentra-»es s@ricas de IGF-I e
impedindo a prolifera-«o tecidual indevida, tendo em vista que altos n2veis de IGF-1 e baixos
n2veis de IGFBP-3 traduzem um maior risco do desenvolvimento de tecidos neopl8sicos

(HANKISON et al., 1998; KAAS et al., 2010; DOUGLAS et al, 2010). Este biomarcador tem
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sido investigado concomitantemente ao IGF-I, devido ™ correla-«o positiva entre ambos e o
desempenho f2sico em organismos saud§veis.

A investiga-«0 destes biomarcadores ® importante para 0 embasamento de novas
estrat®gias farmacol - gicas e para o entendimento dos mecanismos de a-«0 dos recursos f2sicos,
como por exemplo, treino de for-a, treino aer-bio e alongamento, que s«o frequentemente usados
na reabilita-«o de individuos com hemiparesia. Assim, estudos que enfoquem o entendimento das
altera-»es sens-rio-motoras e dos mecanismos adaptativos moleculares e teciduais decorrentes do
AVC e suas rela-»es com o desempenho em tarefas funcionais s«o relevantes para o
desenvolvimento de estrat®gias terap°uticas eficazes e seguras para a reabilita-«o desses
indivéduos. Deste modo, a hip-tese do presente estudo ® que indivzduos hemipar@ticos crtnicos
apresentam menores concentra-»es s@ricas de IGF-1 e IGFBP-3 relacionadas com deficits

funcionais e do desempenho muscular e atrofia.

MATERIAIS E METODOS

Aspectos éticos, desenho experimental e participantes

O estudo foi conduzido de acordo com as diretrizes e normas de pesquisa em seres
humanos (Resolu-«o 196/1996, do Conselho Nacional de Sa%de) e aprovado pelo Comit® de
£tica da UFSCar (Parecer n¥imero: 278/2011). Foi realizado um estudo transversal, em que o
software GPower 3,1 foi utilizado para o c8lculo amostral. Inicialmente, um estudo piloto foi
realizado e a variSvel isocin®tica pico de torque (PT) excntrico foi considerada para o calculo
amostral. Com um Power maior que 0,8, chegou-se ao n¥%mero de 14 sujeitos por grupo. O poder

estat?stico ao final do estudo foi calculado utilizando a mesma vari§vel (Power = 0. 95; tamanho
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do efeito = 1.7). O grupo experimental denominado de Grupo Hemipar@tico foi composto por 14
hemipar@ticos crtnicos devido a AVC unilateral. O grupo denominado Controle foi composto por
14 indiv2duos saud§veis pareados aos sujeitos hemipar@ticos por idade (N 3 anos), g°nero e 2ndice
de massa corporal. Um fisioterapeuta experiente realizou uma entrevista seguida de anamnese

para triagem dos participantes. Todos assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido.
Critérios de incluséo e exclusdo

Os seguintes crit®rios de inclus«o foram usados na sele-«o de participantes hemipar®ticos:
diagn-stico m@dico atestando o AVC unilateral; AVC classificado como hemorr§gico ou
isqu°mico; 6 meses ou mais p-s-AVC; idade entre 50 e 70 anos; ambos 0s g°neros; espasticidade
inferior ao n2vel 3 da Escala de Ashworth Modificada (BOHANNON 1987), de modo que o
indiv2duo fosse capaz de movimentar a alavanca do equipamento isocin®tico; apresentar n2veis 2,
3, ou 4 de acordo com Functional Ambulation Category (WADE, 1992); pontua-«0 m2nima no
Mini Exame do Estado Mental de acordo com a escolaridade do volunt8rio (BRUCKI, 2003;
FOLSTEIN, 1975). Para a inclus«o dos sujeitos saud8veis foi considerado um escore maior que 8
no Question8rio de Atividade F2sica Basal, indicando que os indiv2duos n«o eram sedent8rios
(BAECKE et al.,1982; FLORINDO et al., 2004).

Os crit®rios de exclus«o para ambos os grupos foram: sinais clnicos de insufici®°ncia
card?aca; arritmia; angina; aneurisma; hipertens«o descontrolada; diabetes mellitus; doen-as
reums§ticas; doen-as heps§ticas; diagn-stico de cOncer; interven-»es que influenciassem na
resposta do IGF-1 como terapias de reposi-«o hormonal ou medicamentos para controle da
hipercolesterolemia; pacientes que n«o podem doar sangue ou que t°m alguma altera-«o na

coagula-«o sangu?nea; 2ndice de massa corporal acima de 28 Kg/m® o que interferiria na
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confiabilidade do sinal eletromiogr§fico; doen-as ortop®dicas ou outras doen-as neurol-gicas;
defici®ncias graves cognitivas ou de comunica-«o; indiv2duos com hist-rico de les»es no joelho
ou membros inferiores; presen-a de dor durante o procedimento.

O fluxograma amostral do estudo ® apresentado na figura 1. Vinte e oito sujeitos foram
inclu?dos no estudo. O Grupo Hemipar@tico foi formado por 12 homens e 2 mulheres (n total =
14). Em rela-«o ao tipo de AVC, 6 indiv2duos apresentaram o tipo isqu°mico e 8 hemorrggico. O
tempo m@dio p-s-AVC foi de 7.31N6 anos (m2nimo: 1; m&ximo: 12 anos). Em virtude do
pareamento amostral, o0 Grupo Controle tamb®m foi formado por 12 homens e 2 mulheres (n total
= 14). Todos os participantes completaram os procedimentos. Por®m, devido a interfer°ncias na
aquisi-«o do sinal eletromiogrgfico, dois indiv2duos de cada grupo foram exclu2dos durante a

an8lise desta vari8vel.
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Excluidos (T=122)
GH: n=60; GC: n=62

« Critério de exclusdo GH: n=58; GC: n=29
» Negaram participagdo GH: n=2; GC: n=33

Grupo controle (n=14)

Homens (n=12)
Mulheres (n=2)

Hemiparetic Group (n=14)

Homens (n=12)
Mulheres (n=2)

Analisados (n=14)

Analisados (n=14)

Critérios de Exclusao (T=87)

(GH: n=58; GC: n=29)

+ Idade ( GH: n=5; GC: n=2);

* FAC (GH:n=21; GC: n=0);

+ Periodo agudo de AVE (GH: n=5; GC: n=0);

+ Nao moveram a alavanca (GH: n=7; GC: n=0);
+ Terapias hormonais (GH: n=9; GC: n=4);

» Problemas ortopédicos/dor (GH: n=3; GC: n=5);
+ Doengas reumatoldgicas (GH: n=0; GC: n=10);
+ Diabetes Mellitus (GH: n=3; GC: n=1);

+ indice de massa coporal (GH:0 n=; GC: n=3);

+ Cardiopatias severas (GH: n=1; GC: n=1);

* Aneurisma (GH:2; GC: n=0);

« Fibromialgia (GH: n=0; GC: n=1)

+ Diagndstico de cancer (GH: n=1; GC: n=1)

» DPOC (GH: n=1; GC: n=0);

+ Hérnias (GH:0 n=; GC: n=1)

Figura 1. Fluxograma amostral do estudo. GH: grupo hemipar@tico; GC: grupo controle. FAC:

Functional Ambulation Category, DPOC: doen-a pulmonar obstrutiva crinica.

Procedimentos e Instrumentos de Medida

Foi realizada uma sele-«o da amostra a partir da abordagem de indivduos da comunidade

local e do acesso s listas de espera de individuos hemipar®ticos crinicos, em servi-0s

ambulatoriais locais e indiv2duos saud8veis em programas de revitaliza-«o f2sica da comunidade.

O convite para a participa-«o no estudo foi estabelecido mediante contato por telefone, caso o

sujeito concordasse, 0 agendamento de uma triagem que consistia em question8rios para
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avalia-«o do n2vel de atividade e da condi-«o f2sica e testes funcionais era realizada na mesma
semana. Ao serem enquadrados nos crit®rios de inclus«o, ap-s 5-7 dias ocorreu a realiza-«o do
exame de resson®ncia magn@tica. Um dia ap-s este exame, a coleta de sangue foi realizada,

seguida pela avalia-«o isocin@tica e eletromiogrgfica.

Avaliacéo do nivel de atividade e funcionalidade dos grupos

Com o intuito de caracterizar em detalhe a amostra estudada, n?vel de atividade dos
indivaduos, equil?brio e mobilidade foram avaliados pelos seguintes escalas ou testes: 1) Escala
de Equilibrio de Berg (EEB). Escores menores ou iguais a 44 indicam aumento de quedas para
indivzduos hemipar@ticos (BERG et al., 1995; BLUM E KORNER-BITENSKY, 2008). 2) Teste
“Timed Up & Go” (TUG) Adaptado. Escores maiores ou iguais a 13,5 segundos indicam uma
redu-«o da funcionalidade (FARIA et al, 2009; JONSDOTTIR e CATTANEO, 2007). 3) Teste
de caminhada de 10 metros. Conforme a velocidade da marcha os sujeitos s«o classificados em
Deambulador domiciliar (<0,4m/s), Deambulador comunit8rio limitado (0,4 T 0,8 m/s) e
Deambulador (>0,80) (JONSDOTTIR e CATTANEO, 2007, BILLINGER et al., 2010). 4) Teste
de Alcance Funcional (TAF) - Determina o quanto o indiv2duo ® capaz de deslocar seu corpo
dentro do limite de estabilidade anterior durante uma tarefa de alcance em p®. Deslocamentos
menores que 15 cm indicam fragilidade do paciente e risco de quedas (GAI, GOMES,

NCBREGA, RODRIGUES, 2010; DUNCAN et al., 1990).

Al®m disso, desempenho motor, atividades da vida di8ria e a qualidade de vida no Grupo

Hemipar®tico foram avaliadas conforme instrumentos citados respectivamente. O Indice de
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Desempenho Motor de Fugl-Meyer foi aplicado somente em membros inferiores (FUGL-
MEYER; 1975; MAKI et al.,, 2006). Escores menores 50 s«o0 interpretados como um
comprometimento motor severo, 50-84 (acentuado), 85-94 (moderado) e maiores que 94 (leve)
(DUNCAN et al., 1994). O indice de atividade de vida diaria de Barthel considera um escore
total ® de 20 pontos, quanto maior a pontua-«o, maior a independ®ncia (MAHONEY, 1965;
HSUEH P, LEE M., e HSIEH C, 2001). Finalmente, a Escala de Avaliacdo da Qualidade de
Vida. Escores ® de 49 a 245 pontos, e quanto maior a pontua-«o melhor a qualidade de vida
(LIMA et al. 2008).

O Grupo Controle foi submetido ~ escala espec?fica para identificar o n2vel de qualidade
de vida. O teste Medical Outcomes Study-36 Health Status Measurement (SF-36) Os
resultados que s«o interpretados mediante a atribui-«o de escores para cada quest«o, 0s quais s«0
transformados numa escala de zero a 100, sendo que zero corresponde ao fimaior
comprometimentod e 100 ao finenhum comprometimentod (WARE e SHERBOURNE, 1992;

WARE, 2000).

Ressonancia Magnética Nuclear

As imagens dos mYsculos quadriceps e isquiotibiais foram obtidas por exames de
RessonGncia Magn®tica Nuclear usando o equipamento Magneton C 28876 (Siemens), com uma
intensidade de campo de 0,35 Tesla (T) e gradiente de for-a de 55 T/m/s. Conforme a
metodologia de Tracy et al., (2003), imagens Axiais (T1) foram obtidas a partir do ctndilo
femoral at® a espinha il2aca Ontero-superior com cortes de 9 mm e lacunas de 1 mm de espessura,

tempo de propaga-«o de 26 ms, e tempo de repeti-«o 430 ms. O tamanho das matrizes de 256 x
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256 pixels foram obtidas em cada imagem da coxa. Com o0 objetivo de estimar o volume
muscular, as 8reas de sec-«o transversa (ASTs) foram mensuradas a cada 3,2 cent?metros, isto @,
a cada 4 cortes, a partir do ponto de refer°ncia distal (c*ndilo femoral). As ASTs foram medidas
em cent?metros quadrados e para isso foi utilizado o software Axiovision vers«o 3.0 (Carl Zeiss
Inc, Thornwood, New York). A gordura intermuscular foi excluda dos contornos. Em alguns
cortes distais onde n«o havia continuidade entre os feixes musculares, as ASTs individuais de
cada feixe muscular foram delineadas e somadas para obter AST total naquele n2vel de corte. Em
cada sec-«0, cada m¥sculo foi medido 3 vezes pelo mesmo investigador cego quanto ao grupo
ou ~ hemiparesia/dominOncia. O valor m@dio das tr°s medidas foi considerado para an§lise. O
volume dos m¥sculos em cada sec-«o axial (em cent?metros c¥bicos) foi calculado atrav®s da
multiplica-«o dos valores da AST do m¥sculo pela espessura de corte (3,2 cm). Para esta medida
foi utilizada a f-rmula de cone truncado segundo Tracy et al, 2003. Os volumes dos cortes axiais
e dos intervalos entre cada corte foram somados para a obten-«o dos valores de volume muscular
estimados dos m¥sculos quadr?ceps: Reto Femoral (RF), Vasto Medial (VM), Vasto Lateral
(VL), Vasto Interm®dio (VI) e Isquiotibiais: B2ceps Femoral (BF) e Semitendinoso e
Semimembranoso (SS). Estes mYsculos foram mensurados individualmente conforme as

refer°ncias anat®micas de Fleckenstein, Crues and Reimers (1996).

Coleta e preparo da amostra de sangue

As coletas foram realizadas imediatamente antes do teste isocin@tico. O procedimento foi
realizado por um profissional qualificado. Doze mililitros de sangue foram coletados da veia

antecubital do membro n«o par®tico ou do membro dominante (agulha 25x8mm) e reservadas em
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um tubo est@ril de 8.5 ml (Marca BD VacutanierE, com pol2mero gel separador). Em seguida, as
amostras foram expostas por trinta minutos em temperatura ambiente para o processo de
coagula-«o e ent«o foram centrifugadas em 3000 x g por 15 minutos. O armazenamento ocorreu
em temperatura menor que -20 graus Celsius (BERG et al., 2007). Todas as amostras foram
processadas posteriormente em um ¥%nico imunoensaio (CHRISTENSEN et al., 2008; BERG et

al., 2007; ELESEN et al., 2007).

Mensuracdo da concentracao sérica de IGF-1 e IGFBP-3 por ELISA

As concentra-»es s@ricas de IGF-1 e IGFPB-3 foram mensuradas pelo m@todo ELISA
(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay), usando kits de alta sensibilidade (QuantikineEHS,
R&D Systems, Mineapolis, USA) segundo as recomenda-»es do fabricante. As medidas s@ricas
foram realizadas em duplicatas. As amostras foram dilu2das e aplicadas a uma curva de dosagens.
Uma lavadora autom§tica com precis«o de dispensa-«o maior que 98% para um volume de 30001
(TP-WASHER; ThermoPlateE) foi utilizada para lavagens das microplacas. As leituras das
amostras foram feitas por espectrofotmetro de microplacas (TP Reader Basic; ThermoPlateE)

ajustado para 450 nm.

