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RESUMO

Contextualizagdo: Alteracbes na musculatura do membro parético em decorréncia do
Acidente Vascular Cerebral (AVC) podem resultar em mudancas nas propriedades mecanicas
da musculatura, como fraqueza muscular e aumento da resisténcia ao alongamento. Estudos
que caracterizem os componentes do muasculo, como o tecido ndo contratil, e biomarcadores
relacionados a proliferacdo de tecido conjuntivo (como TGF-B1 e miostatina) S0 necessarios
e clinicamente relevantes para o entendimento da resisténcia ao alongamento de musculos
paréticos. Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a concentragdo sérica de TGF-p1
e miostatina, o volume percentual de tecido ndo contratil e o pico de torque passivo e
resisténcia ao alongamento (“stiffness”) dos musculos extensores e flexores do joelho de
hemiparéticos cronicos. Materiais e Métodos: Estudo transversal. Quatorze sujeitos com
hemiparesia cronica pos-AVC e quatorze sujeitos saudaveis pareados participaram deste
estudo. Os membros parético, ndo parético e controle, foram avaliados. Imagens por
ressonancia magnética foram obtidas em todos 0s sujeitos e 0 volume percentual de tecido
ndo contratil dos musculos do quadriceps e dos isquiotibiais foi mensurado. As concentracfes
séricas de TGF-B1 e miostatina foram quantificadas pelo método ELISA. O pico de torque
passivo e a resisténcia ao alongamento passivo (“stiffness”) dos musculos extensores e
flexores do joelho foram obtidos a 60°/s em dinam6metro isocinético e avaliados ao longo de
intervalos de ADM. Resultados: Foi observado um aumento no volume percentual de tecido
ndo contratil nos muasculos vasto medial (VM) e vasto lateral (VL) do membro parético
comparado ao ndo parético (p<0,05). Ainda, houve um aumento no volume percentual de
tecido ndo contréatil nos masculos semitendinoso e semimembranoso (SS) do membro parético
comparado ao membro controle (p<0,05). N&o foram observadas diferencas nas
concentracOes séricas de TGF-B1 e miostatina entre os grupos (p>0,05). Houve um aumento
no pico de torque e na resisténcia ao alongamento passivo extensor com o aumento da
amplitude de movimento (ADM) nos membros parético, ndo parético e controle, sem
diferencgas entre os membros (p>0,05). Em relacdo aos flexores, também houve um aumento
no pico de torque ao longo da ADM nos membros parético, ndo parético e controle. No
entanto, 0 membro ndo parético apresenta valores de pico de torque menores que o parético e
controle em amplitudes menores (p<0,05). O membro parético aumenta a resisténcia de forma
mais acentuada em ADM intermediaria (50-40°) comparado ao controle (p=0,02). Houve
correlacdo moderada entre a concentragdo serica de TGF-f1 e o pico de torque flexor do
membro parético, considerando-se a ADM completa (p=0,01; r=0,736). Conclusao:
Musculos paréticos, extensores e flexores do joelho, apesar de possuirem aumento de tecido
ndo contratil, apresentam resisténcia ao alongamento semelhante a masculos de individuos
saudaveis. Musculos flexores do joelho dos membros ndo parético apresentam menor
resisténcia passiva ao alongamento comparado a individuos saudaveis, sem alteracdes no
conteddo ndo contratil. Além disso, individuos hemiparéticos cronicos nao apresentam
alteracbes nas concentracdes séricas de TGF-B1 e miostatina comparados a individuos
saudaveis.

Palavras-chave: AVC, musculo esquelético, tecido ndo contratil, biomarcadores séricos,

torque passivo, reabilitacao.



ABSTRACT

Background: Muscle changes of paretic limb resulting from stroke lead to changes in the
mechanical properties of muscles, such as muscle weakness and increased resistance to
stretching. Studies that characterize the components of the muscle tissue, as the non-
contractile, and biomarkers related to proliferation of connective tissue (such as TGF-1 and
myostatin) are clinically relevant and necessary for understanding of the resistance to
stretching of paretic muscles. Therefore, the aim of this study was to evaluate the serum
concentration of TGF-B1 and myostatin, the percentage volume of non-contractile tissue and
passive peak torque and resistance to stretching (stiffness) of the extensor and flexor muscles
of the knee in chronic hemiparesis. Methods: Cross-sectional study. Fourteen subjects with
chronic hemiparesis post stroke and fourteen healthy paired-subjects participated in this study.
Paretic, non-paretic and control limbs were evaluated. MRI images were obtained in all
subjects and the percentage volume of non-contractile tissue of the quadriceps and hamstrings
was measured. Serum TGF-B1 and myostatin concentrations were quantified by ELISA
method. Passive torque peak and resistance during stretching (stiffness) of extensors and
flexors muscles of knee were assessed at 60°/s using isokinetic dynamometer. Results: An
increase in the percentage volume of non-contractile tissue in VM and VL of paretic limb
compared to non-paretic limb was observed (p<0,05). Also, an increase was observed in the
percentage volume of non-contractile tissue in SS in paretic limb compared to control limb
(p<0,05). No differences were observed in serum TGF-f1 and myostatin concentrations in
hemiparetic group compared to the control group (p> 0.05). Regarding passive torque, there
was an increase in peak torque and resistance during passive stretching of extensor muscles
with increasing ROM of paretic, non-paretic and control limbs (p<0,05), but no differences
were found among limbs (p>0,05). In relation to flexor muscles, there was also an increase in
peak torque along the ROM of the three limbs (p<0,05). However, non-paretic limb has lower
values of peak torque than control and paretic limbs in lower ROM (p<0,05). Paretic limb
increases resistance in a more accentuated pattern at intermediate ROM (50-40°) compared to
control (p=0,02). A moderate correlation was observed between TGF-1 serum concentration
and flexor peak torque of paretic limb, considering complete ROM (p=0,01; r=0,736).
Conclusion: Paretic muscles, extensors and knee flexors, although they have increased non-
contractile tissue, exhibit similar resistance to stretching the muscles of healthy subjects. Knee
flexor muscles of the non-paretic limbs have less passive stretch resistance compared to
healthy subjects without changes in non-contractile content. Furthermore, no changes in
serum concentrations of TGF-f1 and myostatin in chronic hemiparetic compared to healthy
subjects were observed.

Keywords: stroke, skeletal muscle, non-contractile tissue, serum biomarkers, passive torque,

rehabilitation.
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo foi organizada segundo as normas do Programa de Pds-Graduagdo em
Fisioterapia da UFSCar. Uma contextualizacdo sera apresentada inicialmente, com
detalhamento da linha de pesquisa na qual o estudo esta inserido. Em seguida, 0 manuscrito
originado a partir deste estudo é apresentado na formatacdo exigida pela revista na qual foi
submetido: “Archives of Physical Medicine and Rehabilitation”, classificada como Qualis Al

pela CAPES. E, por fim, serdo descritas as atividades desenvolvidas no periodo.
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CONTEXTUALIZACAO

O presente estudo faz parte de uma linha de pesquisa desenvolvida no Laboratdrio de
Pesquisa em Fisioterapia Neurologica (LaFiN) em colaboracdo com o Laboratério de
Plasticidade Muscular, ambos do Departamento de Fisioterapia da UFSCar. Esta linha de
pesquisa abrange projetos que véo desde a caracterizacdo de adaptagfes neuromusculares em
individuos hemiparéticos pos-Acidente Vascular Cerebral (AVC), a intervengdes como o
treino de fortalecimento dos membros inferiores.

Dois grandes projetos deram origem a presente dissertacdo de mestrado, um primeiro,
sob coordenagdo do Prof. Dr. Thiago Luiz de Russo, para a caracterizagdo da origem
multifatorial da fraqueza muscular em individuos hemiparéticos cronicos intitulado
“Correlacdo entre os niveis séricos de IGF-1 e IGFBP-3 com o desempenho e o volume
muscular em individuos hemiparéticos cronicos” (Projeto FAPESP regular no. 2011/02703-3
e CNPq (edital Universal 2011, processo: 470892/2011-0); e um segundo, que objetiva
investigar os efeitos do fortalecimento muscular nestes individuos, chamado “Efeitos do
fortalecimento excéntrico no volume muscular e no desempenho de flexores e extensores do
joelho de hemiparéticos crénicos”, desenvolvido pela pés-doutoranda Christiane L. Prado-
Medeiros e sob coordenacdo da Profa. Dra. Tania de Fatima Salvini, que recebeu apoio
financeiro da FAPESP (projeto regular, processo: 2011/11228-7).

Neste primeiro projeto, foram encontradas redugdes do pico de torque, trabalho e
poténcia dos musculos extensores e flexores do joelho no membro parético, em relacdo aos
membros ndo parético e controle, durante contragdes concéntricas e excéntricas. Além disso,
foi observada uma atrofia muscular seletiva de musculos do quadriceps e isquiotibiais do
membro parético comparado ao controle e uma diminui¢do na concentracao sérica de IGF-1 e
IGFBP-3 nos individuos hemiparéticos comparados aos individuos saudaveis.

Estes resultados provem uma linha de base de investigacdo que foca ferramentas
cinesiologicas e moleculares para o esclarecimento das alteracbes neuromusculares que
afetam a forca em decorréncia do AVC. No entanto, algumas questfes remanescentes destes
estudos ndo foram respondidas, como a caracterizagdo da composicdo destes musculos, em
especial do tecido ndo contrétil intramuscular, possiveis vias de sinalizagdo molecular e a
resisténcia ao alongamento passivo da musculatura extensora e flexora de joelho em
individuos hemiparéticos cronicos.

Estudos neste ambito sdo relevantes, pois integram analises moleculares, de imagem e

cinesioldgicas, possibilitando o entendimento sobre as adaptagdes musculares pés-AVC de
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forma abrangente. Além disso, estes estudos vdo de encontro com politicas publicas atuais
que vém sendo desenvolvidas no Brasil e no mundo focando da prevencéo a reabilitacdo do
AVC. Por ser uma afeccdo que gera altos indices de incapacidade na populacdo adulta em

geral, estratégias que foquem esta tematica s@o relevantes para a sociedade.
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INTRODUCAO

O Acidente Vascular Cerebral (AVC) é atualmente a doenca que mais leva a
incapacidade em adultos no mundo, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (2011).
Inimeras politicas publicas vém sendo desenvolvidas focando da prevencéo a reabilitacdo do
AVC. Por ser uma afeccdo que gera alto impacto na qualidade de vida destes individuos,
estratégias que foquem esta tematica sdo relevantes para a sociedade. Alem de possiveis
desordens cognitivas, emocionais e comportamentais, geralmente estdo associados déficits
sensoriais e motores que resultam em dificuldades na execucdo de determinadas tarefas de
vida diéria, tais como deambular, realizar transferéncias e subir degraus’, as quais exigem um
controle adequado dos movimentos de extensdo e flexdo do joelho.