Avaliacdo isocinética

M§ximas contra-»es concentricas e excentricas a 60 graus por segundo (A/s) foram obtidas

por meio da mensura-«o do torque m8ximo durante movimentos de flex«o e extens«o do joelho
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pelo equipamento dinam*metro isocin@tico Biodex System |11 (Biodex Medical Systems, Shirley,
New York). Os participantes estavam sentados em uma cadeira reclinada 5 graus. O tronco,
quadril e coxas foram firmemente estabilizados no dinam*metro com cinto de seguran-a. O eixo
de rota-«o do bra-o de alavanca do dinam*metro foi alinhado com o c*ndilo lateral do f°mur e a
extremidade inferior foi estabilizada por faixa fixada ao bra-o de alavanca do dinam*metro 2 cm

acima do mal®olo lateral.

Para as medidas de for-a considerou-se 0 grau para a extens«o total do joelho e a
amplitude de movimento foi limitada entre 20 e 90 graus. Antes de cada modo, os participantes
realizaram tr°s testes com resist®ncia m2nima para familiariza-«o com o equipamento e o teste.
Ap-s intervalo para descanso de 1,5 minutos, eles realizaram cinco contra-»es m8ximas. O teste
muscular exc®ntrico (modo reativo) foi realizado conforme o protocolo utilizado para o teste
concentrico. O in%cio do teste dos indiv2duos do Grupo Hemipar@tico ocorreu a partir do membro
n«o par@tico. A escolha do membro a ser testado em indivzduos do Grupo Controle foi realizada
por randomiza-«0. Durante 0s testes concentricos e excentricos, 0s participantes foram instru2dos
a empurrar e puxar t«o forte e t«o r§pido quanto poss?vel em toda a amplitude de movimento. As
variveis pico de torque (PT), pot°ncia, e trabalho foram registrados pelo software Biodex
System I1l. O valor de PT mais elevado dentre os 5 testes foi utilizado. O valor de pot°ncia e
trabalho foi correspondente ao PT considerado. A pot°ncia foi derivada do trabalho (torque x
distoncia) ao longo do tempo de cada tentativa. Somente as tentativas em que alcan-aram o

crit®rio de velocidade foram consideradas.
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Aquisicao da atividade muscular por eletromiografia

Durante a avalia-«0 isocin@tica, dados de eletromiografia foram coletados bilateralmente
dos m¥sculos quadriceps e seus antagonistas, de forma sincronizada com o dinam®metro
isocin@tico. Foi utilizado 1 eletrodo de superfcie adesivo descartS8vel de Ag/AgCl com pr@-
amplificador, de 1 cm de diOmetro em cada polo, com 20 mm de separa-«o entre eles (Miotec,
Porto Alegre, RS, Brasil). As 8reas da pele onde foram posicionados os eletrodos foram
tricotomizadas, abrasadas e limpas com 8lcool antes do posicionamento. Os eletrodos foram
fixados paralelos ** orienta-«o das fibras musculares, de acordo com as diretrizes do SENIAM
(HERMENS et al., 1999). Para o m¥sculo quadr2ceps foram coletados sinais eletromiogr§ficos do
RF, VM e VL. Para os isquiotibiais foram coletados sinais eletromiogr&ficos para o BF e
semitendinoso (ST). O eletrodo de refer°ncia (auto-adesivo descart§vel de silicone e gel, 5x5cm;

VALUTRODE E) foi fixado na protuberéncia radial.

Para o registro dos sinais eletromiografia, foi utilizado um sistema de 8 canais (800 C,
EMG System do Brasil, S«o Jos® dos Campos, SP) com um hardware com placa de
convers«o anal-gico-digital (A/D) de 12 bits, amplificador com ganho de 1000 vezes, filtro
passa banda de 20 a 500 Hz (Butterworth de 40 ordem), raz«o de rejei-«o de modo comum
(RRMC) > 100 dB, taxa de rudo do sinal < 3 OV (Root Mean Square) e impedoncia de 109

Ohms. A frequ®ncia de amostragem foi estabelecida em 1000 Hz por canal.

Finalmente, os sinais eletromiogr§ficos foram quantificados em Root Mean Square a
partir do m@todo de janelamento (dura-«o de 20ms e sobreposi-«o de 50%). Sequencialmente
foram normalizados pela Contra-«o Volunt§ria M8xima (CVM) de cada m¥sculo. Para cada

repeti-«o foi calculado o pico de ativa-«o, apresentado em porcentagem (%CVM). O maior pico
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identificado para cada mYsculo foi utilizado para representar a ativa-«o0 muscular. O
processamento foi realizado a partir de rotinas desenvolvidas no software MatlLab

(v.7.0.1, MathWorks Inc., Natick, MA, EUA).

Anélise Estatistica

Os dados foram submetidos a testes de normalidade e homogeneidade (Shapiro-Wilk e
Levene, respectivamente). A an8lise Anova two-way foi realizada para encontrar poss?veis
intera-»es entre fatores, incluindo membros inferiores (dominante e n«o dominante) e condi-«0
(par@tico, n«o par@tico e controle) e identificar diferen-as entre os grupos (par@tico, n«o par®tico
e controle). Considerando a dominGncia de membros inferiores, n«o houve diferen-a significativa
entre os membros do grupo controle, portanto, um conjunto de dados incluindo ambos os
membros foi utilizado como controle. O Teste post hoc Tukey foi aplicados para identificar
diferen-as estat?sticas entre as vari8veis dependentes volume muscular, PT, pot°ncia e trabalho,
normalizados pelo peso corporal (PC). O teste T n«o pareado foi utilizado para verificar
diferen-as entre grupos nas vari8veis IGF-I, IGFBP-3, Teste TUG, Escala de Equil?brio de Berg,
Teste de caminhada de 10 m e Teste de Alcance Funcional. O teste Kruskal Wallis foi utilizado
para verificar diferen-as entre grupos na vari8vel Ativa-«o Muscular e 0 Mann Whitney U
seguido do ajuste de Bonferroni (p= 0.017) foram utilizados para as vari8veis dependentes de
ativa-«o muscular. A correla-«<o de Pearson foi utilizada para verificar as rela-»es entre
concentra-«0 s@rica de IGF-1 e IGFBP-3, IGFBP-3 e teste de 10m, IGFBP-3 e varigveis
isocin®ticas, vari8veis isocin@ticas e teste de 10 m. A correla-«o de Spearman foi utilizada para

verificar as rela-»es entre a vari8vel ativa-«o muscular e éndice do Desempenho Motor Fugl-
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Mayer. Os valores da diferen-a entre m@dias dos grupos foram expressos em porcentagem e
foram apresentados como deficit. Um alfa de 0.05, com um intervalo de confian-a de 95% foram
utilizados para todos os testes, que foram realizados com o software SPSS, vers«o 10.0 (SPSS

Inc, Chicago, Illinois).
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RESULTADOS
Caracterizagéo dos Sujeitos
Niveis de atividade, mobilidade, funcionalidade e qualidade de vida

Conforme a Tabela 1, o Grupo Controle apresentou os seguintes valores referentes s
dimens»es Medical Outcomes Study-36 Health Status Measurement (SF-36): capacidade
funcional (96,78N4,05); aspectos fsicos (96,4 N 8,7); dor (91,7 N 17,5); estado geral de savde
(74,2 N 1); vitalidade (71,8 N 21,9); aspectos sociais (88,4 N 21,4); aspectos emocionais (75,9 N
21,4) e sa:de mental (83,2 N11,6). Em rela-«o ao Grupo Hemipar@tico, o escore m@dio do éndice
do Desempenho Motor Fugl-Mayer foi de 28,4 N 1,9 (84%), Os valores da Functional
Ambulation Category foram: n2vel 4 (n=7) e n2vel 5 (n=7). Os valores da Escala de Ashworth
Modificada foram: quadril: 0 (n=11), 1(n=1), 1+ (n=2); joelho: 0 (n=6), 1 (n=5), 1+ (n=2), 2
(n=1); tornozelo: 0 (n=3), 1 (n=8), 1+ (n=1), 2 (n=2). A pontua-«o0 da Escala de Equil2brio de
Berg do Grupo Hemipar®tico foi de 47 N 5,15 com redu-«o significativa do equil?brio quando

comparado ao Grupo Controle (Tabela 1, p<0,05).

Houve um aumento significante no tempo do teste TUG realizado pelo Grupo
Hemipar®tico quando comparado ao Grupo Controle (Tabela 1, p<0,05). Em rela-«0 ao teste de
caminhada de 10 m, o Grupo Hemipar@tico apresentou uma diminui-«o na velocidade quando
comparado ao Grupo Controle (Tabela 1, p = 0,05). O valor m@dio do ¢ndice de Barthel indicou
um alto n2vel de independ®ncia durante as atividades de vida digria (18,8 N 1). O valor m@dio da
Escala de Qualidade de Vida Espec?fica para Indivduos Hemipar@ticos foi de 189,6 N 27 (77,

38%) indicando um n2vel moderado de qualidade de vida.
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Tabela 1 — Descri¢do demografica e funcional dos grupos.

Variaveis Grupo Controle  Grupo Hemiparético
Valor P
(n=14) (n=14)

Idade (anos) 61,6 N7,8 61N 8 0,818
Altura (m) 1,7N0,1 1,6 N0,1 0,835
Peso Corporal (Kg) 73,1 N 13,9 70,3N 8,8 0,963
indice de Massa Corporal 26,3N 3,9 25,8 N 3,2 0,679
Escala de Equilibrio de Berg 55,5N 0,8 47 N 5,1* 0,001
TUG Test (s) 8,8N 1,6 262 +17,9* 0,001
Teste de caminhada 10 m (m/s) 1,9N0,3 0,8 N 0,5* 0,001
Alcance Funcional 55,5 N 5,4 21,8 N 10,1* 0,001

Volume dos musculos flexores e extensores do joelho

A Figura 2 ® representativa da mensura-«o do volume muscular dos m¥sculos quadrzceps
e isquiotibiais nos Grupo Controle e Grupo Hemipar®tico. Nas imagens de Resson@ncia
Magn®tica Nuclear ® poss2vel identificar o aumento do tecido conjuntivo e a atrofia nos m¥sculos
do membro par@tico. Os gr&ficos demonstram as diferen-as do volume muscular entre 0s grupos.
Houve diferen-a significativa no volume muscular total do quadriceps (p=0,018) e dos
isquiostibiais (p=0,014) somente entre membros par@tico e controle. Valores m@dios do volume
muscular total do quadr2ceps: membro controle (1263 N 387,3 cm®), membro n«o par6tico (1194
N 277,9 cm®), membro parético (961,2 N 236,6 cm?®) e dos isquiotibiais membro controle (706,9 N
239,2 cm®), membro n«o parético (592,6 N 130,2 cm®), membro parético (519,2 N 132,2 cm?®).
Uma diminui-«o significativa no volume dos mY%sculos VM (p=0,01; d@ficit de 34,9%), VI

(p=0,04; deficit (31,5%), BF (p=0,006; deéficit 13,5%) e SS (p=0,04; d®ficit 12,8%) do membro
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par@tico comparado ao membro controle foi identificada. Houve a atrofia seletiva dos m¥sculos
VM, VI, BF e SS nos membros par@ticos. Os m¥sculos RF e VL apresentaram volumes
semelhantes ao controle (RF: p =0,08; e VL: p = 0,08, respectivamente). N«o foram observadas
diferen-as entre os m¥sculos do membro n«o par@tico e 0 membro controle e entre 0 membro

par@tico e o membro n«o par@tico (p>0,05).

A Grupo Controle B Grupo Hemiparético

Quadriceps Isquiotibiais
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Figura 2. Volume dos musculos extensores e flexores do joelho. MC: membro controle; MNP: membro
n«o par@tico; MP: membro par@tico. A) Figura representativa da RNM do grupo controle (GC); B) Figura
representativa da RNM do Grupo Hemipar@tico (GH). C) Volume dos m¥sculos Quadrceps (reto femoral
- RF, vasto medial - VM, vasto interm@dio - VI, vasto lateral - VL); D) Volume dos m¥sculos isquiotibiais
(semitendinoso e semimembranoso - SS e b2ceps femoral - BF); *p<0,05 comparado ao GC. Note a atrofia

seletiva dos m¥sculos VM, VI, BF e SS nos membros par®ticos. Barra: 15cm.
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As concentra-»es s@ricas de IGF-1 e IGFBP-3 est«o diminu2das no Grupo Hemipar®tico

quando comparadas ao Grupo Controle (p=0,03 e p=0,002, respectivamente; Fig. 3). Observou-se

uma forte correla-«o0 entre as concentra-»es s@ricas de IGF-1 e de IGFBP-3 no Grupo

Hemipar@tico (R=0,8; p =0,01).
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Figura 3. Concentracgdes séricas de IGF-1 e IGFBP-3. GC: grupo controle; GH: Grupo Hemipar@tico.

*p<0,05: comparado a GC. Observe que o GH apresentou menores concentra-»es s@ricas de IGF-I e

IGFBP-3 em compara-«0 ao GC.
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Torque e Ativagdo muscular

Os valores das vari8veis isocinBticas s«o apresentados na Tabela 2. Houve uma
diminui-«o significativa do PT, trabalho e pot°ncia dos m¥sculos flexores e extensores do joelho
do membro par®tico em rela-«o a0 membro n«o par@tico e a0 membro controle nos modos
concentrico e excentrico (p<0,05; Tabela 2). N«o houve diferen-a das vari8veis isocin®ticas

investigadas entre membro n«o par®tico e membro controle (p>0,05; Tabela 2).

Em rela-«o " ativa-«o muscular em contra-»es concntricas (Fig. 4) foi demonstrado que
durante a extens«o h§ um maior pico de ativa-«o do m¥sculo RF nos membro n«o par@tico e
membro par@tico comparado a membro controle (p<0,001; Fig. 4). Observa-se ainda o aumento
do maior pico de ativa-«o do m¥sculo ST no membro par@tico durante a extens«o conc°ntrica em
compara-«0 a0 membro n«o par@tico e 0 membro controle (p<0,05; Fig. 4). Em rela-«o ™ flex«o
concentrica, foi detectado um aumento do maior pico de ativa-«o dos m¥sculos RF, VM e VL no
membro par@tico em rela-«0 a0 membro n«o par@tico e ao membro controle (p<0,05; Fig. 4).
Durante a extens«o exc®ntrica houve maior ativa-«o do m¥%sculo RF do membro n«o par@tico em
rela-«o ao membro controle e membro par@tico (p<0,001; Fig. 5). Al®m disso, foi observado um
aumento do maior pico de ativa-«o do m¥sculo ST durante a extens«o exc’ntrica no membro
par®tico em rela-«o0 a0 membro controle (p = 0,001; Fig. 5). N«o houve diferen-a entre os

membros durante a flex«o excntrica (p>0,05; Fig. 5).



Tabela 2 — Desempenho Muscular Isocinético

34

CONCENTRICA

Extensdo Flexao
Pico de Torque Trabalho Poténcia Pico de Torque Trabalho Poténcia
(Nm/PC) (J/PC) (Watts/PC) (Nm/PC) (J/PC) (Watts/PC)
MC 161. 7N 45.8 760.7 N 216.1 715.65 N 203.6 104,1 N 26,1 420.7 N 147.6 409.3 N 141.9
MNP 169.9 N 62.5 720.6 N 292.2 691.5 N 279.2 91.7 N 20.9 488.6 N 99.2 4557 92.1
MP 87.1 N 33.9%A 331.1 N 146*A 370 N 35.4%A 42.3 N 13.8*A 189.5 N 61.8*A 192.5 N 55.2*A
EXCENTRICA
Extensdo Flexao
Pico de Torque Trabalho Poténcia Pico de Torque Trabalho Poténcia
(Nm/PC) (J/PC) (Watts/PC) (Nm/PC) (J/PC) (Watts/PC)
MC 198.5N 435 849.5 N 194.2 1262.4 N 515.7 207.4N51.9 848.4 N 207.3 908.6 N 190.2
MNP 163.3N 67 719.5N 270.4 759.8 N 308 153.9 N 40 658.9 N 216.5 699.4 N 278.4
MP 104.8 N 48.4*A 414.2 N 200.9*A 509.6 N 206.6*A 135.4N28.5*A  587.1N183.3*A  642.4 N 122.8*A

MC: membro controle, MNP: membro n«o par®tico, MP: membro par@tico. PC: Peso corporal. *: diferen-a em rela-«o ao Grupo Controle (p<0,05). t: diferen-a em rela-«o

ao membro n«o parético (p<0,05). Nm: Newton x metro; J: Joules.
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Figura 4
CONCENTRICO
EXTENSAO FLEXAO
*
RF 80 - 40 [ ]
. S —
E 60 - g 30
&) o
é40 , = 20
® 7Y
= 20 - = 10
= o j o - .
‘ o - 2 ;
McC MP MC MNP MP
VM *
80 - 30 1
— =, 1
=
e 1 - [
£ 20 2
£ 20 » 10
o =
] E ™
Mc MpP MC MNP MP
*
VL i |
80 20 1
= =*° 1
2= A T S 20 | I
2 S
3; 2_\°,20 ”
20 » 10 -
= =
o +—1 o (o] -
McC MP McC MNP MP
BF 40 - 6o -
= | s
S0 = ‘
o o ‘ |
=20 7 I =
(%) =
ﬁ £
o o
(o] o —
McC MP MC MNP MP
ST 5 - ! __60
= =
= S
%30 - ] 6 20 T
=20 - =
(2] wn 20
=10 =
= . e = o ‘
Mc MNP MP Mc MNP MpP

Figura 4. Ativacdo muscular durante as contragdes
flexores do joelho. RMS: Root Mean Square; CIVM:

dindmicas concéntricas dos extensores e

Contra-«o Isom®trica Volunt§ria M8&xima;

MC: membro controle; MNP: membro n«o par®tico; MP: membro par@tico; RF: reto femoral; VM:

vasto medial; VL: vasto lateral; BF: bZceps femoral; ST: semitendinoso. *p<0,05. Compara-»es

apresentadas pelos colchetes. Note 0 aumento da atividade do RF e do ST no membro par®tico

durante a flex«o e a extens«o concentricas, respectivamente.
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Figura 5
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Figura 5. Ativacdo muscular durante as contragfes dindmicas excéntricas dos flexores e
extensores de joelho. RMS: Root Mean Square; CIVM: Contra-«o Isom®trica Volunt8ria M8xima;
MC: membro controle; MNP: membro n«o par@tico; MP: membro par@tico; RF: reto femoral;, VM:
vasto medial; VL: vasto lateral; BF: b2ceps femoral; ST: semitendinoso. *p<0,05. Compara-»es
apresentadas pelos colchetes. Observe o aumento da atividade do RF do MNP e do ST do MP durante

a extens«o do joelho. Durante a flex«o, n«o houve diferen-as significativas entre os grupos.
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Correlacdes entre as concentracdes sericas de IGF-1 e IGFBP-3 e varidveis do

desempenho neuromuscular e funcionalidade

Houve correla-«o moderada entre as concentra-»es s@ricas de IGF-I e o d@ficit do PT
extensor concentrico do membro n«o parético (R=-0,6; p = 0,04). A redu-«0 da concentra-«o
s@rica de IGFBP-3 apresentou correla-«o com o d@ficit na velocidade da marcha (R= 0,6, p=
0,042). A concentra-«o s@rica de IGFBP-3 apresentou correla-«<o com o PT (R = 0,6; p =
0,04), trabalho (R = 0,6; p = 0,05) e pot°ncia (R = 0,6; p = 0,05) do membro n«o par@tico
durante a flexxo conc®ntrica. O teste de 10 m (m/s) apresentou forte correla-«<o com o
trabalho (R = 0,70; p = 0,014) e a pot°ncia (R = 0,6; p = 0,043) durante a flex«o conc®ntrica
do membro par@tico. O deficit de equil2brio apresenta correla-«o inversamente proporcional ™
ativa-«o do m¥sculo RF durante a extens«o exc°ntrica do membro n«o par@tico (R= -0,88

p=0,001).
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DISCUSSAO

O presente estudo apresentou informa-»es relevantes para o entendimento dos
mecanismos de fraqueza muscular em individuos com hemiparesia crtnica p-s-AVC. Al@m
disso, abre perspectivas para o delineamento de programas de reabilita-«0 para esta
popula-«o0. Dentre os avan-os e novidades apresentados destaca-se a quantifica-«o de
biomarcadores para o entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos nas adapta-»es
neuromusculares p-s-AVC. A combina-«o de ferramentas de investiga-«o complementares,
focando componentes musculares, neurais e moleculares relacionados com a for-a em um
Ynico estudo, assim como a utiliza-«o de ferramentas para avalia-«o dos componentes neurais
da for-a durante contra-»es dinOmicas.

Identificar modifica-»es nos componentes de gera-«o da for-a permite tra-ar
estrat®gias terap°uticas efetivas e seguras no programa de reabilita-«o p-s-AVC. Neste
sentido, o presente estudo demonstrou de forma in®dita que a fraqueza ® decorrente de
modifica-»es neurais e musculares e que adapta-»es moleculares do eixo Horm%nio de
Crescimento/IGF-1 podem contribuir para o entendimento destes mecanismos de perda de
for-a p-s-AVC, atendendo a hip-tese inicial deste trabalho. Assim, o desempenho
neuromuscular observado nos testes isocin®ticos pode ser explicado em parte pela diminui-«o
das concentra-»es s@ricas de IGF-1 e IGFBP-3, por uma atrofia seletiva dos m¥sculos
quadr2ceps e dos isquiotibiais, e tamb®m por altera-»es na ativa-«o de m¥sculos agonistas e
antagonistas durante os testes isocin@ticos, principalmente no modo concentrico.

Resultados referentes ao PT, trabalho e pot°ncia dos flexores e extensores do membro
par®tico evidenciam um desempenho neuromuscular diminu?do em rela-«0 ao membro n«o
par®tico e ao Grupo Controle. Estes achados corroboram em parte com outros do nosso grupo

de pesquisa (PRADO-MEDEIROS et al., 2012). Este estudo pr@vio tamb®m detectou uma
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redu-«o das vari8veis PT e pot°ncia de extensores e flexores do joelho nos membros par@ticos
em rela-«o ao controle. Contudo, estes autores tamb®m relatam uma diminui-«o destas
vari8veis nos membro n«o par@tico, discordando dos presentes achados. Diferen-as das
popula-»es investigadas podem explicar tais disparidades, pois Prado-Medeiros et al. (2012)
descreveram uma popula-«o com maior n2vel de espasticidade e incapacidade que os do
presente estudo. Al®m disso, houve diferen-as metodol -gicas na aquisi-«o da imagem por
Resson@ncia Nuclear Magn@tica. Neste estudo pr@vio, n«o foram mensurados a extens«o total
dos m¥sculos (limita-«o do equipamento) e o volume de cada m¥sculo, e sim, o volume
muscular total.

Em rela-«o " atrofia muscular, estudos que avaliaram o trofismo muscular, seja por
biopsia, 8rea de sec-«o transversa ou volume muscular, t°m apresentado diferen-as entre seus
resultados. Por exemplo, existem estudos que n«o observaram atrofia no membro par@tico
(SUNNERHAGEN et al.,, 1999), enquanto em outros foram apresentadas diferen-as
significativas entre lados par@tico e n«o par®tico (METOKI et al., 2003; RYAN et al., 2002).
Al®m disso, recentes estudos que mensuraram o volume muscular do membro inferior por
RessonGncia Magn@tica Nuclear em indivduos p-s-AVC tamb@®m detectaram uma importante
atrofia de quadriceps (PRADO-MEDEIROS et al, 2012; RAMSAY et al, 2011) e
isquiotibiais par®ticos (RAMSAY et al., 2011) mas apenas quando comparado com 0S
respectivos m¥sculos n«o par@ticos. Assim, refor-a-se a necessidade de descri-«o detalhada
das popula-»es investigadas para fins comparativos entre os estudos. Provavelmente a
controv@rsia entre os resultados ® consequ®ncia da diferente resposta de cada m¥sculo frente
ao n2vel de atividade f2sica do indivaduo, avalia-»es em diferentes fases p-s-AVC, demanda
imposta a cada m¥sculo e variabilidade de caracterzsticas cl?nicas (PRADO-MEDEIROS et

al., 2012; LIEBER et al., 2004).
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Complementarmente aos resultados relacionados * estrutura muscular, o presente
estudo tamb®m demonstrou um padr«o de recrutamento muscular alterado. Detectou-se a
manuten-«o da atividade de m¥sculos agonistas do movimento, mas tamb®m o aumento da
atividade antagonista como visto claramente na flex«o conc®ntrica do joelho. De forma
interessante, os m¥sculos RF e VL mostraram altera-»es nos seus padr»es de ativa-«0 neural,
embora n«o tenham apresentado atrofia. Os autores atribuem estas diferen-as entre a-»es
concentricas e excentricas isocin@ticas ~ especificidade da atividade. Juntos, estes resultados
demonstram estrat®gias diversas de ativa-«o muscular durante atividades distintas. Estes
resultados s«o um tanto discrepantes daqueles j§ descritos pela literatura.

Em conta partida, estudos pr@vios (PATTEN et al., 2004; GOWLAND et al., 1992;
KNUTSSON et al., 1997) relataram uma diminui-«0 da ativa-«0 agonista. Existem teorias
que descrevem o aumento da atividade da musculatura antagonista como em decorr°ncia do
reflexo de estiramento destes m¥sculos, hipotetizam a chamada firestri-«o antagonistad em
que o aumento da atividade antagonista aumenta a inibi-«o recproca do grupamento agonista
(KNUTSSON et al., 1997; PATTEN et al., 2004). Contudo, varia-»es metodol - gicas entre 0s
estudos, como por exemplo, na escolha dos m¥sculos e atividades testadas, tornam o tema
ainda bastante controverso.

Al®m disso, altera-»es na ativa-«o0 muscular foram tamb®m observadas no membro
n«o par@tico, como por exemplo, 0 aumento da ativa-«o do m¥sculo RF durante a extens«o
concentrica e excentrica do joelho. Os achados no membro n«o par@tico refor-am relatos da
literatura que este membro tamb®m apresenta altera-»es decorrentes do AVC (PRADO-
MEDEIROS et al., 2012). Contudo, devido ~ manuten-«o do desempenho neuromuscular e do
volume muscular ® poss?vel interpretar estas modifica-»es como estrat®gias neurais para a

funcionalidade do membro n«o par®tico.



41

Al®m disso, concentra-»es s@ricas menores de IGF-I e IGFBP-3 em indiv2duos
hemipar@ticos foram observadas contribuindo para o esclarecimento dos mecanismos
moleculares de adapta-«o neuromuscular p-s-AVC. Um aspecto importante a ser destacado ®
que pela primeira vez foi demonstrado que indiv2duos hemipar@ticos crnicos apresentam
menores concentra-»es s@ricas de IGF-1 e IGFBP-3 e que as concentra-»es s@ricas de IGFBP-
3 s«o correlacion8veis com deficits na velocidade da marcha. Estes resultados indicam
perspectivas importantes, pois um teste cl>nico validado e facilmente reproduz?vel, como o
teste de caminhada de 10 m, poderia inferir informa-»es sobre 0s n2veis de um biomarcador
relacionados aos trofismos muscular (SUETTA et al., 2010; CLEMMONS, 2009; GLASS,
2005) e neuronal (KOOIJIMAN et al. 2009, CLEMMONS, 2009, CARRO et al., 2005).
Estudos futuros deveriam tamb®m considerar indivZduos com incapacidade mais severa e
diferentes per2odos p-s-AVC a fim de verificar esta correla-«o. IndivZduos hemipar®ticos
crinicos com diferentes n2veis de incapacidade e fases p-s-AVC deveriam ser investigados.
Assim, testes preditivos do progn-stico da recupera-«o motora e funcional poderiam ser
desenvolvidos. Ainda, em rela-«0o a uma maior aplicabilidade cl?nica, estas correla-»es
deveriam ser verificadas em rela-«o aos testes de for-a manual.

Recentemente, Smedt e colaboradores (2011) mostraram que altos n2veis de IGF-1 ou
IGF-1/IGFBP-3, 6 horas ap-s um AVC, estavam relacionados a uma recupera-«o neurol - gica
e a uma melhora da fun-«o, 3 meses ap-s a lesko. Uma poss?vel explica-«o para esta
correla-«o0 envolve a a-«o anti-apopt-tica de IGF-I, tendo uma a-«o neuroprotetora quando
hiperexpresso logo ap-s a les«o. Associando estas informa-»es ® poss2vel hipotetizar que o
uso de f8rmacos ou recursos f2sicos, como o fortalecimento, que ajam sobre a via IGF-I, possa

apresentar efeitos sobre a recupera-«o funcional de hemipar@ticos crtnicos.
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Outro recente estudo mostrou que indiv2duos que apresentaram hemorragia
subaracn-ide por aneurisma tamb®m possu?am n2veis reduzidos de IGF-1 de 1 a 5 dias p-s-
les«o. Estes n2veis eram normalizados ap-s 3 meses de les«o. Os autores atribu?ram menores
concentra-»es s@ricas de IGF-1 a uma insufici®ncia na produ-«o de hormnio de crescimento
pela glOndula pituitSria e possivelmente a uma diminui-«0 de IGF-1 pelo f’gado. As
concentra-»es de IGF-I foram correlacion8veis com a qualidade de vida dos indiv2duos, mas
n«o ~ gravidade da lesco (BENDEL et al., 2010). Vale destacar que o presente estudo
encontrou concentra-»es s@ricas reduzidas de IGF-1 mesmo em indiv2duos crtnicos.
Possivelmente, o n2vel de atividade dos indiv2duos e programas de reabilita-«<o empregados
sejam vari8veis que afetam estas concentra-»es.