Dentre as alteracbes decorrentes da lesdo central, estd a fraqueza muscular,
reconhecida clinicamente como um dos principais fatores limitantes da funcionalidade
durante a fase cronica®. A literatura destaca que alteracdes neurais e musculares sejam as
principais responsveis pela paresia decorrente do AVC. Por exemplo, em relacdo aos
componentes neurais da paresia p6s-AVC foram descritas que alteracdes no numero e tipo de
unidades motoras recrutadas e na taxa da frequéncia de disparo dos motoneurbnios geram
distdrbios da contragdo muscular. Estas alteragdes geralmente esto atreladas & espasticidade®.

Em relacdo aos fatores musculares, sdo escassos na literatura estudos sobre a
caracterizacdo do musculo com paresia e como estes fatores poderiam interferir na geracao de
forca muscular®. Os trabalhos em seres humanos que utilizaram bi6psias de musculos
espasticos, decorrentes de AVC sédo ainda inconclusivos (para Revisdo ver Gray et al., 2012).
Alguns poucos trabalhos que investigaram as modificagdes musculares estruturais decorrentes
de alteragbes do SNC, como na paralisia cerebral, mostraram que tanto modificacbes no
conteddo contratil como ndo contratil muscular podem, em parte, explicar a fraqueza e rigidez
musculares. Heterogeneidade no tamanho das fibras, com atrofia e converséo de fibras do tipo
| para Il (mais fadigaveis - para revisdo ver Lieber, 2004) e sarcOmeros extremamente
alongados foram observados em masculos paréticos espasticos. Além disso, proliferacdo do
tecido conjuntivo e aumento no conteddo de colageno do tipo | no endomisio e perimisio
destes masculos podem comprometer a transmissdo de forcas mecénicas e alterar o seu
comprimento, prejudicando a amplitude de movimento®.

Em um recente estudo® com individuos hemiparéticos cronicos (>9 meses pés- AVC),
foi encontrado um aumento na quantidade de tecido ndo contratil em diversos masculos do

membro inferior parético, entre eles o retofemoral, biceps femoral, vasto lateral e intermédio
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comparado ao membro ndo parético. A falta de um grupo controle limita a interpretacéo
destes resultados, pois se sabe que o membro ndo parético também apresenta alteracbes em
decorréncia da lesdo do SNC, além de ser submetido & sobrecarga’.

Como implicagdes clinicas diretas tem-se que estas alteracGes intrinsecas da
musculatura, incluindo componentes contréateis e ndo contrateis, resultam em mudangas nas
propriedades mecénicas da musculatura, como o aumento da resisténcia ao alongamento e
uma capacidade global reduzida de gerar forca® 8. Diversos estudos avaliaram a resisténcia ao
alongamento passivo do membro parético, como uma forma de mensurar a contribuicdo dos
componentes neurais e musculares para a resisténcia a0 movimento®*!. A maioria deles foca-

91112 & do cotovelo™. Pouca informacéo esté disponivel a respeito

se no estudo do tornozelo
da resisténcia ao alongamento passivo dos musculos extensores e flexores do joelho, os quais
s30 relevantes para a marcha®.

Nuyens e cols (2002)** investigaram o efeito de uma série de alongamentos repetitivos
sobre as caracteristicas viscoelasticas de muasculos paréticos espéasticos. Foi observada uma
menor resisténcia ao alongamento no membro parético ao longo das repeti¢cdes, comparado as
adaptacdes de um grupo controle. Tais alteracdes foram mantidas quando a atividade
eletromiogréfica foi incluida como covaridvel na andlise estatistica da resisténcia ao
alongamento na velocidade de 60 °/s, demonstrando que a ativacdo muscular néo seria o fator
responsavel pelas alteragdes observadas no comportamento de resisténcia frente ao
alongamento passivo repetitivo, mas sim por modificacbes da musculatura em si. Contudo,
em velocidades mais altas (180°/s e 300°/s), a influéncia da ativacdo muscular ocorreu de
forma mais acentuada.

E necessario destacar que os autores focam-se nas respostas musculares adaptativas
dos musculos frente ao estimulo de alongamentos repetitivos'®. Comparacdes descritivas entre
musculos dos membros paréticos, ndo paréticos e controle ndo foram focadas pelos autores,
sendo ainda necessario o esclarecimento destas lacunas remanescentes. Estudos que avaliem
fatores que possam causar aumento da resisténcia muscular e que integrem de forma
complementar as analises da resisténcia ao alongamento, do contetido de tecido ndo contratil
intramuscular e de biomarcadores que possam estar relacionados a estas alteracbes sé&o
necessarios para um melhor entendimento das adapta¢es musculares decorrentes do AVC.

Dentre os importantes biomarcadores relacionados ao trofismo muscular e a
proliferacéo do tecido conjuntivo estdo o TGF-B1 e a miostatina, membros da superfamilia de

fatores de crescimento TGF-B (Transforming Growth Factor - beta). No tecido muscular, a
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expressdo aumentada destes fatores pode estar relacionada a deposicéo de tecido ndo contrétil
em seu interior. Uma revisdo recente da literatura™ mostra que situaces em que ha o
aumento constante do estresse oxidativo, como durante a imobilizacdo, ocorre uma inibicéo,
por parte do TGF- Bl e miostatina, da ativagdo ¢ diferenciagdo das células satélites em
mioblastos/midcitos, e uma transformacdo de mioblastos em miofibroblastos, contribuindo
para a formacdo de fibrose no musculo. Assim, é possivel hipotetizar que a musculatura
parética pos-AVC cronico passaria por transformacgdes associadas a estes fatores, devido a
diminuicdo no nivel de atividade destes sujeitos.

Em resumo, tais alteracfes musculares decorrentes do AVC, incluindo a deposicao de
tecido ndo contrtil intramuscular e aumento da resisténcia ao alongamento, podem gerar
encurtamentos, contraturas musculares, além de prejudicar a capacidade de gerar forca®.
Trata-se de um problema clinico que afeta a funcionalidade destes individuos. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi descrever a concentracdo de biomarcadores séricos relacionados a
deposicao de tecido conjuntivo, o volume percentual de tecido ndo contrétil intramuscular e a
resisténcia ao alongamento passivo da musculatura extensora e flexora do joelho em
individuos hemiparéticos cronicos. Foi hipotetizado que seria observado um aumento nas
concentracOes séricas de TGF-B1 e miostatina no grupo hemiparético, associado ao aumento
no volume percentual de tecido ndo contratil e na resisténcia ao alongamento passivo no

membro parético comparado a individuos saudaveis.
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MATERIAIS E METODOS

Aspectos éticos, desenho experimental e participantes

O estudo foi realizado de acordo com as Diretrizes e Normas Regulamentadoras das
Pesquisas Envolvendo Humanos (Resolugdo 196/1996, do Conselho Nacional de Saude), e foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da UFSCar (parecer n°
344.633). Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Foram recrutados 14 sujeitos, de ambos o0s sexos, com hemiparesia cronica (> 6
meses) decorrente de AVC unilateral, de origem isquémica ou hemorrégica, de quaisquer
hemisférios. Outros 14 sujeitos saudaveis'®, com idade e sexo pareados com o grupo
hemiparético fizeram parte do grupo controle. O tamanho amostral foi calculado inicialmente
no software GPower (versdo 3.1), para um poder > 0,80 + 15% do valor considerando
possiveis perdas amostrais. Tal calculo foi realizado com base nos dados da variavel
isocinética - pico de torque excéntrico - de um estudo prévio do nosso grupo’. Os sujeitos
hemiparéticos e controles foram recrutados da Unidade Salde Escola (USE/UFSCar) e
comunidade local por meio de divulgacbes realizadas em veiculos de comunicacdo local
como cartazes e panfletos.

Para o grupo hemiparético foram considerados os seguintes critérios de inclusdo: faixa
etaria de 40 a 70 anos; ocorréncia do Ultimo episédio de AVC h& mais de 6 meses (AVCs
recorrentes poderiam ser incluidos no estudo desde que envolvessem o mesmo hemisfério
cerebral); alta da fisioterapia; nivel de espasticidade inferior a 3 na Escala de Ashworth
Modificada'® para membros inferiores, permitindo aos individuos realizar o teste passivo em
dinamémetro isocinético; capacidade de locomocdo classificada nos niveis 3, 4 ou 5 de
acordo com a Functional Ambulation Category (FAC)™.

Os sujeitos foram incluidos no grupo controle se: saudaveis®®; idade, sexo e IMC
pareados com o grupo hemiparético; e valor superior a oito na pontuacdo total (valor

20. 21 sendo classificados como ativos. Ou seja,

absoluto) do Questionario de Baecke
individuos sedentarios ndo foram incluidos neste estudo?, ja que a inatividade acarreta em
alteracbes musculares deletérias, como atrofia® e fagida acentuada®®, que poderiam
comprometer a comparagao entre 0s grupos.

Foram excluidos do estudo quaisquer sujeitos (hemiparéticos e controle) que
apresentassem: doencas cardiovasculares graves (insuficiéncia cardiaca, arritmias ou angina

pectoris); outras doengas ortopédicas ou neuroldgicas que comprometessem a coleta de dados;
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deficiéncias cognitivas que impossibilitem a realizagdo dos procedimentos, sendo considerada
uma pontuacdo minima no Mini Exame do Estado Mental de acordo com a pontuacéo de corte
recomendada por Brucki (2003)%: antecedentes de lesdes articulares ou musculares nos
membros inferiores; dor durante os procedimentos de avaliacao.

O fluxograma amostral é apresentado na Figura 1.