Correla-»es interessantes foram observadas no presente estudo, por exemplo,
concentra-»es s@ricas de IGF-I foram correlacionadas ao d@ficit do PT extensor conc®ntrico
do membro n«o par@tico. Tamb®m foi encontrada uma correla-«o entre as concentra-»es
s@ricas de IGFBP-3 e PT, pot°ncia e trabalho durante a flex«o conc®ntrica do membro n«o
par@tico. Estudos futuros deveriam considerar testes de for-a manual dos m¥sculos extensores
e flexores do joelho para verificar poss?veis correla-»es com estes biomarcadores.

Indiv2duos hemipar®ticos crtnicos geralmente apresentam modifica-»es nas variSveis
biomecOnicas da marcha. Dentre as altera-»es da marcha de individuos hemipar®ticos
crinicos h§ menor velocidade e de cad®ncia e o prolongamento da fase de balan-o (Nasciutti-
Prudente et al., 2009; Richards e Olney, 1996). Considerando estas altera-»es, as correla-»es
entre a diminui-«o da velocidade da marcha, do trabalho e da pot°ncia dos flexores do joelho
durante contra-»es conc°ntricas do membro par@tico que tamb®m foram detectadas s«o
relevantes. Assim, podemos sugerir que a °nfase no treino conc®ntrico dos m¥sculos flexores

do joelho seria capaz de aumentar a velocidade da marcha desses pacientes, promovendo



43

assim a facilita-«o durante a flex«o do joelho do membro par@tico e consequentemente um
menor tempo durante a fase de balan-o no ciclo da marcha. Estes resultados tamb®m mostram
que 0 membro n«o par@tico deve ser alvo do programa de reabilita-«o, visto que apresenta
altera-»es na ativa-«0 muscular. Estudos na literatura tamb®m observaram correla-»es entre
concentra-»es s@ricas de IGF-1 com desempenho muscular e fun-«o. Jurimae e colaboradores
(2010) correlacionou as concentra-»es s@ricas de IGFBP-3 com o PT durante a extens«o
isom@trica de mulheres saud8veis. Onder e colaboradores (2006) encontrou uma rela-«o entre
Concentra-»es S@ricas IGF-I e testes de caminhada e for-a manual na popula-«o de idosos.

O presente trabalho possui algumas limita-»es que devem ser consideradas. As
avalia-»es ocorreram predominantemente durante o per2odo vespertino (14 e 17 horas),
portanto n«o houve controle rigoroso do ciclo circadiano. A importOncia deste controle
consiste na diferen-a entre concentra-»es s@ricas de IGF-1 e IGFBP-3 em diferentes per2odos
do dia. Entretanto, a vari8vel relacionada apresentou homogeneidade. Diferentes tipos de
AVC hemorrggico e isqu°mico foram inclu?dos no estudo, por@m houve uma distribui-«0
equilibrada destes tipos. Al®@m da amostra pareada, tivemos o cuidado de controlar o n2vel

funcional dos participantes.
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CONCLUSAO

Indiv2duos hemipar@ticos crinicos apresentam fragueza muscular no membro par®tico
decorrente de altera-»es no desempenho neuromuscular, incluindo diminui-«o do PT,
pot°ncia e trabalho, e tamb®m devido a altera-»es no recrutamento entre m¥sculos agonistas e
antagonistas do movimento. Este trabalho demonstra pela primeira vez que estas
modifica-»es neurais s«o acompanhadas por atrofia seletiva de m¥sculos do quadrceps e dos
isquiotibiais e por diminui-«0 nas concentra-»es s@ricas de IGF-1 e IGFBP-3, culminando em

d®ficits funcionais.
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ATIVIDADES NO PERIODO

Durante o per2odo do mestrado, al®m do trabalho apresentado, tamb®m estive

envolvida em outros estudos vinculados a esta linha de pesquisa.

Projetos de pesquisa

Atualmente, participo da equipe de trabalho que atua em dois projetos em andamento.
Ambos t°m como objeto de pesquisa individuos com hemiparesia crtnica. O projeto
intitulado de fiEfeitos do fortalecimento excéntrico no volume muscular e no desempenho de
flexores e extensores do joelho de hemiparéticos cronicos” desenvolvido pela pesquisadora
p-s- doutoranda Christiane L. Prado-Medeiros e o projeto desenvolvido pela Mestranda
Carolina C. AlcOntara, intitulado fEfeitos do treinamento de fortalecimento sobre a
adaptacdo neuromuscular em individuos hemiparéticos crénicos: uma perspectiva sobre
biomarcadores molecularesd s«o desenvolvidos em parceria entre o Laborat-rio de
Plasticidade Muscular e o Laborat-rio de Pesquisa em Fisioterapia Neurol -gica (LaFiN).

Durante este per2odo foram publicados dois manuscritos, um como primeira autora e
outro como coautora. Estes manuscritos referem-se a trabalhos pr@vios desenvolvidos no
Laborat-rio de Plasticidade Muscular, durante o per2odo em que fui bolsista de apoio t@cnico
(bolsa FAPESP TT3). Os manuscritos est«o em anexo.

Por ordem cronol-gica, tive o seguinte trabalho publicado no American Journal of
Physical Medicine & Rehabilitation (fiJoint Inflammation Alters Gene and Protein

Expression and Leads to Atrophy in the Tibialis Anterior Muscle in Ratso. Ramirez C, Russo



46

TL, Sandoval MC, Dentillo AA, Couto MAS, Durigan JLQ, Salvini TF, 2011). Esta revista @
considerada como Qualis Al na Srea de educa-«o f2sica da CAPES.

O segundo manuscrito foi publicado na Revista Brasileira de Fisioterapia em 2012 e
foi intitulado fiEffects of low-level laser therapy after nerve reconstruction in rat denervated
soleus muscle adaptationo, autores: Silva-Couto MA, Gigo-Benato D., Tim CR, Parizotto
NA, Salvini TF, Russo TL. A Revista Brasileira de Fisioterapia ® avaliada como Qualis A2 na
8rea de educa-«o f2sica da CAPES. Destaca-se o fato de que estes dois trabalhos foram
produzidos a partir de experi°ncia na Srea de pesquisa b8sica.

Durante a realiza-«0 do trabalho de conclus«o em Especializa-«o em Fisioterapia
GeriStrica foi desenvolvido o terceiro manuscrito, aceito para publica-«o em 2012. SILVA-
COUTO, M. A. S.; REIFF, R.; CASTRO, A. P. fiFuncionalidade apds a cirurgia de quadril:
Correlacdo entre equilibrio, Idade, independéncia e depressdo em idososo. Acta Fisi§trica
(aceito para publica-«0). Com a continua-«0 deste trabalho, tive a oportunidade de orientar o
aluno Diego Henrique P8dua Pedro (fiFuncionalidade, dor e qualidade de vida de idosos
portadores de osteoartrite ap-s artroplastia total de quadril. 2012) em seu trabalho de
conclus«o da Especializa-«o em Especializa-«o em Fisioterapia Geristrica.

A participa-«o do grupo de pesquisa no 80 World Stroke Congress - Brasilia 2012)
Congresso Internacional de AVC fiStrokeo resultou em dois trabalhos apresentados em
formato de pister fiCorrelations between isokinetics performance of knee extensors and
flexors muscles with functionality in chronic hemiparetic subjectso (SILVA-COUTO, M. A,
ALCANTARA, C. C. ; PRADO-MEDEIROQOS, C. L. ; REZENDE, M. A. ; TAKAHASHI, C. ;
GUIMARAES, A. ; MATTIOLI, Rosana ; Salvini, Tania F. ; RUSSO, T. L.) e "Evaluation of

tonus, density of connective tissue and passive torque peak of extensors and flexors of knee in


http://lattes.cnpq.br/4391969032505723
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chronic hemiparetics”. (ALCANTARA, C. C.; SILVA-COUTO, M. A.; TAKAHASH]I, C. ;

MAEDA, C. ; PRADO-MEDEIROS, C. L. ; Salvini, Tania F. ; RUSSO, T. L.)

Atividades didaticas

Durante o mestrado desenvolvi atividade de co-orienta-«o de Trabalho de Conclus«o
de Curso gradua-«o em Fisioterapia. As alunas orientadas foram: Monica Ambiel Rezende,
sendo o trabalho intitulado ACorrelacdo entre o desempenho isocinético dos musculos
extensores do joelho e a funcionalidade em individuos hemiparéticos crénicoso e a aluna de
inicia-«0 cient?fica Araci Teixeira Guimar«es. O t?tulo do trabalho ® fiAvaliacdo do volume
muscular e da funcionalidade em hemiparéticos crénicoso.

Por fim, sou colaboradora do projeto de extensko PROEXT 2013, intitulado ACuidado
aos usuarios com afec¢des neurolégicas no municipio de Sdo Carlos: uma perspectiva de
linha de cuidado vinculada ao SUSO, e aprovado em 2012. Todas as atividades foram

desenvolvidas por interm@dio da Universidade Federal de S«o Carlos.
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ORIGINAL RESEARCH ARTICLE

Joint Inflammation Alters Gene
and Protein Expression and Leads
to Atrophy in the Tibialis Anterior
Muscle in Rats

ABSTRACT

Ramirez C, Russo TL, Sandoval MC, Dentillo AA, Couto MAS, Durigan JLQ,
Salvini TF: Joint inflammation alters gene and protein expression and leads to
atrophy in the tibialis anterior muscle in rats. Am J Phys Med Rehabil
2011;90:930-939.

Objective: The aim of this study was to evaluate the effect of tibiotarsal joint
inflammation in rat tibialis anterior muscle through muscle fiber cross-sectional
area (CSA) and gene expression (atrogin-1, muscle ring finger—1 [MuRF 1], myo-
genic differentiation-1 [MyoD], p38 mitogen-activated protein kinase [p38MAPK],
nuclear factor kappa B-dependent [NFk B, tumor necrosis factor—alpha [TNF-a]).

Design: Wistar rats were randomly divided into three periods (2, 7, and
15 days) and assigned into four groups within each experimental period: con-
trol, sham, inflammation, and immobilization. Real-time polymerase chain reac-
tion, Western blot, immunofluorescence, and muscle fiber CSA analyses were
performed.

Results: At 2 days, the inflammation group increased atrogin-1, MuRF 1, and
myostatin and reduced MyoD expression. At 7 days, the inflammation group in-
creased atrogin-1, MuRF1, NFkB, p38MAPK, MyoD, myostatin, and TNF-«
expression and TNF-a protein and reduced muscle fiber CSA. At 15 days,
gene and protein expression in the inflammation group returned to basal levels,
and CSA values were similar to those in control and sham groups. The immobi-
lization groups have a similar pattern in all experimental periods, with increased
atrogin-1, MuRF1, NFkB, and TNF-o. gene expression and reduced muscle
fiber CSA. The sham group had increased myostatin and atrogin-1 expression
at 2 days and increased MyoD and myostatin expression at 7 days.

Conclusions: Joint inflammation stimulated the expression of muscle factors
related to atrophy, growth, differentiation, and mass regulation followed by muscle
atrophy.

Key Words: Skeletal Muscle, Joint Inflammation, Gene Expression, Rehabilitation
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According to clinical studies, morphologic and
functional alterations occur in muscles related to
an injured joint.' Many joint diseases have been
studied, including rheumatoid arthritis, osteoar-
thritis, ligament and meniscus injuries, and ex-
ploratory joint procedures such as alrthroscopy.H
In all of these conditions, inflammation is a com-
mon characteristic sign.

Inflammation consists of cellular and humoral
responses after an injury, in which the body attempts
to restore the tissue to its preinjury state. This re-
sponse can be acute or chronic.” Muscle atrophy is an
adaptation observed frequently in muscles related to
joint inflammation.>* Muscle atrophy is a highly re-
gulated and ordered process that results in reduced
muscle fiber cross-sectional area (CSA), protein con-
tent and force,® increased fatigue and insulin resis-
tance,® and transformation of type I fibers into type II
fibers.®”

Despite the indication that joint inflamma-
tion causes atrophy in muscles functionally related
to the affected joint, the molecular mechanisms
involved in this process remain unclear. An ani-
mal model of inflammation useful to the study of
this subject is the intra-articular injection of carra-
geenan. It is considered a valid experimental tool
in investigating the inflammatory process and hy-
peralgesia in rats.® According to a previous study,
carrageenan increases circulating inflammatory cyto-
kines, such as tumor necrosis factor-alpha (TNF-a),”
a key factor that is able to activate muscle atro-
phy.”1% Elevation of TNF-a leads to the upregula-
tion of muscle ring finger—1 (MuRFI)'! and muscle
atrophy Fbox (MAFbx/atrogin-1),'2 which are two
important genes related to the ubiquitin—proteasome
pathway and muscle atrophy in rats and hu-
mans.” %315 According to animal models, upregu-
lation of MuRF1 and MAFbx/atrogin-1 occurs through
the Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) and
Nuclear Factor kappa B-dependent (NFkB) pathways,
respectively.” 112

Early studies established that atrogin-1 and
MuRF1I are induced in animal models of muscle at-
rophy (i.e., immobilization, denervation, hindlimb
suspension, and fasting) and in human muscles
during systemic diseases associated with cachexia,
providing evidence of a common program for pro-
tein degradation and muscle atrophy that is inde-
pendent of etiology.’> > On the other hand, p38, a
member of the MAPK family, is thought to be a reg-
ulator of muscle metabolism. An in vitro study
showed that differentiated muscle cells stimulated
by TNF-a had increased expression of p38 and atro-
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gin-1. In addition, pharmacologic inhibitors of p38
were able to block atrogin-1 upregulation.*!

In addition, the p65/p50 dimer is an impor-
tant part of the NFkB family and is associated with
muscle atrophy. This dimer is activated and trans-
locates into the nucleus, where it binds to specific
DNA sites and regulates expression of MuRFI1.'?
Therefore, upregulation of NFkB has been associ-
ated with the positive regulation of MuRFI and the
degradation of muscle proteins.'?

In addition, other factors that are involved in
skeletal muscle regulation are related to the ubiquitin—
proteasome pathway and include the myogenic regu-
latory factors. Myogenic regulatory factors are a
group of basic helix-loop-helix transcription fac-
tors, and myogenic differentiation-1 (MyoD) is its
most important member.!® MyoD stimulates myo-
genic proliferation and differentiation and partici-
pates in adaptive processes in adult skeletal muscle.!”
Elevated expression of atrogin-1 promotes MyoD deg-
radation, and, through this mechanism, atrogin-1 can
regulate muscle differentiation.'®

Myostatin is another important gene involved
in the control of skeletal muscle mass and could be
involved in the response of skeletal muscles related
to an inflamed joint. This gene is a negative regu-
lator of muscle growth that is able to inhibit myo-
blast proliferation without increasing apoptosis.®
Myostatin is expressed in developing and adult mus-
cles in response to different stimuli; it is upregulated
in immobilized muscle and is downregulated in
stretched or electrically stimulated denervated mus-
cle.® Furthermore, a previous study showed that
upregulation of myostatin was associated with in-
creased MyoD expression in stretched muscles.'?

Despite clinical evidence suggesting that mus-
cles related to an injured joint can be more sensitive
to atrophy and force loss," ™ the molecular mechan-
isms related to muscle adaptation in the presence of
joint inflammation and the possible changes in the
CSA of muscle related to the injured joint are un-
clear. Investigation of this problem is clinically rele-
vant and could provide new information on the
treatment and recovery of muscles functionally re-
lated to an inflamed joint. Our hypothesis is that
tibiotarsal joint inflammation activates muscle atro-
phy pathways in rat tibialis anterior muscle (TA),
which is functionally related to the injured joint.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the
effect of tibiotarsal joint inflammation on the mes-
senger RNA (mRNA) levels of genes related to atophy
(atrogin-1 and MuRFI), differentiation and growth
(MyoD), mass regulation (myostatin), and proinflam-
matory factors (p38MAPK, NFkB, and TNF-a) and the

Joint Inflammation and Muscle Atrophy in Rats
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expression of TNF-a protein in the rat TA muscle. In
addition, changes in the muscle fiber CSA were also
assessed.

METHODS

Animal Care and Experimental Groups

This study was conducted in accordance with
the National Guide for Care and use of Laboratory
Animals and with the approval of the University
Ethics Committee (protocol number 049/2007). Sixty
Wistar rats (body weight, 310 £ 12 g; age, 3 mos)
were used. The animals were housed in plastic cages
in a room with controlled environmental conditions
and had free access to water and standard food. The
animals were randomly divided into three experi-
mental periods: 2 days (n = 20), 7 days (n = 20) and
15 days (n = 20). They were further assigned ran-
domly into four groups within each experimental
period: control (7 = 5), sham (n = 5), inflammation
(n = 5), and immobilization (n = 5). The immobili-
zation group was used as a reference for comparing
the possible effects of hindlimb movement restric-
tion caused by inflammation. The animals were
anesthetized with an intraperitoneal injection of
xylazine (12 mg/kg) and ketamine (95 mg/kg) for all
experimental procedures. After they were weighed
and anesthetized, the animals from the inflammation
and sham groups were injected with v-carrageenan
or saline solution, respectively, into the right tibio-
tarsal joint. Joint inflammation was induced using
0.03 ml of 3% v-carrageenan (Sigma Chemical Com-
pany, St. Louis, United States) dissolved in saline so-
lution (0.9% NaCl), as described by Wang et al.?°
Briefly, the foot was placed in a neutral position and
a 26-gauge needle was introduced into the fossa lo-
cated distally and medially to the lateral malleolus
until it reached the joint capsule. After the needle
entered the joint space, as evidenced by the end of
resistance, the solution was injected. The sham group
was submitted to the same procedure for injection of
0.03 ml of saline solution. The immobilization group
was immobilized according to Coutinho et al.,*! and
the right tibiotarsal joint was immobilized in a neu-
tral position to avoid possible stretching or shorten-
ing effects on the analyzed muscles. Neutral position
was defined by the resting arrangement of the hind-
limb with the animal anesthetized. After the experi-
mental procedures, all of the animals remained free
in their cages for 2, 7, or 15 days without restriction
of their movement, except for the immobilization
group.

After the experimental time course (2, 7, and
15 days), the right TA muscle was carefully dis-

sected and removed. The muscle was weighed and
then divided in half at the middle belly. The proxi-
mal fragment was divided in half again, immedi-
ately frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C
(Forma Scientific, Marietta, OH); the fragments
were used for the mRNA and protein expression
analyses. Distal fragments of the muscle were fro-
zen in isopentane in liquid nitrogen, stored at
—86°C, and used for histologic, immunofluores-
cence, and muscle fiber CSA measurements. After
muscle removal, animals were euthanized with an
overdose of anesthesia.

Muscle Fiber CSA Analysis

Histologic cross-sections (10 wm) from the
middle belly of each right TA muscle were obtained
using a cryostat (Micron HE 505, Jena, Germany),
stained with Toluidine Blue/1% Borax and ana-
lyzed by light microscopy (Axiolab, Carl Zeiss,
Jena, Germany) to evaluate the muscle fiber CSA.
Images were obtained using a light microscope
equipped with a digital camera (Sony DSCs75,
Tokyo, Japan). The CSAs of 100 randomly chosen
fibers were measured using Axiovision 3.0.6 SP4
software (Carl Zeiss, Jena, Germany). All measure-
ments were made by a blinded evaluator.

RNA Isolation and Analysis

One frozen fragment from each right TA mus-
cle was homogenized, and total RNA was isolated
using Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA)
according to the manufacturer’s recommendations.
Extracted RNA was dissolved in Tris-HCI and eth-
ylene-diaminetetracetic acid pH 7.6, and its con-
centration was quantified spectrophotometrically.
RNA purity was assessed by determining the ratio of
the absorbance at 260 nm to 280 nm (ratios were
between 1.8 and 2.0). The integrity of RNA was
confirmed through electrophoretic analysis of the
18S and 28S ribosomal RNAs, which were stained
using ethidium bromide (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Reverse Transcription

One microgram of total RNA was used to syn-
thesize complementary DNA. The reverse transcrip-
tion reaction mixture contained 5x first-strand buffer,
a ANTP (Promega, Madison, WI) mixture with 0.2
mmol/l each of deoxyadenosine triphosphate, deoxy-
cytidine triphosphate, and deoxyguanosine triphos-
phate and 0.1 mol/l of deoxythymidine triphosphate,
1 pl of oligo (dT) primer (Invitrogen, Carlsbad, CA) and
200 U of Moloney murine leukemia virus (M-MLV)
reverse transcription enzyme (Promega, Madison, WI).
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The reverse transcription reaction was incubated at
70°C for 10 mins, at 42°C for 60 mins, and at 95°C
for 10 mins before quick chilling on ice.

Analyses by Real-Time Polymerase
Chain Reactions

RNA transcript levels for the different experi-
mental and control muscles were analyzed simul-
taneously, and the reactions were performed in
duplicate in a Lightcycler (Rotor Gene 3000; Cobertt
Research, San Francisco, CA) using SYBR Green
fluorescent dye detection (Applied Biosystems, Foster
City, CA) and 180 nM of each primer in a final vol-
ume of 50 pl. The cycling conditions for the target
genes were previously described.'®!® Data were ana-
lyzed using the comparative cycle threshold method
described by the manufacturer; glyceraldehydephos-
phate dehydrogenase (GAPDH) was the control gene.
In Figure 2, the control levels are arbitrarily set to 1.
Negative controls contained RNA but no M-MLV re-
verse transcription, ensuring that the product of po-
lymerase chain reaction was not a result of amplified
genomic DNA. A blank control that only contained
water, primers, and SYBR Green was also performed.

Oligonucleotide Primers

Oligonucleotide primers were designed for
GAPDH (GenBank, AF106860), atrogin-1 (GenBank
AF441120) and myostatin (GenBank AF(019624)
using the Primer Express Software 2.0 (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Primers used for the
amplification of products were as follows: GADPH,
Fw-GATGCTGGTGCTGAGTATGTCG, Rv-GTGGTGC
AGGATGCATTGCTGA; atrogin-1, Fw-TACTAAGGAG
CGCCATGGATACT, Rv-GTTGAATCTTCTGGATCCAG
GAT; MuRF1, Fw-TGTCTGGAGGTCGTTTCCG, Rv-
ATGCCGGTCCATGATCACTT; myostatin, Fw-CTAC
CACGG-AAACAATCATTACCA, Rv-AGCAACATTTGGG
CTTTCCAT; MyoD, Fw-GGAGACATCCTC-AAGCGAT
GC, Rv-AGCACCTGGTAAATCGGATTG; p38MAPK,
Fw-AGCTGAACAAGACAATC-TGGGA, Rv-CATAGGCG
CCAGAGCCC; NFkB, Fw-CATTGAGGTGTATTTCAC
GG, Rv-GGC-AAGTGGCCATTGTGTTC.

Western Blot Analysis

Protein was extracted from muscles in a lysis
buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 1% wt/vol Triton
X-100, 0.25% sodium deoxycholate, 150 mM sodi-
um chloride, 1 mM phenyl methylsulfonyl fluoride,
1 pg/ml aprotinin, 1 pwg/ml leupeptin, 1 mM sodium
orthovanadate, and 1 mM sodium fluoride). Equal
amounts of protein from each muscle lysate were
separated by sodium dodecylsulfate-polyacrylamide
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gel electrophoresis and transferred to a nitrocellu-
lose membrane. Membranes were stained with Pon-
ceau S to confirm protein transfer and then rinsed
with Tris buffered saline with Tween (TBST). Mem-
branes were blotted with antibodies against TNF-a
(1:300, Santa Cruz Biotechnology, sc-80383). After
incubation, the membranes were rinsed in TBST
and incubated with a secondary antibody against goat
immunoglobulin G(IgG) (Kirkegaard & Perry Lab-
oratories, Gaithersburg, MD; 14-13-06; 1:2000, 0.1%
nonfat dried milk in TBST). Detection of the labeled
protein was done using the enhanced chemilumines-
cence system (Amersham, UK).

Immunofluorescence Analysis

The primary antibody used for immunostain-
ing was rabbit anti-TNF-a (1:200 dilution, catalog
no. NBP1-19532; Novus Biologicals, Littleton, United
States), and the secondary antibody was rhodamine
red goat anti-rabbit IgG (1:200 dilution, catalog no.
Rb394; Molecular Probes, Eugene, OR). The muscle
cross-sections used for immunostaining for TNF-«
were fixed with 4% paraformaldehyde (Sigma P6148)
in 0.2 M phosphate buffer (PB) for 10 mins at room
temperature, blocked with 0.1 M glycine in PB for
5 mins, and permeabilized in 0.2% Triton X-100-PB
for 10 mins. Subsequently, the sections were incu-
bated in 1% bovine serum albumin for 20 mins at
room temperature to block nonspecific binding and
were incubated with the primary antibody (diluted
in 1% bovine serum albumin) overnight at 4°C.
After the slides were washed with 0.1 M PB (3 times
for 10 mins each), they were incubated with the sec-
ondary antibody (diluted in 1% bovine serum albu-
min) for 2 hrs in a dark room. The slides were washed
in 0.1 M PB (3 times for 10 mins each) and were
mounted with Vectashield mounting medium con-
taining 4,6-diamidino-2-phenylindole (catalogue no.
H-1200; Vector Laboratories). Negative control sec-
tions were not incubated with the primary antibody,
and experimental results were considered only if
these controls did not show immunoreactivity. Ana-
lyses were performed by obtaining photomicro-
graphs (20x magnification) of the stained sections
using a fluorescence microscope (Axiolab; Carl Zeiss,
Jena, Germany) equipped with a rhodamine filter and
a digital camera (Sony DSC s75; Tokyo, Japan).

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using STA-
TISTICA 5.5 statistical software. Shapiro-Wilk and
Levene tests were applied to evaluate the normal-
ity and homogeneity, respectively, of the results.
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One-way analysis of variance, followed by a Tukey
test, was performed to compare the groups. Non-
parametric data were analyzed using a Kruskal-Wallis
test followed by a Newman-Keuls test. For all tests,
P < 0.05 was considered statistically significant.

RESULTS
Muscle Fiber CSA

Only the immobilization group showed a sig-
nificant reduction (P < 0.05) in muscle fiber CSA
at 2 days compared with the control (697 + 220
and 1702 + 110 wm? respectively; Fig. 1). At
7 days, both the inflammation and immobilization
groups had decreased muscle fiber CSAs (1110 +
154 and 1360 + 198 pwm? respectively) compared
with the control (1849 + 220 Mm2; P <0.01); how-
ever, there was no difference between them (Fig. 1).
At 15 days, only the immobilization group showed
reduced muscle fiber CSA (1195 + 189 pmz) com-
pared with the control (1997 + 356 pm?; P < 0.05;
Fig. 1).

Gene Expression
Atrogin-1

Our data showed increased expression of
atrogin-1 after 2 days in the inflammation, immo-
bilization, and sham groups (14.7-fold, 11.6-fold,
and 6.3-fold, respectively) compared with the con-
trol group (Fig. 24). This upregulation remained
at 7 days in both the inflammation and immobiliza-
tion groups (P < 0.01); however, mRNA levels de-
creased to 7.31-fold in the inflammation group
(P < 0.01) and to 2.67-fold in the immobilization
group (P < 0.01; Fig. 24). At 15 days, high levels of
atrogin-1 expression were found only in the immo-
bilization group (Fig. 24).

MuRF1 Gene

MuRF1 gene expression increased at 2 days in
both the inflammation and immobilization groups
(7.7-fold and 10-fold, respectively) compared with

the control (Fig. 2B), and the expression remained
elevated at 7 days in both groups (9.7-fold and 4.8-
fold, respectively). After 15 days, MuRFI gene ex-
pression in the inflammation group returned to
basal levels, whereas upregulation was maintained
in the immobilization group (Fig. 2B).

NFkB Gene

NFkB gene expression was increased by 6.1-
fold in the immobilization group at 2 days and re-
mained elevated at 7 and 15 days compared with the
control group (P < 0.01). However, NFkB mRNA
levels decreased drastically (P < 0.01) at 7 and 15 days
(1.9-fold and 1.7-fold, respectively, Fig. 2C) com-
pared with 2 days. In the inflammation group, gene
expression increased only at 7 days (2-fold) and re-
turned to basal levels at 15 days (Fig. 2C).

p38MAPK Gene

In the immobilization group, this gene was sig-
nificantly upregulated at 2 days (3-fold; P < 0.01),
and its expression then decreased to basal levels at
7 and 15 days (Fig. 2D). At 7 days, elevated p38MAPK
expression was detected only in the inflammation
group (2.4-fold), and the expression returned to basal
levels after 15 days (Fig. 2D).

MyoD Gene

MyoD mRNA levels decreased (P < 0.01) in the
inflammation (0.3-fold) and immobilization groups
(0.2-fold) at 2 days compared with the control
groups (Fig. 2F). MyoD gene expression was in-
creased drastically at 7 days in both groups, although
a greater increase was observed in the inflamma-
tion group (11.3-fold; P < 0.001; Fig. 2F). The sham
group also had increased MyoD expression at 7 days
(1.9-fold). At 15 days, the expression in all groups
returned to basal levels (Fig. 2F).