Participantes (T=176)

(GH: n=91; GC: n=85)

Excluidos (T=33)
GH: n=8; GC:n=25

Critérios de Exclusao (T=80)
(GH: n=51; GC: n=29)
+ Idade ( GH: n=5; GC: n=2);
« FAC (GH: n=21; GC: n=0);

* N&o responderam ao telefonema ou

mudaram de cidade
GH: n=25; GC: n=8 (T=33)

Considerados para * Periodo agudo de AVE (GH: n=5; GC: n=0);
elegibilidade (T=143) + Terapias hormonais (GH: n=9; GC: n=4);
(GH: n=83: GC:60) gﬁc:,u;ggsé?:‘lg)g + Problemas ortopédicos/dor (GH: n=3; GC:
' n=5);
« Critério de exclusdo GH: n=51; GC: n=29 + Doengas reumatolégicas (GH: n=0; GC: n=10);

+ Negaram participagdo GH: n= 2; GC: n=33 > - Diabetes Meliitus (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)

Grupo controle (n=14) Grupo hemiparético (n=14) « Diagnostico de cancer (GH: n=1; GC: n=1)
Homens (n=12) Homens (n=12) * DPOC (GH: n=1; GC: n=0);
Mulheres (n=2) Mulheres (n=2) « Hémias (GH:n=0; GC: n=1)
Analisados (n=14) Analisados (n=14)

Figura 1. Fluxograma amostral do estudo. GH: Grupo Hemiparético; GC: Grupo Controle; FAC:

Functional Ambulatory Category; DPOC: Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica.

Protocolo de avaliacdo do volume percentual de tecido ndo contratil presente nos
musculos por meio de Imagens por Ressonancia Magnética

Os exames de imagens por ressonancia magnética (MRI, do inglés Magnetic
Resonance Imaging) foram realizados no Centro Integrado de Diagnéstico por Imagem
(CIDI), localizado na Santa Casa de Misericordia de Sdo Carlos, SP. Imagens axiais dos
musculos quadriceps e isquiotibiais foram obtidas, bilateralmente usando um equipamento
Magnetom C! de 0.35 Tesla (Siemens Healthcare, Erlangen, Alemanha). Todas as imagens
foram adquiridas com uma bobina corpo de multiplos canais padrédo do equipamento. Devido
a extensdo da area de interesse, as imagens foram obtidas em duas aquisi¢Oes subsequentes,

sendo uma do terco distal (a partir do condilo femoral em diregdo & porcéo proximal) e outra
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do terco proximal (a partir da cabeca do fémur em direcdo a porcéo distal). Estas referéncias
anatdmicas foram consideradas para efeito de padronizagdo da porcdo muscular a ser
avaliada. Ambas as aquisi¢fes foram feitas utilizando uma sequéncia Spin Eco 2D com o0s
seguintes parametros: TE / TR = 16 / 790 ms, angulo de flip = 90°, field of view = 400 x 400 e
uma matriz de 256 x 256, resultando em uma resolugéo no plano de aproximadamente 1.5 x
1.5 mm?. Cortes com espessura de 9 mm e intervalo de 1 mm entre os mesmos foram obtidos
com 2 médias cada. Durante o0 exame, cuja duragdo ficou abaixo de 40 minutos, 0s sujeitos
permaneceram em decubito dorsal e foram orientados a se manterem imoveis de forma mais
relaxada possivel.

A anélise das imagens foi feita utilizando rotinas implementadas localmente em
Matlab (Mathworks, Natick, MA). Inicialmente, as imagens foram convertidas para o formato
Analyze 7.5 e regides de interesse (ROI, do inglés Region of Interest) foram definidas

utilizando o software MRIcro (www.mricro.com) a partir do delineamento das bordas

externas de cada musculo que compde o quadriceps (retofemoral - RF, vasto medial - VM,
vasto lateral - VL e vasto intermédio - VI) e os isquiotibiais (semitendinoso/semimembranoso
- SS e biceps femoral - BF). Devido a extensdo anatdmica dos musculos analisados e do
conjunto de aquisicOes, o BF, na aquisi¢do proximal, e o RF, na aquisicdo distal, ndo foram
detectados. Além disso, para garantir que o volume analisado fosse igual em todos o0s
voluntérios independente da variabilidade intrinseca da extensdo muscular entre 0s sujeitos, as
medidas foram feitas apenas no terco proximal e distal de cada um dos sujeitos. A gordura
intermuscular foi excluida nos contornos. As ROIs foram delineadas por um unico
examinador a fim de garantir a confiabilidade das medidas. O tecido ndo contréatil dentro de
cada uma das ROls foi, entéo, determinado utilizando 0 método de segmentacéo de Otsu *° e
calculado para cada musculo separadamente. Como o volume muscular entre 0s sujeitos,
inclusive dentro de um mesmo grupo, € diferente, o volume de tecido ndo contratil pode nédo
ser representativo de eventuais alteracbes e, portanto, os dados séo apresentados em

porcentagem do volume total de cada musculo.
Anélise dos niveis séricos de TGF-$1 e Miostatina
Coleta de sangue

As coletas foram realizadas trinta minutos antes do teste em dinamdmetro isocinético.

O sangue foi coletado da veia antecubital do membro superior ndo acometido em uma


http://www.mricro.com/
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quantidade de 10 ml, reservados em frascos Vacutainer estéreis. As amostras foram expostas
por trinta minutos em temperatura ambiente para o0 processo de coagulacdo em um tubo
separador. Em seguida as amostras foram centrifugadas em 1000x g por 15 minutos e
armazenadas em temperatura menor que -20° C, seguindo as recomendacdes do fabricante.

Todas as amostras foram processadas posteriormente em um Unico imunoensaio.

Mensuracao dos niveis séricos de biomarcadores

As concentracOes séricas de TGF-B1 e miostatina foram mensuradas por meio do
método ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay), usando Kits de alta sensibilidade
(Quantikine®HS, R&D Systems, Mineapolis, USA) segundo as recomendacdes do fabricante.
As medidas séricas foram realizadas em duplicatas. As amostras foram diluidas e aplicadas a
uma curva de dosagens. As leituras das amostras foram feitas por um leitor de microplacas

ajustado para 450nm e corre¢do do comprimento de onda a 540nm ou 570nm.

Protocolo de avaliacdo em dinambmetro isocinético

O protocolo de avaliacdo isocinética foi realizado no Laboratorio de Dinamometria
Isocinética do Departamento de Fisioterapia da UFSCar e foi realizado um dia ap6s o exame
de MRI.

Equipamento e posicionamento dos sujeitos

Para a avaliacdo da resisténcia ao alongamento passivo, foi utilizado um dinamémetro
isocinético Biodex System I11. Os testes foram realizados bilateralmente e o primeiro membro
a ser testado foi aleatorizado para evitar possiveis efeitos de dominancia nos individuos
saudaveis. Para o grupo hemiparético, por sua vez, o primeiro membro a ser testado foi o ndo-
parético. Durante a avaliacdo, os individuos permaneceram sentados em uma cadeira
reclinada em 5°, com cintos cruzados estabilizando o tronco. Da mesma forma, o quadril e a
coxa foram firmemente fixados a cadeira do dinamometro de acordo com a descri¢do do
manual do equipamento, que foi calibrado antes de cada avaliagdo conforme solicitado pelo
fabricante. O eixo de rotagdo do brago de alavanca do dinamémetro foi alinhado com o
condilo femoral lateral e a perna foi fixada ao braco de alavanca do dinamémetro acima do
maléolo lateral. Para corrigir o efeito do torque produzido pela gravidade, o0 membro era
pesado antes de cada teste e os valores obtidos eram automaticamente corrigidos pelo préprio

software do equipamento.
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Avaliago do torque passivo

O torque passivo flexor e extensor do joelho foi avaliado para determinar o quanto 0s
componentes contrateis e ndo contrateis musculares resistem ao alongamento passivo nesta
populacdo. Durante a realizacéo do teste, os sujeitos foram orientados a permanecerem com 0
membro totalmente relaxado enquanto o dinamémetro movia passivamente 0 membro, em
uma série de 10 repeticdes, nos movimentos de flexdo e extensdo, sendo considerados os
dados obtidos na 5% repeticdo para analise. Considerando 0° a extensdo total do joelho, os
testes foram realizados em um arco de movimento de 20° a 90° no entanto foram
considerados para anélise os dados obtidos na ADM de 30° a 70°, na qual a velocidade
angular permaneceu constante. A velocidade imposta foi de 60°/s, escolhida com base no
estudo de Nuyens (2002).

As variaveis do teste passivo consideradas para analise foram: pico de torque passivo e
resisténcia ao alongamento passivo (“stiffness”), obtida a partir da inclinagdo (“slope”) da
curva torque/angulo (N.m/graus). Todas as varidveis foram analisadas considerando a ADM
intervalada (30-40°, 40-50°, 50-60° e 60-70°). Optou-se por apresentar o quanto o musculo
resiste ao alongamento passivo através do pico de torque e da resisténcia ao alongamento
passivo (“stiffness”), ao longo de intervalos de ADM ja que, de forma conjunta, estas analises
possibilitaram a quantificacdo da magnitude da resisténcia ao alongamento e permitiram o
entendimento de como o padrdo de alteracdo da resisténcia ocorre com 0 aumento da ADM.

Como uma forma de controle da atividade elétrica muscular durante a avaliacdo do
torque passivo, eletrodos foram posicionados nos musculos reto femoral, vastos medial e
lateral, biceps femoral e semitendinoso de acordo com as recomendacfes da SENIAM. Foi
utilizado 1 eletrodo de superficie adesivo descartavel de Ag/AgCl com pré-amplificador, de 1
cm de didmetro em cada polo, com 20 mm de separacéo entre eles (Miotec, Porto Alegre, RS,
Brasil). O eletrodo de referéncia (auto-adesivo descartavel de silicone e gel, 5x5cm;
VALUTRODE®) foi fixado na protuberancia radial.

Foi usado um sistema de 8 canais (800C, EMG System do Brasil, Sdo José dos
Campos, SP), com frequéncia de amostragem de 1000 Hz e filtrado (20 to 400 Hz) de acordo
com Deluca (1997). Foi quantificado pela RMS com um janelamento correspondente a 20 ms
com sobreposicdo temporal de 50%. A média da RMS intervalada foi utilizada para o
intervalo de ADM referente, considerando-se a atividade do BF e SS durante o movimento de

extensdo, e RF, VM e VL durante o movimento de flexao.
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Andlise dos resultados
Os resultados foram analisados nos seguintes aspectos:

l. Comparacdo inter-grupos (parético versus nao-parético; paréetico versus controle;
ndo-parético versus controle). Variaveis analisadas: volume percentual de tecido ndo
contrdtil, pico de torque passivo e resisténcia ao alongamento passivo nos diferentes
intervalos de ADM (30-40°, 40-50°, 50-60° e 60-70°) durante a flex&o e a extenséo do
joelho; e concentracdo sérica de TGF-B1 e miostatina (grupo hemiparético versus
grupo controle).

. Comparagdo intra-grupos (parético, ndo-parético e controle). Varidveis analisadas:
pico de torque passivo e resisténcia ao alongamento passivo entre os diferentes
intervalos de ADM (30-40°, 40-50°, 50-60° e 60-70°), durante a flexdo e a extensdo
do joelho, para cada membro.

[1l.  Correlagdo entre as variaveis: volume percentual de tecido ndo contratil, pico de
torque passivo e resisténcia ao alongamento passivo durante a flexdo e a extenséo do

joelho; e concentracéo sérica de TGF-B1 e miostatina.

Andlise Estatistica

Foram aplicados os testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade
(Levene). Tendo em vista que o teste T-pareado ndo detectou diferencas entre 0s membros
dominante e ndo dominante do grupo controle para todas as variaveis, um conjunto destes
dados foi considerado para posteriores analises como um grupo (controle).

As comparagdes inter-grupos foram analisadas pela ANCOVA para identificar
diferencas entre os membros (parético, ndo parético e controle) para as variaveis pico de
torque passivo, nos 4 intervalos de ADM (extensores e flexores), e resisténcia ao
alongamento, nos 4 intervalos para extensores e 3 primeiros intervalos para flexores. A EMG
foi considerada como covariavel. Foi considerado um a = 0,05. A comparacao entre membros
para o quarto intervalo flexor foi realizada pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis.

Para a comparacéo intra-grupo, ou seja, entre intervalos de ADM, foi aplicada uma
ANOVA de medidas repetidas para dados paramétricos e com € (Epsilo) superior a 0,75, com
post hoc de Tukey. Para dados paramétricos, no entanto com ¢ inferior a 0,75, foi aplicado o

teste T-pareado, com ajuste de Bonferroni (a = 0,008). Dados ndao paramétricos foram
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analisados pelo Friedman, seguido de post-hoc de Wilcoxon, também considerando o ajuste
de Bonferroni (o= 0,017).

Para identificar diferencas de volume percentual de tecido ndo contrétil entre
membros, foi realizada uma ANOVA one-way para dados parametricos, e 0 Kruskal Wallis
seguido de Mann-Whitney para detectar diferencas entre dados ndo paramétricos,
considerando a = 0,017 devido ao ajuste de Bonferroni.

A comparacdo entre 0s grupos hemiparético e controle em relacdo a concentragédo
sérica de TGF-B1 e miostatina foi realizada pelo teste T-independente, considerando a = 0,05.

O teste de Pearson foi utilizado para verificar as correlagbes entre variaveis
paramétricas e o teste de Spearman foi aplicado nos casos ndo paramétricos.

Todas as andlises foram realizadas no programa SPSS (versao 17.0).
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RESULTADOS

Caracterizacdo da amostra

Foram incluidos no estudo 14 sujeitos em cada grupo, sendo 12 homens e 2 mulheres
por grupo, com AVC prévio unilateral isquémico (n=6) ou hemorragico (n=8). O tempo
médio pos-AVC foi de 7,31 anos (DP=6). Ainda, sujeitos do grupo controle foram pareados
por sexo, idade (+ 3 anos) e indice de massa corporal - IMC (+ 4 Kg/m?) com o grupo
hemiparético, conforme descrito na Tabela 1. A pontuacdo obtida na Escala de Ashworth
Modificada para extensores de joelho no grupo hemiparético foi de 0 (n=6), 1 (n=5), 1+
(n=2), 2 (n=1). O indice de Barthel da amostra apresentou uma média de 18,8 + 1,03,
indicando alto grau de independéncia funcional. A pontuacdo na FAC foi de 4 (n=7) e 5 (n=7)
e a velocidade da marcha foi em média 0,80 + 0,50 m/s durante a realizacdo do teste de

caminhada de 10 metros neste grupo.

Tabela 1. Variaveis demogréficas apresentadas como média + DP.

VARIAVEIS o
DEMOGRAEICAS Controle Hemiparético P valor
Idade (anos) 61,6 +7,8 61+8 0,818
Peso corporal (Kg) 73,1+139 70,34 £ 8,84 0,963
Altura (m) 1,66 + 0,05 1,65+ 0,08 0,835
IMC 26,31+ 3,95 25,86 + 3,23 0,679

Percentual de tecido ndo contréatil

Proximal

A Figura 2 representa as medidas de volume percentual de tecido ndo contratil no
terco proximal da musculatura flexora e extensora do joelho. Foi observado um aumento
apenas no VM do membro parético quando comparado ao membro ndo parético (p=0,03; Fig.
2B).
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Figura 2. Volume percentual de tecido ndo contratil do quadriceps e

N2 de voxels
(% do volume total)

isquiotibiais no terco proximal da coxa. Figura representativa da RMN no
grupo controle [A] e hemiparético [B]. Volume percentual de tecido ndo contrétil
do terco proximal dos musculos RF, VM, VL, VI e SS [C]. T p<0,05: parético
versus ndo parético. Note que houve um aumento no volume percentual de tecido
ndo contratil no apenas no musculo VM do membro parético comparado ao
membro ndo parético.

Distal

Em relagdo ao volume percentual de tecido ndo contrétil no terco distal da musculatura
extensora e flexora do joelho (Figura 3), foi encontrado um aumento no VL do membro
parético comparado ao membro nédo parético (p=0,007), assim como no SS do membro

parético comparado ao membro controle (p=0,027; Fig. 3B).
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Figura 3. Volume percentual de tecido ndo contratil do quadriceps e

N2 de voxels
(% do volume total)

w

isquitibiais no terco distal da coxa. Figura representativa da RMN no grupo
controle [A] e hemiparético [B]. Volume percentual de tecido ndo contratil do terco
distal dos musculos VM, VL, VI, SS e BF [C]. * p<0,05: parético versus controle.
¥ p<0,05: parético versus ndo parético. E possivel observar um aumento no volume
percentual de tecido ndo contratil no musculo VL do membro parético comparado

ao ndo parético, e do SS do membro parético comparado ao controle.

Concentracédo sérica de TGF-p1 e miostatina
N&o foram observadas diferengas nas concentragdes séricas de TGF-B1 e miostatina

no grupo hemiparético comparado ao grupo controle (p>0,05).

Atividade eletromiogréfica

Na Tabela 1 do material suplementar estdo indicadas as compara¢Ges do pico de
torque e resisténcia ao alongamento passivo dos extensores e flexores de joelho entre os
membros parético, ndo parético e controle, considerando a EMG como covariavel. Os valores
de p das covariaveis atividade muscular do BF e ST no intervalo de 30-40° e da covariavel

atividade muscular do ST no intervalo de 40-50° foram significativos para o pico de torque
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flexor, sendo que a diferenca entre membros é mantida. Em relacdo a torque extensor, 0s
valores de p da covariavel atividade muscular do VM no intervalo de 40-50° e das covariveis
atividade muscular do VM e VL no intervalo de 50-60° foram significativos para o pico de
torque extensor. Além disso, o valor de p da covariavel atividade muscular do VM no

intervalo de 60-50° foi significativo para a resisténcia passiva extensora.

Torque passivo extensor

A Figura 4 representa as diferencas intra- e inter-grupos do pico de torque passivo dos
extensores de joelho. Na comparagédo intra-grupo, foi observada diferenca significativa no
pico de torque extensor entre todos os intervalos de ADM nos membros controle e parético
(p=0,00; Fig. 4A e C), sendo que o pico de torque aumenta ao longo da ADM. No membro
ndo parético, ndo foi observada diferenca apenas entre o intervalo de 30-40° e 40-50° (p>0,05;
Fig. 4B). Entre todos os demais intervalos foi observada diferenca no pico de torque extensor
deste membro (p=0,00). Na comparagdo inter-grupos, isto é, entre os membros, ndo foi
observada diferenca, em todos os intervalos de ADM (p>0,05; Fig. 4D).

Pico de torque passivo - Extensores
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Figura 4. Pico de torque passivo dos extensores durante a flexdo de joelho. Em A, B e C séo
apresentadas as diferencas intra-grupo (entre intervalos de ADM) do pico de torque passivo relativos ao
membro controle, ndo parético e parético, respectivamente. A porcdo D da figura 4, representa o pico do
torque passivo de todos os membros, evidenciando as diferencas inter-grupo. ¢ p<0,05: comparado ao
intervalo de 50-60°; ¢ p<0,05: comparado ao intervalo de 60-70°; ¢ p<0,05: comparado a todos os outros
intervalos de ADM. Observe que houve um aumento no pico de torque com o aumento ADM nos

membros parético, ndo parético e controle, mas ndo foram encontradas diferencas entre os membros.
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Como ¢é possivel observar na Figura 5, embora ndo tenham sido encontradas
diferencas entre os membros (inter-grupo) na resisténcia ao alongamento passivo dos
extensores (p>0,05; Fig. 5D), na comparacdo intra-grupo foi possivel observar que ndo houve
diferenga apenas entre os intervalos de 40-50° e 50-60° (p>0,05; Fig. 5A-C). Entre todos os
demais intervalos foram observadas diferencas na resisténcia ao alongamento dos extensores,

para todos os membros (p=0,00).
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Figura 5. Resisténcia passiva dos extensores durante a flexdo de joelho. Em A, B e C séo
apresentadas as diferengas intra-grupo (entre intervalos de ADM) da resisténcia passiva (stiffness) dos
membros controle, ndo parético e parético, respectivamente. A porcdo D da figura 5, representa a
resisténcia passiva de todos os membros, evidenciando as diferencas inter-grupo. ® p<0,05: comparado
ao intervalo de 30-40°; ¢ p<0,05: comparado ao intervalo de 60-70°; ® p<0,05: comparado a todos os
outros intervalos de ADM. Observe que ha um aumento da resisténcia ao alongamento passivo durante
toda a ADM, sendo acentuado no final da ADM.