Myostatin

Myostatin expression was increased at 2 days
(P <0.005) in the sham (2.0-fold) and inflammation
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FIGURE 1 Cross-sectional area of rat tibialis anterior muscle fibers of control, sham, inflammation, and immo-
bilization groups at 2, 7, and 15 days. Data are expressed as mean + SD. *P < (.05 vs. control.
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FIGURE 2 Gene expression of Atrogin-1 (A), MuRF1 (B), NFxB (C), p38MAPK (D), MyoD (E), and myostatin (F) in
the tibialis anterior muscle of the sham, inflammation, and immobilization groups at the 2, 7, and
15 days. Data are expressed as mean + SD. *P < 0.05 vs. control. In (D) at 7 days, * indicates the
difference on both inflammation and immobilization groups compared with control; in (E) at 2 days, *
represents the significant difference on both inflammation and immobilization groups compared with
control; and in (F) at 7 days, * represents the significant difference in both sham and inflammation

groups compared with control.

groups (4.3-fold; Fig. 2F). This overexpres-
sion remained at 7 days in both groups. However,
the expression in the inflammation group was
reduced(2.0-fold; P < 0.001) when compared with
its expression at 2 days (Fig. 2F). At 15 days,
myostatin expression returned to basal levels in all
experimental groups (Fig. 2F).

TNF-a Gene

TNF-a gene expression was increased at 7 days
in the inflammation and immobilization groups
compared with the control group (P < 0.05), al-
though the increase in mRNA levels was more
pronounced in the inflammation group (20.7-fold;
P < 0.001) when compared with the immobiliza-

www.ajpmr.com

tion group (10.8-fold; P < 0.01) (Fig. 3B). After
15 days, TNF-a expression returned to basal levels
in all groups (Fig. 3B).

TNF-o Protein Expression

Representative blots shown in Figure 34 are
presented above their respective membranes stained
with Ponceau S. Qualitative Western blot analysis
showed that, at 2 days, TNF-a protein increased in
all of the experimental groups compared with the
control group. At 7 days, the inflammation group
showed a strong increase in protein levels (Fig. 34)
compared with the control group; the sham and in-
flammation groups also exhibited a milder increase
(Fig. 3A4). At 15 days, TNF-a protein expression
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decreased in the immobilization group, whereas the  visible. There was a visible immunoreactivity in

other groups presented a slight increase in the ex- the inflammation and immobilization groups at

pression compared with the control group (Fig. 34). 7 days compared with the control group (Fig. 3C).

In some muscle fibers, increased reactivity at 7 days

TNF-a Immunofluorescence was co-localized with myonuclei (Fig. 3C-merged).
Qualitative analysis of the immunofluorescence ~ The negative control showed no staining.

staining for TNF-a showed an increased immuno-
reactivity in all experimental groups; however, TINF-«  plSCUSSION

was barely detected in the control groups (Fig. 3C).

Generally, muscle fibers expressing TNF-o were Effect of Joint Inflammation on TA Muscle
detected in the endomysium area of the TA muscle This study presented new information about
(represented by arrows). TNF-a was more highly how joint inflammation induced by t-carrageenan
expressed around some muscle fibers (asterisk), can regulate muscle fiber CSA, gene expression,
whereas in other muscle fibers, TNF-a was not and protein content in the rat TA muscle. Early
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FIGURE 3 A, Representative Western blots of TNF-o in control, sham, inflammation, and immobilization groups
at 2, 7, and 15 days are shown in the top row, with its respective bands stained with Ponceau S in the

lower row. B, Gene expression of TNF-a in control, sham, inflammation, and immobilization groups at
2, 7, and 15 days. Data are presented as mean + SD; *P < 0.05 compared with control. C, Representative
immunoflourescence analysis of TNF-« for control, inflammation at 7 days, and immobilization at
7 days is showed. White arrows indicate endomysium immunoreactivity and * designates the TNF-o

expressed mainly around some muscle fibers. TNF indicates Tumor Necrosis Factor.
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studies using this inflammatory model showed
that, 2 days after intra-articular injection, an acute
inflammatory response occurs. This acute response
is converted into a macrophage-dominated chronic
inflammation by 1 wk and lasts through 8 wks.®
Therefore, in our study, the molecular response
observed in the inflammation group at 2 and 7 days
could be considered as a muscle adaptation in re-
sponse to an acute and chronic joint inflammation,
respectively.

Our results showed that, in the inflammation
group, expression of atrogin-1 and MuRF1 genes
increased in the first 2 days, but no muscle fiber
CSA reduction was observed (Figs. 1; 24, B). These
data suggest that although the molecular media-
tors of the muscle atrophy pathway were activated,
2 days was not sufficient to detect any reduction in
the muscle fiber CSA. Interesting, neither TNF-a
gene expression nor its protein content was altered
by joint inflammation at 2 days.

At 7 days, atrogin-1 expression decreased in
the inflammation group compared with the levels
observed at 2 days, but it remained elevated when
compared with control values. MuRFI expression in-
creased at 7 days when compared with 2 days. These
changes in atrophy-related gene expression were
followed by muscle fiber atrophy (Figs. 1; 24, B).
Chronic joint inflammation and proinflammatory
factors found in our study at 7 days (Fig. 2C, D)
likely influenced this response.

After 7 days of induced joint inflammation, the
levels of atrogin-1, MuRFI, and proinflammatory
factor—related genes, such as NFkB and p38MAPK,
increased. TNF-a protein and mRNA levels were
also elevated. These results suggest that chronic
joint inflammation stimulates the TNF-a pathway,
which leads to atrophy”®?? in the TA muscle func-
tionally related to that joint. Therefore, TNF-a could
upregulate NFkB and p38MAPK to increase the ex-
pression of atrogin-1 and MuRF1, respectively. How-
ever, other factors such as interferon-y, IL-6, and
IL-1 could have participated in the molecular re-
sponse described. Future studies investigating these
molecular mediators and their interactions with the
hypertrophy pathway (IGF/IP3/Akt) and Forkhead
family of transcription factors are necessary. Recently,
Lépez-Menduia et al.>* showed that the administration
of IGF-1 two times a day improved gastrocnemius
muscle weight in an animal model of rheumatoid ar-
thritis. They also observed that IGF-1 attenuated ar-
thritis-induced increase in atrogin-1 and MuRFI
expressions in this muscle, suggesting the protec-
tive effect of IGF-1 on skeletal muscle affected by ar-
thritis. These results confirm the main relation of

www.ajpmr.com

IGF-1 pathway and the muscle atrophy mechanisms
in inflammatory conditions.

At 15 days of joint inflammation, all genes re-
lated to muscle atrophy mediated by the TNF-«
pathway returned to basal levels, and muscle fiber
CSA was also recovered. These results clearly dem-
onstrate that basal levels of TNF-a are related to
muscle fiber CSA recovery on the 15th day. In addi-
tion, these results suggest that joint inflammation
induced by v-carrageenan might be lapsing at 15 days.
New studies using another carrageenan type such
as N-carrageenan®?* would help verify the expres-
sion of genes and proteins related to long-term joint
inflammation.

On the other hand, MyoD downregulation in
the inflammation group at 2 days could be related
to elevated atrogin-1 expression. A previous study
showed an interaction between atrogin-1 and MyoD'®
and suggested that atrogin-1 causes the ubiquitiniza-
tion of MyoD, which leads to its degradation in the
proteasome. Conversely, the atrogin-1/MyoD interac-
tion was not present at 7 days (Fig. 24-F), when
atrogin-1 overexpression was also accompanied by
MyoD upregulation. This result could be explained
through the muscle atrophy exhibited at 7 days
because it has been hypothesized that MyoD would
be upregulated during muscle atrophy. Upregulation
of MyoD could be an attempt to prevent muscle atro-
phy, as suggested by MyoD overexpression observed
in the denervated muscle.® In our study, MyoD ex-
pression in the inflammation group returned to basal
levels at 15 days, when no muscle fiber atrophy was
observed.

Finally, joint inflammation increased myosta-
tin gene expression at 2 days, suggesting a rela-
tionship between myostatin and MyoD expression.
Rat immobilized muscles have increased myostatin
expression and, at the same time, decreased MyoD
expression. Myostatin expression causes an inability
of myoblasts to exit from the cellular cycle, affecting
myogenic differentiation.?® Myostatin overexpres-
sion in the inflammation group at 7 days also sug-
gests that this gene is related to muscle atrophy.
Increased myostatin levels are associated with loss
of skeletal muscle mass in conditions as disparate
as AIDS wasting syndrome, exposure to microgravity
during space flight and hindlimb suspension.?” Our
results suggest that chronic joint inflammation—
induced muscle atrophy is also associated with the
upregulation of myostatin.

The results of the present study could have
implications to clinical practice. Early interventions
should be indicated to prevent or detain deleterious
modifications on skeletal muscles functionally related
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to the affected joint. High-performance athletes could
be beneficiated whether the rehabilitation team ob-
jectives, during the joint injury rehabilitation pro-
gram, also include skeletal muscle activation (e.g.,
using exercises or electrical stimulation to reduce/
control the atrophy pathway).

Effect of Immobilization on TA Muscle

Immobilization increased the expression of both
atrogin-1 and MuRF1, as expected for a disuse model.
Both genes were elevated at all experimental times
(2, 7, and 15 days), and this overexpression was asso-
ciated with muscle atrophy.

This regulation was in accordance with previous
studies, which confirmed that the overexpression of
both atrogin-1 and MuRFI has an essential role in
muscle proteolysis.'*?>' The elevated oxidative
stress caused by immobilization might trigger the
molecular responses exhibited in this group and in-
duce NFkB and/or FOXO signaling pathways, leading
to an increase in proteolysis through the ubiquitin—
proteasome pathway.?® Corroborating to this hypoth-
esis, TNF-oo mRNA levels and protein content were
elevated at 7 days but returned to normal values at
15 days.

The expression of MyoD in the immobilization
group at 7 days was similar to the pattern observed
in the inflammation group, and the mechanisms
involved could be similar as those previously
described.

Our work did not detect an increased expres-
sion of myostatin in the atrophied muscle related
to immobilization. This result is similar to that of
Wojcik et al.,?? who evaluated the possible role of
myostatin in type II fiber atrophy in human muscle.
In their study, myostatin mRNA levels did not in-
crease, but myostatin protein was detected through
immunocytochemistry and immunoblotting. It is
possible that increased myostatin detected only at
the protein level was influenced by translational and/
or posttranslational modulation.?

Effect of Intra-Articular Saline Injection
on TA Muscle

Changes in the expression of MyoD and myo-
statin were detected in the sham group. Previous
reports showed that saline injection into the tibio-
tarsical joint in rats does not cause an inflammatory
response.>’ Therefore, in our opinion, the changes
detected in the sham group could result from the
arthrogenic muscle response caused by joint effusion.
Arthrogenic muscle response is triggered by the in-
crease in tension on the joint capsule. Studies in

humans showed that it can alter the excitability of
the alpha motoneurons (a-MN) of muscles function-
ally related to the joint, without any joint injury.>!
The decreased excitability of the «-MN related to
joint effusion might be related to an increase in acti-
vity at slowly adapting Ruffini endings in the joint
capsule. Activation of these receptors stimulates Ib
inhibitory interneurons, resulting in a-MN pool in-
hibition of the agonist muscle.>!

According to those previous studies, our re-
sults could suggest that joint effusion inhibits the
a-MN pool in the TA muscle and regulates the ex-
pression of genes associated with muscle mass con-
trol and atrophy such as myostatin and atrogin-1 at
2 and 7 days but does not decrease muscle fiber CSA.
Other studies are necessary to analyze the neural
mechanisms involved in the reduction of a-MN ac-
tivity and molecular adaptations in muscles when
joint effusion is present. These aspects should be
considered by the rehabilitation team because joint
distension can interfere on the normal pattern of
muscle recruitment, generating an unbalance be-
tween agonist and antagonist muscles, thus altering
static and dynamic joint stability.

Study Limitation and Clinical Implications

The authors did not discharge that both
movement restriction and capsular distension could
exert some influence in the results of inflammation
group, probably potentiating the effects of inflam-
mation, especially on the first days of inflammation.
Future studies should consider a follow-up of ani-
mals to access pain and movement restriction
during the inflammation process, correlating these
finds with muscle adaptation. Furthermore, this
manuscript showed the atrophy on the entire
muscle, and selective atrophy on different type of
muscle fibers could be missed.

Although this study was performed in animals,
it has clinical relevance and indicates the impor-
tance of therapeutic interventions in the acute
phase of joint inflammation with the attempt to
reduce the deleterious effects on muscles related to
an injured joint.

In conclusion, our study confirmed the initial
hypothesis that joint inflammation activates the
proteolytic program on muscles functionally related
to this joint, inducting genes related to proin-
flammatory, atrophy, and mass control pathways.
In addition, muscle atrophy is only observed after
7 days of joint inflammation, and the recovery of
muscle trophism is observed at 15 days, when
transcriptional program is normalized.
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Effects of low-level laser therapy after nerve
reconstruction in rat denervated soleus
muscle adaptation

Efeitos do laser de baixa poténcia apds reconstrucao nervosa na adaptacao do
musculo séleo de rato

Marcela A. Silva-Couto, Davilene Gigo-Benato, Carla R. Tim, Nivaldo A. Parizotto, Tania F. Salvini, Thiago L. Russo

Abstract

Background: Peripheral nerve injury (PNI) rehabilitation remains a challenge for physical therapists because PNl effects are very disabling.
Low-level laser therapy (LLLT) has been described as a physical resource that is able to influence enzymes called metallopeptidases
(MMPs) associated with extracellular matrix (ECM) turnover, thus accelerating neuromuscular recovery after nerve crush injuries.
However, the effects of LLLT in the treatment of severe nerve injuries and denervated slow-twitch muscles are still inconclusive.
Objectives: The aim of this study was to evaluate the effects of different wavelengths and energy densities of LLLT irradiation, applied
to a severe nerve injury after reconstruction, on denervated slow-twitch skeletal muscle adaptation. Method: Rats were submitted to a
neurotmesis of the sciatic nerve followed by end-to-end neurorrhaphy. They received transcutaneous LLLT irradiation at the lesion site.
The LLLT parameters were: wavelengths - 660 or 780 nm; energy densities - 10, 60 or 120 J/cm?; power - 40 mW; spot - 4 mm?. Sciatic
functional index (SFI), histological, morphometric, and zymographic analyses were performed. One-way ANOVA followed by Tukey’s
test was used (p=<0.05). Results: An atrophic pattern of muscle fibers was observed in all injured groups. The MMP activity in the soleus
muscle reached normal levels. On the other hand, SFI remained below normality after PNI, indicating incapacity. No difference was
found among PNI groups submitted or not to LLLT in any variable. Conclusions: LLLT applied to the nerve post-reconstruction was
ineffective in delaying degenerative changes to the slow-twitch denervated muscles and in functional recovery in rats. New studies on
recovery of denervated slow-twitch muscle are necessary to support clinical practice.

Keywords: neurological rehabilitation; nerve injury; laser therapy; skeletal muscle; physical therapy.