Torqgue passivo flexor
Em relacdo ao pico de torque passivo dos flexores, foram observadas diferencas intra-
e inter-grupos, como demonstra a Figura 6. Todas as comparagdes intra-grupo, isto €, entre 0s

intervalos de ADM, apresentaram diferencas significativas no membro parético, ndo pareético
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e controle (p=0,00; Fig. 6A-C), sendo que o pico de torque tende a aumentar ao longo da
ADM. Na comparacéo inter-grupos, foi observado um pico de torque passivo reduzido no
membro ndo parético comparado a0 membro parético nos intervalos de ADM de 70-60° , 60-

50° e 50-40° (p=0,00) e comparado ao controle nos intervalos de 70-60° 60-50° (p=0,01 e
p=0,03, respectivamente; Fig. 6D).
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Figura 6. Pico de torque passivo dos flexores durante a extensdo de joelho. Em A, B e C séo
apresentadas as diferengas intra-grupo (entre intervalos de ADM) do pico de torque passivo
relativos ao membro controle, ndo parético e parético, respectivamente. A porcdo D da figura 6,
representa o pico do torque passivo de todos os membros, evidenciando as diferencas inter-grupo. ©
p<0,05: comparado a todos os outros intervalos de ADM. * p<0,05: parético versus ndo parético. '
p<0,05: ndo parético vesus controle. Note uma diminuicéo do pico de torque nas ADM iniciais do
membro ndo parético comparado ao parético e controle.

A Figura 7 representa as comparagOes intra- e inter-grupos para a resisténcia ao
alongamento passivo dos flexores do joelho. Nas comparagdes intra-grupos, isto €, entre 0s
intervalos de ADM para cada membro, embora a resisténcia continue aumentando ao longo de
toda a ADM no membro controle, este aumento € atenuado no intervalo de 50-40° comparado
a todos os outros intervalos (p=0,00). Este padrdo ndo € seguido pelos membros parético e

ndo paretico, que mantém um aumento da resisténcia neste intervalo semelhante ao intervalo
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anterior (60-50°) e seguinte (40-30°). Por outro lado, seguindo o padrdo do membro controle,
apresentam um maior aumento da resisténcia na ADM inicial (p<0,05; Fig. 7A-C). Na
comparagdo inter-grupos, € possivel observar uma maior resisténcia ao alongamento no

membro parético comparado ao membro controle no intervalo de 50-40° (p=0,02; Fig. 7D).
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Figura 7. Resisténcia passiva dos flexores durante a extensdo de joelho. Em A, B e C sdo
apresentadas as diferencas intra-grupo (entre intervalos de ADM) da resisténcia passiva (stiffness)
dos membros controle, ndo parético e parético, respectivamente. A porcao D da figura 7, representa
a resisténcia passiva de todos os membros, evidenciando as diferencas inter-grupo. * p<0,05:
comparado ao intervalo de 70-60°; b p<0,05: comparado ao intervalo de 60-50°; ¢ p<0,05:
comparado ao intervalo de 50-40°; d p<0,05: comparado ao intervalo de 40-30°; * p<0,05: membro
parético comparado ao membro controle. Observe uma maior resisténcia ao alongamento passivo do
membro parético comparado ao controle no intervalo de 50-40°.

Correlagdo entre as variaveis
Houve correlacdo moderada apenas entre a concentragéo serica de TGF-B1 e o pico de
torque flexor do membro parético, considerando-se a ADM completa (p=0,01; r=0,736).
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DISCUSSAO

Este foi o primeiro trabalho que investigou de forma conjunta a concentracéo serica de
biomarcadores relacionados a proliferacdo do tecido conjuntivo, o contetdo de tecido nédo
contratil e a resisténcia do tecido muscular ao alongamento de musculos da coxa de sujeitos
hemiparéticos crénicos. Além disso, apresentou cuidados metodoldgicos relevantes para a
compreensdo e esclarecimento sobre as respostas de musculos paréticos em decorréncia de
um AVC. Destacam-se, por exemplo, a inclusdo de um grupo controle pareado; o uso de
técnicas de imagem, como a MRI; e a inclusdo da analise da atividade eletromiografica como
uma covariavel no processamento dos dados de torque passivo e resisténcia, permitindo a
interpretacdo da influéncia dos fatores intrinsecos da musculatura. Esta interpretacdo é
possivel pois as diferencas observadas entre os membros ja consideram a interferéncia da
ativacdo muscular, que é removida pelo modelo estatistico, como recomendado por Nuyens e
colaboradores (2002)™.

Um estudo anterior realizado pelo nosso grupo, com 0s mesmos sujeitos desta
pesquisa, avaliou fatores relacionados a fraqueza muscular pés-AVC*’. Foram encontradas
reducdes do pico de torque, trabalho e poténcia dos musculos extensores e flexores do joelho
no membro parético, em relacdo aos membros ndo parético e controle, durante contracdes
isocinéticas concéntricas e excéntricas. Além disso, foi observada uma atrofia muscular
seletiva dos musculos VM e VI do quadriceps e dos musculos BF e SS no membro parético,
comparado ao controle'’. Assim, a interpretacdo dos achados do presente estudo deve ser feita
de forma contextualizada considerando os resultados obtidos previamente.

Estudos sobre as alteragdes nas propriedades mecanicas da musculatura flexora e
extensora de joelho de hemiparéticos cronicos sao escassos™* . Outros agrupam na amostra
etiologias diversas, tais como AVC e paralisia cerebral, apresentando resultados que ndo
podem ser generalizados®®. Portanto, estudos que abordam esta tematica s&0 necessarios para
0 entendimento das propriedades mecanicas de musculos pareticos. No presente estudo, foi
visto que musculos paréticos, extensores ou flexores do joelho, possuem um pico de torque
passivo semelhante ao grupo controle, ao longo da ADM. Contudo, a forma com que este
torque se altera ao longo da ADM ¢ diferente entre musculos paréticos e controle durante a
extensdo do joelho. No intervalo entre 50-40° ha uma manutencéo da resisténcia passiva dos
flexores em comparacdo ao grupo controle. Esta alteracdo pode ser interpretada como uma

manutencdo da linearidade do aumento da resisténcia muscular ao longo da ADM.
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Estas alteragbes sutis na resisténcia ao alongamento passivo, com auséncia de
alteracbes no pico de torque passivo no membro parético comparado ao controle, refutam a
hipdtese inicial do estudo no que tange as variaveis do torque passivo. No entanto, é
necessario ressaltar que a populacgéo investigada no presente estudo, de forma geral, apresenta
um bom nivel de funcionalidade e pouca espasticidade, devendo ser considerada para a
interpretagdo dos resultados. Um estudo recente avaliou a amplitude de movimento e
resisténcia ao alongamento de musculos biarticulares do membro inferior, como o RF, de
sujeitos hemiparéticos deambuladores comunitarios®®. Foi visto que a ADM e a resisténcia
passiva do membro parético apresentavam um padrdo semelhante ao membro ndo parético e
controle. Segundo os autores, ainda ndo esta claro o motivo pelo qual a ADM nesta
subpopulacdo € mantida, mas sugere que deve estar relacionada ao nivel de atividade fisica,
exposicdo ao exercicio e a programas de reabilitacdo que podem levar a alteracbes nas
propriedades intrinsecas musculares.

Um aspecto interessante do presente estudo é que, embora o0s niveis séricos de TGF-B1
e miostatina ndo estejam elevados nesta populacdo de individuos hemiparéticos cronicos,
foram observadas altera¢Ges do tecido ndo contratil nos masculos VM, VL e SS dos membros
paréticos. Tais achados atendem a hipdtese inicial do estudo no que se refere as modificacdes
no contetdo de tecido ndo contratil no membro parético. Considerando que tais muasculos
apresentaram atrofia’’ e que o pico de torque passivo e a resisténcia ao alongamento dos
membros paréticos sdo semelhantes ao controle, € possivel hipotetizar que o aumento do
tecido ndo contratil em musculos paréticos parece ser uma estratégia adaptativa importante
para a manutencao do torque em niveis normais.

Smith e colaboradores (2011)° mostraram que musculos paréticos espasticos possuem
aumento de colageno do tipo | no endomisio e no perimisio, aumentando a tensdo gerada pelo
feixe muscular durante o alongamento em criangas com paralisia cerebral. De forma
semelhante, estudos futuros sobre a caracterizacdo deste tecido ndo contratil em individuos
pos-AVC, por exemplo, com bidpsias musculares, seriam necessarios para a descricdo dos
componentes da matriz extracelular e sua contribuicdo para a resisténcia tecidual ao
alongamento.

Além disso, a quantificacdo das concentracdes locais, ou seja, no préprio tecido
muscular, de biomarcadores relacionados a proliferacéo de tecido conjuntivo se faz necessaria
para melhor entendimento de possiveis vias que estariam levando as alteracdes observadas.

Por exemplo, um estudo recente®® mostrou um aumento de 40% na expressdo génica de
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miostatina no membro parético comparado ao ndo parético, avaliada localmente por meio de
bidpsia do musculo vasto lateral, também em individuos hemiparéticos crénicos. Dessa
forma, é possivel hipotetizar que as alteracdes no volume percentual de tecido nao contratil
observadas na populacdo estudada podem nédo estar associadas a modificacbes nos niveis
séricos dos biomarcadores avaliados, mas apenas localmente (no musculo), embora mais
estudos sejam necessarios para comprovar esta hipotese.

Ainda, estudos que avaliem os niveis locais e sistémicos destes biomarcadores em
individuos hemiparéticos com diferentes niveis de funcionalidade, fases p6s-AVC e grau de
espasticidade trariam subsidios para o esclarecimento do papel destes fatores nos processos de
adaptacdo muscular pés-AVC. Estudos neste ambito trariam embasamento também para as
lacunas remanescentes nas relaces de causa e efeito envolvendo biomarcadores séricos,
conteddo de tecido ndo contratil e resisténcia ao alongamento passivo. A correlacdo
moderada observada entre a concentragdo serica de TGF-B1 e o pico de torque flexor do
membro parético, reforcam que, embora nesta populacdo ndo existam diferengas entre o
membro parético e controle para estas variaveis, ndo se pode excluir a existéncia de relacéo
entre fatores sistémicos e alteracdes na composi¢do da musculatura parética. A auséncia de
outras correlacfes ressalta a ideia de que os resultados obtidos no presente estudo néo
permitem a realizacdo de inferéncias de causa-efeito, mas, por outro lado, trazem subsidios
relevantes para a caracterizagdo do tecido muscular e da resisténcia ao alongamento passivo
em individuos hemiparéticos cronicos.

Outro aspecto importante deste estudo refere-se ao pico de torque passivo observado
durante o alongamento dos musculos flexores do joelho no membro ndo parético. De forma
geral, a magnitude de torque apresentou-se reduzida no membro ndo parético comparado ao
parético e controle. Esta alteracdo pode estar relacionada a sobrecarga que este membro passa
a ter para compensar o déficit do membro parético. Por exemplo, 0 membro ndo parético
apresenta uma maior duracdo da fase de apoio na marcha, 0 que requer uma reorganizagao
dos padrées de coordenagdo muscular para promover a estabilidade®. Assim, é possivel
hipotetizar que estas estratégias compensatérias estejam contribuindo para as modificagdes
musculares a nivel molecular, como alteracfes no tipo de colageno, na isoforma de titina,
organizacéo do colageno, entre outras.

Os achados do presente estudo possuem implicacGes clinicas diretas. Musculos
paréticos extensores e flexores do joelho, considerando as caracteristicas da populacdo

investigada, ndo apresentam maior resisténcia ao alongamento que individuos saudaveis,
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indicando que talvez este ndo seja um problema clinico relevante para individuos com
hemiparesia cronica. Assim, recomendagdes para programas de reabilitagdo do membro
parético deveriam contemplar intervencGes voltadas para a melhora dos déficits
neuromusculares®®, como treinos de forca, equilibrio e coordenacéo, dentro de contextos
tarefa-especifica, ao invés de se priorizar somente o alongamento. Individuos hemiparéticos
crénicos com bons niveis de funcionalidade e baixos de espasticidade podem ser 0s mais
beneficiados com estas recomendacdes. Contudo, estudos controlados e randomizados
verificando o efeito do alongamento muscular, em diferentes fases p6s-AVC e com distintos

niveis de espasticidade, precisam ser realizados para confirmar estas hipoteses.

LimitacGes do estudo e desdobramentos futuros

O presente estudo possui algumas limitacdes. A realizacéo do teste passivo em posi¢ao
sentada pode interferir na resisténcia ao alongamento dos extensores do joelho. Outra
limitacdo refere-se a avaliagdo de apenas uma velocidade imposta durante a realizagdo do
teste passivo, ja que a analise da resisténcia ao alongamento realizado em outras velocidades
poderiam trazer mais informacBes a respeito das adaptacbes musculares velocidade-
dependentes.

Ainda, a populagdo investigada neste estudo apresentou baixos niveis de espasticidade
e alto grau de funcionalidade. Portanto, os resultados obtidos ndo devem ser generalizados
para populacdes com caracteristicas distintas. Além disso, a alta variabilidade no tempo pos-
AVC observado na amostra, embora todos os individuos ja estivessem em fase crénica, pode
ter influenciado na auséncia de diferencas nas concentracbes séricas dos biomarcadores
avaliados nestes individuos quando comparado a individuos saudaveis.

No que se refere ao exame realizado de MRI, existem limitacGes em relacdo a
distingdo de diferentes tecidos ndo contrateis, como gordura e tecido conjuntivo. Parte desta
limitacdo pode ser minimizada com a combinagdo de técnicas de MRI que permitem a
separacdo, por exemplo, do sinal proveniente da gordura. 1sso, entretanto, demanda aquisi¢oes
mais longas e, particularmente, em baixo campo, se apresenta como uma restricdo. Outra
caracteristica importante que pode ser listada como limitagdo estid associada a resolucéo
espacial das imagens obtidas. Para garantir uma boa relagdo sinal ruido considerando um
tempo de exame compativel com os pacientes do projeto, as imagens utilizadas na analise
foram adquiridas com uma resolucdo espacial de aproximadamente 1.5 x 1.5 x 9.0 mm?. Esse

tipo de limitacdo pode ser minimizado com a utilizagdo de equipamentos de mais alto campo,
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nos quais a relagdo sinal ruido por unidade de tempo é intrinsecamente maior e pode ser
utilizada em favor de uma maior resolucéo espacial.

Futuros estudos deveriam investigar a resisténcia ao alongamento passivo e volume
percentual de tecido ndo contratii em outras populacbes, com diferentes niveis de
funcionalidade e espasticidade em diferentes fases p6s-AVC. Além disso, outras estruturas
que também podem interferir na resisténcia passiva, como o tenddo, a cdpsula articular e a
pele também deveriam ser consideradas. Pesquisadores deveriam considerar o uso de biopsias
musculares para a descricdo da composicdo molecular e a tensdo dos componentes

musculares.
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CONCLUSAO

Em conclusdo, individuos hemiparéticos crbénicos ndo apresentam alteracdes nas
concentracdes séricas de TGF-B1 e miostatina comparados a individuos saudaveis. Além
disso, musculos paréticos, extensores e flexores do joelho, apesar de possuirem aumento de
tecido ndo contratil, resistem ao alongamento passivo de forma semelhante a musculos de
individuos saudaveis. Mdusculos flexores do joelho do membro ndo parético apresentam
menor resisténcia passiva ao alongamento comparado a individuos saudaveis, sem alteracdes
no conteudo ndo contratil. Tais achados trazem embasamento para o delineamento de
programas de reabilitacdo na populacdo de hemiparéticos crénicos com bons niveis de
funcionalidade e baixos niveis de espasticidade.
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Tabela 1. Comparacgdo do pico de torque e resisténcia ao alongamento passivo dos extensores e
flexores de joelho entre os membros parético, ndo parético e controle, considerando EMG como
covaridvel. ¥ p<0,05: covaridvel interfere na comparacéo entre membros; * p<0,05: diferenga
entre grupos.

TORQUE FLEXOR

TORQUE EXTENSOR

EMG EMG Diferenga EMG EMG EMG Diferenga
ADM BE ST Entre RE VM VL Entre
(graus) Membros Membros
(P valor) (P valor) (P valor) (P valor) (P valor)
(P valor) (P valor)
30-40 0,011+ 0,016 0,001 * 0,231 0,138 0,658 0,371
w W
g 8 € 40-50 0,055 0,015+ 0,001 * 0,063 0,016 0,467 0,453
E 'no_: = 50-60 0,220 0,116 0,006 * 0,328 0,021+ 0,002 t 0,425
60-70 0,723 0,814 0,560 0,100 0,227 0,599 0,387
< __70-60 0,399 0,094 0,457 0,188 0,387 0,706 0,062
O« 4§
E > g 60-50 0,952 0,384 0,195 0,250 0,006 + 0,074 0,623
E g E 50-40 0,575 0,399 0,024 * 0,053 0,338 0,303 0,669
na >
o ~  40-30 0,555 0,607 0,672 0,120 0,884 0,704 0,603
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ATIVIDADES DESENVOLVIDAS NO PERIODO

Em outubro de 2012, participei do Congresso Internacional de AVC (8° World Stroke
Congress — Brasilia). Os resultados parciais do estudo do nosso grupo de pesquisa deram
origem a dois resumos apresentados neste congresso como pdster: “Evaluation of tonus,
density of connective tissue and passive torque peak of extensors and flexors of knee in
chronic hemiparetics” (Alcantara, C.C.; Silva-Couto, M.A; Takahashi, C.; Maeda, C.;
Prado-Medeiros, C.L.; Salvini, T.F.; Russo, T.L.) e “Correlation between isokinetics
performance of knee extensors and flexors muscles with functionality in chronic hemiparetics
subjects” (Silva-Couto, M.A; Alcantara, C.C.; Prado-Medeiros, C.L.; Rezende, M.A,
Takahashi, C.; Guimarées, A.; Mattioli, R.; Salvini, T.F.; Russo, T.L.).

No inicio de 2013 foram publicados dois artigos: (1) “Effect of the tibiotarasical joint
inflammation on gene expression and cross-sectional area in soleus rat muscle”, na Revista
Brasileira de Fisioterapia, v.17, n.3, p.244-54, 2013 (Carolina Ramirez, Thiago L. Russo,
Gabriel Delfino, Sabrina M. Peviani, Carolina C. Alcantara e Tania F. Salvini) (Apéndice
I11); (2) "Effect of low-level laser therapy (LLLT) on acute neural recovery and inflammation-
related gene expression after crush injury in rat sciatic nerve”, na Laser in Surgery and
Medicine, v.45, n.4, p.246-52, 2013 (Carolina C. Alcéantara; Davilene Gigo-Benato, Tania
F. Salvini, Alexandre R.L. Oliveira, Juanita J. Anders, Thiago L. Russo) (Apéndice IV).
Ambos resultaram de projetos desenvolvidos em iniciacBes cientificas realizadas nos anos
anteriores no Laboratorio de Plasticidade Muscular, Departamento de Fisioterapia, UFSCar.

No decorrer do mestrado, participei como co-orientadora do trabalho de graduacéao e
iniciacdo cientifica das alunas: Amanda Marcondes de Oliveira (Titulo: “Correlacdo entre o
contetido de tecido ndo contrétil e os niveis séricos de TGF- e a resisténcia ao alongamento
de masculos hemiparéticos crénicos”) e Thaianne Silva da Mata (Titulo: “Correlagéo entre o
contetdo de tecido ndo contratil, as concentracdes séricas de miostatina e a funcionalidade
de hemiparéticos crénicos”).

Além disso, simultaneamente a realizacdo do meu projeto de mestrado, participei de
outros projetos desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa, vinculados a esta linha de
pesquisa, intitulados: “Efeitos do fortalecimento excéntrico no volume muscular e no
desempenho de flexores e extensores do joelho de hemiparéticos cronicos”, desenvolvido pela
pos-doutoranda Christiane L. Prado-Medeiros, e “Correlacéo entre os niveis séricos de IGF-1
e IGFBP-3 com o desempenho e o volume muscular em individuos hemiparéticos crénicos”,

desenvolvido pela mestranda Marcela A. Silva-Couto. Este Gltimo projeto, deu origem a um
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manuscrito, atualmente em revisdo na revista Physical Therapy, em que sou coautora. Este
artigo foi intitulado “Muscle atrophy, voluntary activation disturbances and low
concentrations of IGF-1 and IGFBP-3 are associated with weakness in chronic, post-stroke
subjects” .