Resumo

Contextualizacéo: A reabilitagao das lesdes nervosas periféricas (LNP) ainda é um desafio para a fisioterapia. A terapia com o laser de
baixa poténcia (LBP) é descrita como um recurso fisico capaz de interagir com enzimas relacionadas a alteragéo da matrix extracelular.
Denominadas metalopeptidases (MMPs), essas enzimas atuam durante a recuperagao neuromuscular apés LNP. No entanto, os efeitos
da LBP no tratamento de musculos desnervados de contragéo lenta apés LNP graves ainda s&o inconclusivos. Objetivo: Avaliar os
efeitos de diferentes comprimentos de onda e densidades de energia de irradiagcéo de LBP, aplicado sobre o local do nervo apés LNP
grave e reconstrugédo. Método: Ratos foram submetidos a neurotmese do nervo isquiético e neurorrafia término-terminal. Os parametros
do laser sdo: comprimento de onda: 660 ou 780 nm; densidades de energia: 10, 60 ou 120 J/cm?; poténcia: 40 mw; spot: 4 mm?2. O
indice funcional isquiatico (IFC) e andlises histolégicas, morfométricas e zimografia foram realizados. ANOVA one-way e teste de
Tukey (p=<0,05) foram utilizados. Resultados: Um padr&o atréfico das fibras musculares foi observado em todos os grupos com LNP. A
atividade das MMPs no musculo séleo alcangaram niveis normais. Entretanto, o IFC permaneceu inferior & normalidade apés a LNP,
indicando incapacidade. Nao houve diferenga entre os grupos de LNP submetidos ou ndo a LBP em qualquer variavel. Concluséo:
O LBP ¢ incapaz de retardar alteracées degenerativas em musculos séleos desnervados e é ineficaz na recuperacao funcional de
ratos. Novos estudos sobre a recuperagado do musculo de contragéo lenta desnervados séo necessarios para apoiar a pratica clinica.

Palavras-chave: reabilitacdo neurolégica; desnervagéo; laserterapia; musculo esquelético; fisioterapia.
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Low-level laser therapy and denervated muscle

Introduction

Peripheral nerve injury (PNI) rehabilitation remains a
challenge for physical therapists. This type of injury causes pa-
ralysis and causes profound degenerative alterations to skeletal
muscle, leading to atrophy' and force deficits? thus impairing
funcionality®. According to a Brazilian study, out of 456 cases
analyzed, 41% of PNIs are neurotmesis’. In this type of PNI,
there is nerve discontinuity as well as perineural disruption
and in many cases loss of nerve tissue®. The patient is impaired
both economically and socially in the occurrence of PNI, there-
fore post-operative treatment should aim for maximal restora-
tion of patient functionality by stimulating neuronal growth
and maintaining muscle trophism until reinnervation occurs.

The denervated skeletal muscle is a rich scenario of modifi-
cations that still has not been fully clarified. PNIs usually gener-
ate not only muscle fiber atrophy, but also incite alterations to
the extracellular matrix (ECM) surrounding these fibers®. For
example, denervated muscles have extensive endomysium and
perimysium proliferation’. Often such proliferation can be as-
sociated with flexibility reduction, fibrosis, and deficits in the
conduction of tension forces’. In this sense, ECM reorganisa-
tion is an important element to understanding the mecha-
nisms of muscle adaptation in denervation.

MMPs are a zinc-dependent proteolytic enzyme family in-
volved in the ECM remodeling process. They can be synthesized
and secreted in the skeletal muscle by Schwann cells, satellite
cells, and fibroblasts, specifically in the intramuscular nerves
and the neuromuscular junction (NMJ)*. Among these en-
zymes, the MMP-2 (gelatinase A) and the MMP-9 (gelatinase B)
are key to the ECM remodeling process in the skeletal muscle
during changes in the intensity of physical activity or in cases
of changes to task demands and to the process of injury repair®.

These enzymes are known for acting on a non-fibrillar form
of type IV collagen degradation and interstitial collagen hy-
drolysis'. The investigation concerning MMP activity is clini-
cally relevant because MMPs act directly on collagen turnover
and, therefore, on fibrosis formation, flexibility reduction, and
mechanical force alterations in denervated muscles’. Further-
more, previous studies reported that MMPs can be involved
in the reinnervation process of denervated muscle fibers®!
and probably allow axonal growth cones to advance into the
muscle ECM.

In this context, the regulation of MMPs in denervated
muscles has great importance to clinical practice. Understand-
ing how the resources normally used by the rehabilitation team
can affect MMP activation can provide a scientific basis for its
use in humans. Among the possible candidates that promote
neuromuscular recovery in PNI is low-level laser therapy (LLLT).

Recently, it was demonstrated that LLLT accelerates muscle
fiber cross-section area (CSA) recovery in denervated fast-twitch
muscles of rats when LLLT is applied to crushed nerves®. These
authors concluded that LLLT irradiation accelerated neuromus-
cular recovery by increasing MMP-2 activation in the injured
nerve and inhibiting the activation of MMP-9 and -2 in injured
nerves and denervated muscles, respectively. These changes in
MMP activation were also associated with walking recovery®.
This study has brought subsidies for future indications of LLLT
use in humans. However, studies are needed on slow-twitch
muscle adaptation during severe nerve injuries.

The objective of this study was to evaluate the response
of a denervated slow-twitch skeletal muscle (soleus) to LLLT
irradiation applied to an injured nerve. A severe nerve injury
model (neurotmesis), followed by end-to-end neurorrhaphy
reconstruction, was used in the present study in an attempt
to mimic clinical situations. Furthermore, special attention
was given to the selection of irradiation parameters, muscle
function and trophism, and ECM adaptation in denervated
muscles. This work is relevant to neurological rehabilitation
because it considers a common situation in physical therapy
practice. Moreover, the use of the animal model in this study
is justified due to ethical reasons surrounding the biopsy
of denervated muscles in humans. Finally, the hypothesis of
this study was that LLLT irradiation in injured-reconstructed
nerves is able to accelerate nerve recovery and muscle reinner-
vation, improving function and reestablishing soleus muscle
trophism via the regulation of MMP activity.

Method

Animal care and experimental groups - Sixty-four male
3-month-old Wistar rats (275 g) were used. The animals were
housed in plastic cages in a room with controlled environmental
conditions and free access to water and standard food. The Eth-
ics Committee of Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar),
Séo Carlos, SP, Brazil, approved the experimental procedures
(Process 001/06), and the study was conducted in accordance
with the national guide for care and use of laboratory animals.

Experimental groups

The animals were randomly divided into eight groups (n=8):
(1) normal (N) in which the animals received no intervention
and remained free in the cage for 84 days; (2) transected nerve
and end-to-end neurorrhaphy (TT) with simulation treatment
(placebo) for one minute; (3) transected nerve and end-to-end
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neurorrhaphy irradiated with LLLT 660 nm 10 J/cm?(TT660 10);
(4) transected nerve and end-to-end neurorrhaphy irradiated
with LLLT 660 nm 60 J/cm? (TT660 60); (5) transected nerve and
end-to-end neurorrhaphy irradiated with LLLT 660 nm 120 J/cm?
(TT660 120); (6) transected nerve and end-to-end neurorrhaphy
irradiated with LLLT 780 nm 10 J/cm?(TT780 10); (7) transected
nerve and end-to-end neurorrhaphy irradiated with LLLT 780 nm
60 J/cm?(T'T780 60); (8) transected nerve and end-to-end neuror-
rhaphy irradiated with LLLT 780 nm 120 J/cm?(TT780 120).

Surgery procedure

The animals were anesthetised with an intraperitoneal in-
jection of a premixed solution containing ketamine (95 mg/kg)
and xylazine (12 mg/kg). The skin was shaved and cleaned with
10% povidone iodine. A 2-cm-long incision was made on the
skin through a gluteal approach and the left sciatic nerve was
exposed. The sciatic nerve was cut and sutured with a nylon
monofilament 8.0 in the epineural region only. This microsur-
gical procedure was performed by visualization of a surgical
magnifying lens with 4x magnification. The nerves were kept
moist with 37°C sterile saline solution throughout the surgi-
cal intervention. After surgery'"'" the animals were housed in
single cages and fed rat chow and water ad libitum. For the first
four days, acetaminophen (13.5 mg/100 mL) was added to the
water for pain reduction. A single dose of the antibiotic Ter-
ramycin (1 mg/0.1 mL) was administered to prevent secondary
complications related to possible infections.

LLLT protocol and experimental design

Biostimulation was carried out using a gallium-alumi-
num-arsenide laser device (TWIN LASER, MM Optics, Sdo
Carlos, SP, Brazil) with the following parameters: continuous
radiation, wavelength: 660 or 780 nm, power: 40 mW, spot area:
4 mm?, energy density at the point of entry: 10, 60 or 120 J/cm?
The time of stimulation was predetermined by the device fol-
lowing the abovementioned parameters. All parameters were
obtained from Gigo-Benato et al.’ and are described in detail in
Table 1. Calibration was performed by MM Optics (Séo Carlos,
SP, Brazil). Briefly, a calibrated powermeter was used to verify
the power of the laser device. This verification was approved
only if the deviation was not higher than 20% of mean value.

Radiation was applied transcutaneously after shaving the
skin over the site of the surgery (recognizable for the pres-
ence of the surgical scar) at two points along the sciatic nerve,
one above and one below the scar site, and two centimetres
apart. Applications were made daily for 10 consecutive days

beginning on the first day after surgery and on alternative days
for another month. The animals were handled with care. Laser
biostimulation did not cause any pain or distress to the ani-
mals, therefore it was not necessary to use anesthesia.

Assessment of nerve function recovery

The assessment of nerve function recovery was carried out
by calculating the sciatic functional index (SFI) as described by
Bain, Mackinnon and Hunter'. Animals were tested in a con-
fined walkway 42 cm long and 8.2 cm wide, with a dark shelter
at the end. A white sheet of paper was placed on the floor of
the rat walkway. The rats’ hind paws were pressed down onto
a finger paint-soaked sponge, and they were then allowed to
walk down the walkway leaving their hind footprints on the
paper. Three measurements were taken from the footprints: (1)
the print length (PL), i.e. the distance from the heel to the third
toe; (2) the toe spread (TS), i.e. distance from the first to the
fifth toe; and (3) the intermediate toe spread (ITS), i.e. distance
from the second to the fourth toe. All three measurements
were taken from the experimental (E) and normal (N) sides.
The SFI was calculated according to the following equation'*:

SFI = -38.3[(EPL-NPL)/NPL]+109.5[(ETS-NTS)/
NTS]+13.3[(EITS-NITS)/NITS]-8.8

Muscle evaluation

The right soleus muscles were carefully dissected to avoid
mechanical injuries. The muscles were then divided in half
at the middle of the belly. The proximal fragment was used
for the histological and morphometric measurements. The
distal fragment was immediately frozen in liquid nitrogen
and stored at -80°C (Forma Scientific, Marietta, OH) for the
zymographic analysis.

Afterwards, the proximal fragment was frozen in isopen-
tane, previously frozen in liquid nitrogen. Muscle samples
were placed in plastic tubes and stored at -80°C. Histological
serial cross-sections (10 um), cut transversely to the muscle
main axis, were obtained with a HM 505E cryostat (Microm,
Walldorf, Germany) at a level corresponding to the middle
belly of the muscle. Muscle sections were stained with 1% tolu-
idine blue/1% borax. Pictures from five different regions were
obtained using a light microscope (Axiolab, Carl Zeiss, Jena,
Germany) equipped with a digital camera (AxioCam HRc, Carl
Zeiss, Germany). From each picture, the CSA of 70 randomly
chosen fibers was measured using the software Axiovision 3.0.6
SP4 (Carl Zeiss, Jena, Germany).
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Table 1. Parameters of LLLT application in different experimental groups.

Experimental Groups Wavelength Power Energy density Total energy emitted Time ON
n=8 (nm) (mW) (J/cm?) per point (J)* (s)

N - - - - -

1T Simulated Simulated Simulated Simulated 60
17660 10 660 40 10 12 30
TT660 60 660 40 60 24 60
TT660 120 660 40 120 48 120
1178010 780 40 10 1.2 30
TT780 60 780 40 60 24 60
17780120 780 40 120 48 120

*Total energy for point (J) = Power (W) x Time on (s).
Zymography

Tissue extraction and zymographic analysis was performed
according to current methodology''. The molecular mass of
gelatinolytic activities was determined by comparison to refer-
ence protein molecular mass marker PageRuler Prestained Pro-
tein Ladder (Fermentas Life Sciences, Burlington, ON, Canada).
Activitybands wereidentified following a previous description’,
according to their molecular weights (pro-MMP-2: 72 kDa;
intermediate-MMP-2: 64 kDa; and active-MMP-2: 57 kDa and
pro- MMP-9: 92 kDa; intermediate-MMP-9: kDa; active-MMP-9:
81 kDa). Densitometric quantitative analysis of the protein
bands in the zymography was performed using the software
GeneTools v3.06 (Syngene, Cambridge, UK).

Statistical analysis

The Shapiro-Wilk test and Levenes test were applied to evalu-
ate the normality and homogeneity of the results, respectively.
Repeated measures ANOVA was performed for the SFI. For the
muscle-fiber cross-sectional area and the MMP activity variables,
one-way ANOVA was used to identify possible differences among
groups. When differences were observed, Tukey’s test was per-
formed. For all tests, the significance level was set at 5% (p=<0.05).

Results @ ::.
Sciatic functional index (SFI)

The pre-neurotmesis (pre-TT) SFI values were considered
normal (-7.44). No difference was found among the experimental
groups in the pre-TT moment (p>0.05; Figure 1). As expected, on
the first day after injury there was a reduction in the SFI com-
pared with pre-TT in all injured groups (p>0.05; Figure 1). On the
last day (84" day), a partial functional recovery was observed in
all injured groups when compared to day 1 (p<0.05; Figure 1).

Nevertheless, these values remained inferior to those values ob-
served in the normal group (p<0.05; Figure 1), with no difference
among injured groups on day 84 post-injury (p>0.05; Figure 1).
No difference was detected among the groups at any point be-
tween the first and the last day (data not shown).

Muscle morphology and cross-sectional area (CSA)

The muscle morphology analysis showed an atrophic pat-
tern of muscle fibers for all injured groups (LLLT irradiated or
not) when compared to the normal group (Figure 2). Connec-
tive tissue proliferation was observed in the denervated soleus
muscles (Figure 2B-G), specially surrounding the muscle fibers
(endomysium) and fiber bundles (perimysium) compared to
Normal group (Figure 2A).

Moreover, angulated and degenerated fibers were
observed in all denervated groups (Figure 2B-G). These
characteristics are a direct indication of skeletal muscle
modifications caused by the absence of innervation. In these
groups, central nuclei were also observed, confirming the
myopathic phenotype (Figure 2I).

Muscle fiber atrophy was confirmed by muscle fiber CSA
measurement. All denervated groups showed smaller muscle
fiber CSA than normal (p<0.05; Figure 3; TT: -69.2%, TT660 10:
-61.5%; TT660 60: -46.1%; TT660 120: -64.1%; TT780 10: -51.3%;
TT780 60: -53.8% and TT780 120: -52.6%). No difference was
observed among denervated groups (p>0.05; Figure 3).

MMP activity in denervated soleus muscle

The MMP-9 activity was not detected in any samples of
the soleus muscle. In comparison, three MMP-2 isoforms were
located (pro, intermediate, and active) in all groups. A repre-
sentative gel is shown in Figure 4A.