Participo também como colaboradora voluntaria de um projeto de extensdo
(PROEXT) aprovado em 2012, intitulado: “Cuidado aos usuérios com afec¢des neuroldgicas
no municipio de Sdo Carlos: uma perspectiva de linha de cuidado vinculada ao SUS”,
UFSCar.
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¢ Universidade Federal de Sdo Carlos
uF[:I% Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude — CCBS

Departamento de Fisioterapia
TERMO DE CONSETIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa: “EFEITOS DO TREINAMENTO DE
FORTALECIMENTO SOBRE A ADAPTAGCAO NEUROMUSCULAR EM INDIVIDUOS HEMIPARETICOS
CRONICOS: UMA PERSPECTIVA SOBRE BIOMARCADORES MOLECULARES”

Vocé foi selecionado por meio da lista de inscricdo da Unidade Saude Escola da
Universidade Federal de Sao Carlos ou da comunidade local e sua participagdo nao é
obrigatoria.

O objetivo deste estudo é avaliar o efeito do fortalecimento muscular de flexores e
extensores de joelho de individuos hemiparéticos crénicos e saudaveis (controle) sobre os
niveis séricos de biomarcadores do controle da massa muscular, bem como a
funcionalidade e volume, composicao e forga musculares.

Sua participagdo nesta pesquisa consistira em: 1) Avaliacdo por meio de uma ficha
aplicada por um fisioterapeuta capacitado; 2) Avaliagdo da fungdo do seu membro inferior
por meio de escalas de funcionalidade; 3) Realizacdo de dois exames de Ressonancia
Nuclear Magnética para medir a massa muscular da coxa antes e apés o tratamento; 4)
Realizacdo de testes de forca em Dinamémetro Isocinético para os movimentos do joelho;
5) Realizacdo de 4 coletas de sangue (pré e pos treinamento, e 2 intermediarias — apos 4 e
8 semana de treinamento) de 10 ml que correspondem a um tubinho pequeno; 6) Participar
de um programa de fortalecimento dos musculos da coxa, em dinamdmetro isocinético,
durante 12 semanas.

Este estudo estd firmado nas condigbes de que oferece baixo risco a saude do
participante. Durante a realiza¢cdo do exame de Ressonancia Nuclear Magnética é possivel
gue se sinta desconfortavel por ter que permanecer imével durante a aquisicao das
imagens da coxa. Apés a realizacdo dos testes de forca é possivel que sinta desconforto
pelo esforco. Durante o periodo de tratamento (programa de fortalecimento muscular) é
possivel que venha a apresentar alguma dor muscular decorrente da adaptacdo ao
exercicio. As complicacdes da coleta de sangue sdo raras e de pequeno porte, e envolvem
pequena perda de sangue da veia local da punc¢éo caracterizada por pequeno desconforto
e regido levemente vermelha ou roxa que desaparece em poucos dias. Vale destacar que
a equipe envolvida no estudo prestara qualquer apoio necessario e que os profissionais
envolvidos nas avaliacdes sdo capacitados para tais. Além disso, as avaliagcbes somente
serdo realizadas mediante a condicdo fisica e psicossocial avaliada por profissional da
area de saude e comprovado por meio de resultados de exames médicos.

Por outro lado, o presente estudo traz beneficios: sua contribuicdo para a comunidade
cientifica, auxiliando na reabilitacdo de sujeitos apés um acidente vascular encefalico
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(derrame) e os ganhos de forca e massa muscular da coxa, que serdo adquiridos com o
tratamento, e que ajudam na melhora da capacidade em realizar as atividades de vida
diaria (caminhar, subir e descer escadas, sentar e levantar, equilibrio) podendo também
prevenir quedas. Além disso, este estudo possibilita o acesso a avaliacdo minuciosa e de
alto custo e tecnologia. Ser4 oferecido material educativo com objetivo de promover
alteracBes na qualidade de vida através de incentivo a prevencdo do AVE. Serdo
oferecidas orientacBes realizadas referentes ao cuidado do paciente neurologico.
O exame de Ressonancia Nuclear Magnética nao poderd ser realizado se: fizer uso de
marca-passo cardiaco, tendo em vista a interferéncia do campo magnético no
funcionamento do mesmo; apresentar algum tipo de peca ou implantes metalicos no corpo,
podendo estes, virem a se deformar ou a se deslocar de seu local de origem, e; em sendo
mulher, se gravida ou amamentando. O teste de for¢a e o programa de fortalecimento ndo
poderao ser realizados se: a) apresentar quadro de hipertensao arterial (“pressao alta”) nao
controlado e sendo mulher, estando gravida ou amamentando.
Vocé sera cuidadosamente monitorado quanto a freqiiéncia cardiaca e a pressao arterial.
Caso algum procedimento promova dor ou desestabilizacdo dos sinais vitais (hipertensao
arterial e batimentos cardiacos) sera interrompido. Se necessério ser4 encaminhado para
uma unidade de salde mais proxima.
N&o ha métodos alternativos envolvidos nesse estudo.
A pesquisa sera realizada por fisioterapeutas formados, experientes e capacitados.
Quaisquer duvidas que vocé tenha, vocé podera acessar os dados da pesquisa e dos
pesquisadores com o0s préprios pesquisadores, cujos contatos estdo ao final deste
documento e também no comité de ética em pesquisa em seres humanos desta instituicao.
Vocé sera esclarecido sobre todos os procedimentos envolvidos na sua participacdo no
estudo, antes e durante o curso da pesquisa. Vocé recebera explicacdes e instrucdes para
a execucdo dos testes de funcdo do membro inferior, dos testes de forca e sobre os
procedimentos para aquisicdo da Ressonancia e coleta de sangue. Vocé também sera
esclarecido quanto a sua participacdo no grupo de sujeitos que tiveram "derrame" ou no
grupo controle (para os que nao tiveram "derrame").
Vocé tem a liberdade em se recusar a participar ou retirar seu consentimento, em qualquer
fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado.

a. “A qualguer momento vocé pode desistir de participar e retirar seu consentimento.”

b. “Sua recusa nao trara nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisador ou com

a instituicdo.”

Garantimos o sigilo que assegure a sua privacidade quanto aos dados envolvidos na
pesquisa. Todos os dados da pesquisa serdo acessiveis apenas para 0s pesquisadores
colaboradores do estudo. A divulgacdo na comunidade cientifica sera realizada de forma
gue ndo seja divulgada a identidade dos participantes.

a. “As informagdes obtidas através dessa pesquisa serao confidencias e asseguramos

o sigilo sobre sua participagao.”

b. “Os dados nao serao divulgados de forma a possibilitar sua identificagédo.”

N&o havera quaisquer gastos dos sujeitos do estudo com esta pesquisa.
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15. O transporte dos sujeitos da pesquisa até o local de coleta e treinamento podera ser
realizado pelos membros deste grupo de pesquisa, sem custo adicional, caso o sujeito
relate necessidade e/ou interesse.

16. Vocé receberd uma copia deste termo onde consta o telefone e o endereco do pesquisador
principal, podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a
qualquer momento.

Carolina Carmona de Alcéntara
Laboratério de Pesquisa em Fisioterapia Neuroldgica (LaFiN)
Departamento de Fisioterapia
Universidade Federal de S&o Carlos
Rodovia Washington Luis, km 235, Monjolinho, S&o Carlos, SP, CP:13.565-905
Telefones para contato: 16 33518345 (LaFiN) / 16 88058440 (Celular)
Pesquisadores responsaveis: Prof.: Thiago Luiz Russo e Carolina Carmona de Alcantara

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacdo na
pesquisa e concordo em participar.

O pesquisador me informou que o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos da UFSCar que funciona na Pré6-Reitoria de Pesquisa da
Universidade Federal de S&o Carlos, localizada na Rodovia Washington Luiz, Km. 235 - Caixa
Postal 676 - CEP 13.565-905 - Sdo Carlos - SP - Brasil. Fone (16) 3351-8028. Endereco
eletrénico: cephumanos@power.ufscar.br

Séo Carlos, de de 20 .

Nome e assinatura do sujeito da pesquisa
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE =) Platbaforma
SAO CARLOS/UFSCAR \»%fo:il

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EFEITOS DO TREINAMENTO DE FORTALECIMENTO SOBRE A ADAPTACAO
NEUROMUSCULAR EM INDIVIDUOS HEMIPARETICOS CRONICOS: UMA
PERSPECTIVA SOBRE BIOMARCADORES MOLECULARES

Pesquisador: Carolina Carmona de Alcantara

Area Temética:

Verséo: 2

CAAE: 13885613.8.0000.5504

Instituicdo Proponente: Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 344.633
Data da Relatoria: 13/08/2013

Apresentacéo do Projeto:

O Acidente Vascular Encefélico (AVE) é a causa mais comum de incapacidade fisica crénica em adultos.
Um dos principais sintomas relacionados com a diminui¢do da funcionalidade é a fraqueza muscular
(paresia). Compreender os mecanismos moleculares que atuam sobre o ganho de forga em individuos pos-
AVE séo relevantes para a recomendacdo de exercicios de for¢a durante o programa de reabilitacdo. O
objetivo do presente projeto sera avaliar o efeito do fortalecimento muscular de flexores e extensores de
joelho sobre a concentracdo de biomarcadores séricos relacionados a hipertrofia (IGF-1, IGFBP-3),
proliferacdo de tecido conjuntivo (TGF-R) e aprendizagem (BDNF), bem como sobre as modificac6es
neuromusculares (volume, contetdo de tecido ndo contratil e forca musculares) e funcionais em individuos
hemiparéticos cronicos. Vinte e oito sujeitos (14 hemiparéticos e 14 saudaveis) participardo do estudo. O
treinamento excéntrico seré realizado bilateralmente em dinamo6metro isocinético, 3 vezes por semana,
durante 12 semanas para a indugdo do ganho de forga. Para andlise do volume muscular e densidade de
tecido

nao contratil, sera utilizada Ressonancia Nuclear Magnética (RNM). A forca muscular serd avaliada pelo
pico de torque isocinético (concéntrico e excéntrico) e isométrico. Ja as concentrac@es séricas dos

biomarcadores serdo analisados pelo método de ELISA. A funcionalidade sera avaliada pela
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Continuagéao do Parecer: 344.633

escala de Berg, o teste de caminhada de 10 metros e ¢Timed Up and Go¢, (TUG). As avaliacdes serao
realizadas nos musculos extensores e

flexores do joelho em quatro momentos: Avaliacao Inicial (pré-treinamento); e Avaliagbes 2, 3 e 4 ¢, ap6s 4,
8 e 12 semanas de treinamento, respectivamente. Para a andlise estatistica, serdo aplicados os testes de
normalidade (teste de Shapiro Wilk) e homogeneidade (teste de Levene). Se as variaveis tiverem uma
distribuicdo considerada normal e homogénea, serdo aplicados os testes paramétricos para avaliacdo dos
resultados (Anova two way). Caso contrario, sera aplicada a estatistica ndo-paramétrica (Kruskal-Wallis).
Ser& considerado um nivel de significAncia de 0,05 para todos os testes estatisticos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar o efeito do treinamento excéntrico da musculatura flexora e extensora de joelho de individuos
hemiparéticos cronicos e saudaveis sobre: -Niveis séricos de BDNF, IGF-1, IGFBP-3 e TGF-B; - Volume
muscular e densidade do tecido ndo contrétil da musculatura extensora e flexora do joelho; - Picos de torque
isométrico, isocinético concéntrico e excéntrico dos musculos extensores e flexores do joelho; e - A
velocidade da marcha,

mobilidade e equilibrio.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:
O pesquisador faz uma analise adequada dos riscos e beneficios e os apresenta aos sujeitos da pesquisa
por meio do TCLE.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Trata-se de pesquisa relevante para a area em questao.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacgao obrigatoria:
Adequados.