Densitometric analysis showed no difference among de-
nervated and normal groups in any of the isoforms (p>0.05;
Figure 4B-D).
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pre-injury (-7.44). On the 1% day post-injury, as expected, there is a significant drop
(-110.40) compared to the pre-injury phase. At 84 days post-injury, recovery may be
observed in the index, but still well below normal levels (p<0.05).

Figure 1. Sciatic functional index (SFI) in different experimental groups.

Discussion

The present study demonstrated that LLLT applied to
reconstructed nerve with the parameters investigated here
is unable to avoid degenerative modifications to denervated
slow-twitch muscles and ineffective in recovering functional-
ity in rats. The present results did not corroborate the findings
observed in denervated fast-twitch muscles whose crushed
nerves were irradiated with LLLT®.

Recently, Gigo-Benato et al® pointed out that LLLT irra-
diation of crushed sciatic nerves caused acceleration in nerve
regeneration and contributed toward CSA recovery in the tibi-
alis anterior (TA) muscles of rats. They also demonstrated that
a wavelength of 660 nm, with energy densities of 10, 60, and
120 J/cm?® was effective in increasing the MMP-2 activity of
the injured nerves, possibly facilitating axonal growth through
laminin, fibronectin, and type IV collagen degradation'®. In ad-
dition, LLLT decreased the MMP-9 activity of these nerves,
which probably helped to attenuate the inflammatory process.
Finally, they demonstrated a decrease in MMP-2 activity in the
TA muscles of the crushed groups irradiated with 660 nm LLLT.
The factors that hinder a direct comparison between this and
the present study are the differences between the experimental
models, namely, the crushing model compared to the nerve
section model and the different investigation times.

Figure 2. Soleus muscle cross-section of the different experimental groups
stained with toluidine blue: A) N; B) TT; C) TT660 10; D) TT660 60; E) TT660
120; F) TT780 10; G) TT780 60; H) TT780 120; and I) TT660 120. White arrows
indicate muscle fibers with centralized nuclei; black arrows indicate the angled
fibers; asterisks indicate proliferation of connective tissue; and arrow heads
indicate the degenerating fibers.

Another factor that may have influenced the findings re-
lated to muscle trophism is fiber composition. Gigo-Benato et
al.? investigated fast-twitch muscles (TA) composed mainly of
type II fibers. However, the present study focused on a slow-
twitch muscle (soleus) composed mainly of type I fibers'. It has
been well described in the literature that slow-twitch muscles
exert antigravity function® and respond more to immobiliza-
tion and disuse situations if compared to fast-twitch muscles.
Furthermore, the reduction in oxidative capacity, and the
increase in glycolytic metabolism in denervated slow-twitch
muscles combined with muscle fiber phenotype transition
(from type I to type II) can also interfere with muscular adap-
tative response'¥*.

Another difference between these studies lies in the fact
that: first, slow-twitch muscle fibers are innervated by small
motoneurons and fast-twitch muscle fibers are innervated by
larger motoneurons®®; and second, that after a nerve injury,
Wallerian degeneration occurs from the proximal stump to-
wards the distal followed by neuronal growth cone advance®.
Thus, a hypothesis generated for the present study is that LLLT
could selectively stimulate the neuronal growth cones of large
motor units. This hypothesis can be corroborated by two other
facts: 1) large motoneuronal growth cones have more mito-
chondria than those of small motoneurons® and 2) there is evi-
dence that LLLT can act selectively on oxidative metabolism
by activating the mitochondrial respiratory chain®. LLLT acts
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Figure 3. Cross-sectional area (CSA) of soleus muscles from the different experimental groups.

A)  xa
74 KDa
57 KDa
B
) Pro

15-

5 4.
>

0 il

TT660 10 TT660 60 TT660 120 TT780 10 TT780 60 TT780 120
C) 2

15 4 Intermediary

tjliliill

T TT660 10 TT660 60 TT660 120 TT780 10 TT780 60 TT780 120

Arbitrary Units

nNo
i

D)

Active

]Iiiiiii

T TT660 10 TT660 60 TT660 120 TT780 10 TT780 60 TT780 120

Arbitrary Units
- o

o
[&,]
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Figure 4. MMP-2 activity in denervated soleus muscle.
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on cellular metabolism increasing the size and amount of mi-
tochondria, and oxygen consumption®*. Thus, we believe that
LLLT could stimulate the mitochondria of large motor units,
facilitating growth cone advance. However, future studies must
be performed to test this hypothesis.

Regarding MMP-2 activity, normal levels were found in all
denervated soleus muscles. This can be attributed to timing.
Demestre et al.® reported an increase in MMP-2 activity in
denervated soleus muscles 20 and 40 days after crush nerve in-
jury and a return to normal levels 63 and 72 days after injury, in
accordance with the present study. Thus when comparing two
types of injury, it is possible to reach the conclusion that MMP
activity is normal in later phases of post-neurotmesis recovery.

In contrast, these normal levels of MMP-2 activity could be
related to a state of balance that atrophic muscles can reach.
Recent studies reported that other degradation pathways,
i.e. autophagic pathway, can be involved in late denervated
muscle atrophy. In addition, skeletal muscles have strategies to
inhibit these pathways and preserve myofibrillar organization,
such as the increase in Runx1 (Runt-related transcription fac-
tor 1) expression®. The present study corroborates this finding
because the muscle fiber analysis of the denervated groups
showed many signs of injury-regeneration cycles, such as cen-
tral nucleus and fiber fragmentation. Angled fibers were also
observed in all denervated groups, showing a homogeneous
pattern in these muscles.

Considering functional recovery, it should be observed
that the injury model used in the present study is slower than
crush models, with worse prognosis and longer recovery. De S&
et al.** demonstrated that 80% of nerve function was recovered
within 60 days of end-to-end neurorrhaphy. The authors sug-
gested that in a few more weeks the repairing process could
be complete. Hence, when evaluating the period of 84 days
post-injury, we observed a significant, albeit incomplete, func-
tional improvement in all injured groups (LLLT irradiated or
not). New studies should investigate longer times after injury
in order to determine the moment of total functional recovery.

It is also worth noting that the present study carried out
a dose-response curve following recommendations of clini-
cal protocols of LLLT application. For the wavelength, some
studies demonstrated that either visible*** or near-infrared
lasers™ are able to stimulate neuronal growth. Energy density
is another important parameter to be considered when inves-
tigating LLLT effects. Analysis of published results showed that

LLLT at different levels of energy density (ranging from <10 to
150 J/cm?) are effective in promoting nerve regeneration. The
same is observed for time of irradiation which varies from
<1 min to 90 min. But despite the evidence that light can affect
nerve recovery, the literature is still unclear on the best combi-
nation of parameters to improve the regenerative process. Fi-
nally, all published studies that reported good results in nerve
regeneration used continuous LLLT**%, The present study
followed all of these recommendations.

The results of the present study have significant clinical
considerations. Based on our findings, therapists should keep
in mind that denervated slow-twitch muscles do not recover
as quickly as fast-twitch muscles®. Future studies should focus
on interventions not only for the injured nerve, but also for the
denervated muscle. Muscle stretching, electrical stimulation,
and LLLT have already shown significant results in PNI treat-
ment*, thus, they should also be considered in future studies
for the recovery of denervated slow-twitch muscles.

The present study has some limitations that should be
considered. A time-course curve to verify cellular and mo-
lecular modifications could provide information about the
MMP activity pattern over time and possible correlations with
morphological findings. Furthermore, a comparison between
fast- and slow-twitch muscles is necessary to investigate the
differences in the reinnervation process and MMP content/
activity according to muscle type. Although the present study
focused on muscle investigation, other studies should consider
the evaluation of morphological and molecular nerve aspects
to provide evidence of interaction between LLLT and periph-
eral nerves.

In conclusion, using a severe PNI standardized model and
an LLLT protocol based on literature recommendations, we
found that LLLT applied to injured nerves, regardless of the
dose, was ineffective in accelerating functional recovery and
improving denervated slow-twitch muscle trophism in rats.
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Anidlise da Folha de Rosto
A Folha de Rosto estd completamente preenchida e devidamente assinada.

Descrigao sucinta dos objetivos e justificativas

Objetivo geral

Avaliar o volume e o desempenho dos musculos extensores do joelho e correlaciond-los aos niveis
séricos de IGF-1 e IGFBP-3 em individuos hemiparéticos cronicos e saudéveis.

Objetivos especificos

Correlacionar as varidveis de torque e poténcia muscular dos misculos extensores de joelho, obtidos em
avaliagdo isocinética, funcionalidade de membros inferiores, volume muscular obtido por RNM, com os
niveis séricos de IGF-1 e de IGFBP-3 em individuos hemiparéticos cronicos e saudéveis.

Apesar dos niveis de IGF-1 e IGFBP-3 terem sido investigados em varias populagdes, nenhum estudo
avaliou tais niveis em individuos hemiparéticos. Em resumo, podemos concluir que IGF-1 e IGFP-3 sdo
biomarcadores que executam uma boa correlagdo com as varidveis relacionadas ao desempenho muscular
e que trardo respostas esclarecedoras quanto aos mecanismos moleculares de controle da massa muscular
em individuos hemiparéticos cronicos.

Desta forma, a hip6tese do presente estudo € que os individuos hemiparéticos cronicos apresentarao
diminui¢do do volume e desempenho musculares relacionados a redugdo dos niveis séricos de IGF-1 e
IGFBP-3 quando comparados a individuos sauddveis.

Metodologia aplicada

O estudo serd realizado através de protocolos de avaliagdo clinica, de avaliagio em dinamémetro
isocinético. de avaliagdo por eletromiografia e de avaliagio da fungdo motora, além de andlises de niveis
séricos de IGF-1 e IGFBP-3. Fardo parte do estudo 26 sujeitos, dividides em dois grupos denominados
grupo hemiparético e grupo controle. O grupo hemiparético terd 13 sujeitos com hemiparesia cronica
decorrente de AVE unilateral, de origem isquémica ou hemorragica, de quaisquer hemisférios, podendo
ser de ambos os géneros. Serdo incluidos no grupo controle 13 sujeitos sauddveis, que apresentarem
idade e género pareados com o grupo hemiparético

Identificacio de riscos e beneficios

Os autores relatam que a pesquisa oferece baixo risco aos participantes e descrevem alguns cuidados para
ndo tornar estes riscos reais, “As avaliagoes s6 serdo realizados mediante ao resultado positivo do exame
de aptidio fisica realizado por um médico e a condigio suficiente de independéncia e funcionalidade
avaliados por fisioterapeuta. A Ressonincia Nuclear Magnética s6 serd realizada na auséncia de protese
metdlica ou marca-passo cardiaco. No caso de pacientes de género feminino. se estiver grivida ou
amamentando ndo realizard este exame. O paciente serd cuidadosamente monitorado quanto a freqiiéncia
cardiaca e a pressdo arterial. Caso algum procedimento promova dor ou desestabilizagdo dos sinais vitais
(hipertens@o arterial e batimentos cardiacos) serd interrompido. Se necessdrio serd encaminhado para
uma unidade de saide mais proxima.”

Relatam os beneficios: “Dentre os beneficios que este estudo promove o acesso a avaliagdo minuciosa e
de alto custo e tecnologia. Serd oferecido material educativo com objetive de promover alteragoes na
qualidade de vida através de incentivo a prevengdo do AVE. Serdo oferecidas orientagdes realizadas
referentes ao cuidado do paciente neuroldgico.”
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Forma de recrutamento
Os sujeitos hemiparéticos serdo recrutados da Unidade Saide Escola (USE/UFSCar) e da comunidade
local através de divulgagdes realizadas em veiculos de comunicag¢ao como radio, cartazes e panfletos.

Critérios de inclusdo

Serdo incluidos no estudo os sujeitos que apresentarem ocorréncia do dltimo episédio de AVE hé mais de
6 meses (BAYS, 2001), sem mudangas documentadas no comprometimento motor ou sensorial, tonus
muscular ou atividade reflexa nos 3 meses prévios a participacdo do sujeito no estudo. A faixa etiria
estard compreendida entre 40 e 70 anos. Serd realizada anilise por faixa etdria a cada 10 anos.

Critérios de exclusao

Serdo excluidos do estudo quaisquer sujeitos (hemiparéticos e controle) que apresentem: doengas
cardiovasculares graves (insuficiéncia cardfaca, arritmias ou angina pectoris); doencas reumatolégicas;
hepato-patologias; diagnéstico de cincer; reposi¢do hormonal ou terapias medicamentosas que alterem a
regulagio de niveis de IGF-1 ou a sua resposta no misculo esquelético; pacientes que ndo possam doar
sangue e que apresentem alguma altera¢do na coagulacdo sanguinea: indice de massa corporal (IMC)
maior que 28 kg/m? alterando a confiabilidade dos dados de EMG; outras doengas ortopédicas ou
neurol6gicas que comprometam a coleta de dados por meio do teste isocinético e deficiéncias cognitivas
ou de comunicagio que impossibilitem a realizagio dos procedimentos. Individuos com antecedentes de
lesdo no joelho ou nos miisculos dos membros inferiores também serdo excluidos. A presenga de dor
durante os procedimentos serd considerada critério de exclusao.

Cronograma
O cronograma parece adequado para a realiza¢do da pesquisa.

Orc¢amento financeiro detalhado

Os 39 exames de imagem do tipo ressonancia magnética, o material de consumo kits de processamento
para a andlise dos niveis séricos e o auxilio para tranporte dos pacientes sardo custiados pela FAPESP,
verba do pesquisador coordenador do projeto {orientador). O aluno responsavel pelo projeto possui a
bolsa institucional da agencia CNPq.

Adequacdo do TCLE
Adequado.

Identificacdo dos curriculos dos participantes da pesquisa
Os curriculos dos participantes sdo adequados para a realizacdo da pesquisa.

Comentarios
Trata-se de uma pesquisa que considera os aspectos da Resolugdo 196/96 em relagio ao desenvolvimento
de pesquisa com seres humanos.

Conclusao
O projeto atende a Resolugao 196/96. Aprovado.

Normas a serem seguidas:

» O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa. sem penaliza¢do alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96
Item IV.1.f) e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. na integra, por
ele assinado (Item [V.2.d).

+ O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apds andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item
I11.3.2), aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (Item
V.3) que requeiram ac¢io imediata.
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« O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes

que alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Itrem V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido {mesmo que tenha sido em outro centro) e
enviar notificagio ao CEP e &4 Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitdria — ANVISA - junto com seu
posicionamento.

+ Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta. identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo 1 ou II apresentados anteriormente 4 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envid-las
também A mesma, junto com o parecer aprobatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial
(Res. 251/97, item I11.2.e).

+ RelatGrios parciais e final devem ser apresentados ao CEP. inicialmente dentro de | (um) ano a partir
desta dada e ao término do estudo.

Sio Carlos, 11 de maio de 201 1.

L -~ .- o~ -
Prof. Dr. Daniel Véndruscolo
Coordenador do CEP/UFSCar
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