Recomendacdes:
Vide conclusdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Projeto considerado aprovado. Ressalta-se que a coleta de dados s6 podera ser iniciada apds o parecer de
aprovacéo deste CEP, inclusive o teste piloto.

Situacéo do Parecer:
Aprovado

Endereco: WASHINGTON LUIZ KM 235

Bairro: JARDIM GUANABARA CEP: 13.565-905

UF: SP Municipio: SAO CARLOS

Telefone: (16)3351-9683 E-mail: cephumanos@ufscar.br
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Continuagédo do Parecer: 344.633
Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

Consideracdes Finais a critério do CEP:

SAO CARLOS, 30 de Julho de 2013

Assinador por: Maria
Isabel Ruiz Beretta
(Coordenador)

Endereco: WASHINGTON LUIZ KM 235
Bairro: JARDIM GUANABARA CEP: 13.565-905
UF: SP Municipio: SAO CARLOS
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Effect of Low-Level Laser Therapy (LLLT) on Acute
Neural Recovery and Inflammation-Related Gene
Expression After Crush Injury in Rat Sciatic Nerve

Carolina C. Alca ntara, mp,! Davilene Gigo-Benato, php,»? Tania F. Salvini, php,

2

Alexandre L. R. Oliveira, rhp,® Juanita J. Anders, php,* and Thiago L. Russo, php?
"Laboratory of Neurological Physiotherapy Research, Physical Therapy Department,
Federal University of Sdo Carlos (UFSCar), Sdao Carlos 13565-905, SP, Brazil
*Skeletal Muscle Plasticity Unit, Physical Therapy Department, Federal University of Sdo Carlos (UFSCar),

Sdo Carlos 13565-905, SP, Brazil

3Department of Anatomy, Cell Biology, Physiology and Biophysics-Institute of Biology,
University of Campinas (UNICAMP), Campinas 13083-865, SP, Brazil
4Departmem’c of Anatomy, Physiology and Genetics, Uniformed Services University of the Health Sciences, Bethesda,

Maryland 20814

Background and Objectives: Peripheral nerve function
can be debilitated by different kinds of injury. Low-level
laser therapy (LLLT) has been used successfully during
rehabilitation to stimulate recovery. The aim of this study
was to evaluate the effects of LLLT (660 nm, 60 J/ cm?,
40 mW/cm?) on acute sciatic nerve injury.

Materials and Methods: Thirty Wistar male rats were
divided into three groups: (1) Normal, intact nerves; (2) 13d,
crushed nerves evaluated on Day-3 post-injury; (3) I p L3d,
crushed nerves submitted to two sessions of LLLT and inves-
tigated at 3 days post-injury. Sciatic nerves were removed
and processed for gene expression analysis (real-time PCR)
of the pro-inflammatory factors TWEAK, Fnl4 and TNF-a
and extracellular matrix remodeling and axonal growth
markers, such as TIMP-1, MMP-2, and MMP-9. Zymogra-
phy was used to determine levels of MMP-2 and MMP-9
activity and Western blotting was used to evaluate TNF-a
protein content. Shapiro-Wilk and Levene’s tests were
applied to evaluate data normality and homogeneity, respec-
tively. One-way ANOVA followed by Tukey test was used for
statistical analysis with a significance level set at 5%.
Results: An increase in TNF-a protein level was found in
I p L3 compared to Normal and I3d (P < 0.05). Zymogra-
phy showed an increase in proMMP-9 activity, in both I3d
and I p L3d groups (P < 0.05). The increase was more
evident in 1 p L3d (P % 0.02 compared to I3d). Active-
MMP-9 isoform activity was increased in I p L3d com-
pared to Normal and I3d groups (P < 0.05). Furthermore,
the activity of active-MMP-2 isoform was increased in 13d
and I p L3 (P < 0.05). Anincrease in TIMP-1 expression
was observed in both I3d and I p L3d groups (P < 0.05).
Conclusions: The current study showed that LLLT in-
creased MMPs activity, mainly MMP-9, and TNF-a protein
level during the acute phase of nerve injury, modulating
inflammation. Based on these results, it is recommended
that LLLT should be started as soon as possible after
peripheral nerve injury. Lasers Surg. Med. 45:246-252,
2013. © 2013 Wiley Periodicals, Inc.

Key words: matrix metalloproteinase; peripheral nerve
injury; physiotherapy; rehabilitation

INTRODUCTION

A number of types of injury can affect the peripheral
nervous system (PNS) [1] leading to impaired nerve con-
duction and motor and sensory function as well as altered
skeletal muscle [2,3]. The re-establishment of neuromus-
cular function after peripheral nerve injury (PNI) occurs
through an orchestrated balance between degradation
and synthesis of extracellular matrix (ECM) [4]. In this
context, the matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) and -9
(MMP-9) are important members of a proteolytic zinc-
dependent enzyme family involved in the axonal degener-
ation and regeneration after PNI [4-7].

These MMPs are selectively regulated by TIMP-1
(Tissue Inhibitor of MMP). Concomitant increases of
MMPs and TIMP-1 activities were observed after PNI
suggesting that, during nerve repair, TIMP-1 controls
MMPs’ activity, therefore protecting basal membrane

Abbreviations used: ECM, extracellular matrix; Fnl4,
fibroblast growth factor inducible 14; LLLT, low level laser
therapy; MMP-2, matrix metalloproteinase-2; MMP-9,
matrix metalloproteinase-9; PNI, peripheral nerve injury;
TIMP-1, tissue inhibitor of metalloproteinases-1, TNF-a,
tumor necrosis factor alpha; TWEAK, tumor necrosis factor-
like weak inducer of apoptosis.
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Effect of tibiotarsal joint inflammation on gene
expression and cross-sectional area in rat soleus muscle

Carolina Ramirez!?, Thiago L. Russo!, Gabriel Delfino?,
Sabrina M. Peviani!, Carolina Alcintara!, Tania F. Salvini!

ABSTRACT | Background: Joint inflammation is a common clinical problem in patients treated by physical therapists.
The hypothesis of this study is that joint inflammation induces molecular and structural changes in the soleus muscle,
which is composed mainly of slow-twitch muscle fibers. Objective: To study the effect of tibiotarsal joint inflammation
on muscle fiber cross-sectional area (CSA), gene expression levels (atrogin-1, MuRF1, MyoD, myostatin, p38MAPK,
NFxB, TNF-alpha), and TNF-alpha protein in the soleus muscle. Method: Wistar rats were randomly divided into
3 periods (2, 7 and 15 days) and assigned to 4 groups (control, sham, inflammation, and immobilization). Results: In the
inflammation group at 2 days, MuRF1 and p38MAPK expression had increased, and NFkB mRNA levels had decreased.
At 7 days, myostatin expression had decreased. At 7 and 15 days, this group had muscle fiber CSA reduction. At 2 days,
the immobilization group showed increased atrogin-1, MuRF1, NFkB, MyoD, and p38MAPK expressions and reduced
muscle fiber CSA. At 7 and 15 days, myostatin mRNA levels had increased, and the CSA had decreased. The sham
group showed increased p38MAPK and myostatin expressions at 2 and 7 days, respectively. No changes occurred in
TNF-alpha gene or protein expression. Conclusion: Acute joint inflammation induces gene expression related to the
proteolytic pathway without reduction in muscle fiber CSA. Chronic joint inflammation induced muscle atrophy without
up-regulation of important genes belonging to the proteolytic pathway. Thus, muscle adaptation may differ according
to the stage of joint inflammation, which suggests that the therapeutic modalities used by physical therapists at each
stage should also be different.

Keywords: skeletal muscle; joint disease; gene expression; muscle plasticity; physical therapy; rehabilitation.
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Introduction

Joint inflammation is a musculoskeletal when injected into tissues but not when ingested or

impairment commonly observed in patients treated
by physical therapists, and it can have a significant
effect on the patients’ quality of life. Inflammation is
an innate system of cellular and humoral responses
following injuries, in which the body removes the
injurious stimuli and initiates the healing process2.
In the musculoskeletal system, inflammation plays an
active role in the pathophysiology of disparate joint
conditions and chronic diseases treated by physical
therapists including traumatic joint injuries, such as
sprains, fractures, ligament injuries, and contusions®*,
To better understand the acute and chronic
inflammatory process, animal models have been
used, such as intra-articular injection of carrageenan
in rats. Carrageenan is an agent derived from red
seaweed that causes inflammation and hyperalgesia

applied topically®”. Previous studies have shown that
an intra-articular injection of carrageenan triggers an
acute inflammatory response within the first few days.
This response is converted to macrophage-dominated
chronic inflammation by the first week, and it lasts
through the 8" week®.

Studies using carrageenan have focused mainly
on the characterization of the inflammatory response
in the joint>%, and little attention has been given to
the possible effect that the joint inflammation could
have on tissues functionally related to the inflamed
joint, such as the skeletal muscle. A recent study
conducted in our laboratory found that chronic
inflammation of the tibiotarsal joint induced changes
in the inflammatory molecular pathways related to
regulation of mass leading to atrophy in the tibialis
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