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RESUMO

Introducio: Apods lesao muscular, o tecido inicia uma série de eventos inflamatorios e
miogénicos na tentativa de restabelecer a homeostase. A exacerbagao do processo inflamatério
pode aumentar os danos teciduais e prolongar o tempo de reparo tecidual. A crioterapia ¢ um
recurso utilizado no tratamento de lesdes musculares com objetivo de prevenir danos
secundarios decorrentes da exacerbacao da resposta inflamatoria. Porém, ndo ha consenso da
frequéncia ideal de aplicagdo capaz de promover os efeitos propostos sem retardar o reparo
tecidual. Objetivo: Verificar qual frequéncia de crioterapia antes de 24 horas apds lesao
muscular por contusao ¢ mais eficaz no controle do processo inflamatorio e estresse oxidativo
sem causar prejuizo ao reparo tecidual. Método: Para este estudo experimental foram utilizados
100 ratos Wistar divididos em cinco grupos (n=20 cada grupo): Sham (S); Lesdo muscular por
contusdo (LM), LM com uma aplicagdo de Crioterapia (LM + C1), LM com duas aplica¢des de
Crioterapia (LM + C2) e LM com trés aplicagdes de Crioterapia (LM + C3). Os animais foram
anestesiados e submetidos a um protocolo de lesdo traumatica por contusdao no musculo
gastrocnémio direito e imediatamente apds o trauma, todos os animais dos grupos intervengao
receberam o tratamento com gelo triturado, durante 20 minutos. As aplicagdes dos grupos
LMC2 e LMC3 foram realizadas com intervalo de trés horas. Apds procedimentos, metade dos
animais de cada grupo (N= 10) foram submetidos a eutanésia por decapita¢do no 2° dia e os
demais passaram pelo mesmo procedimento no 7° dia apos a lesdo. Foram realizadas analises
histologicas do tecido muscular, avaliagdo das proteinas TNF-a, IL1-f, IL-6 (pré-inflamatoérias)
e IL-10 (anti-inflamatéria), e dos marcadores de estresse oxidativo: DCF, NO, Carbonil,
Sulfidrila, SOD e GSH. Os dados foram expressos em média e desvio padrao e analisados pela
analise de varidncia (ANOVA), seguido pelo teste post hoc de Bonferroni. Com nivel de
significancia de p<0,05. Resultados: As citocinas pro-inflamatdrias no 2° e 7° dia apo6s a lesdo
aumentaram suas expressoes apos lesdo muscular e a aplicagdo da crioterapia fez esses valores
ficarem mais proximos aos valores do grupo Sham. O estresse oxidativo foi controlado
positivamente no grupo LM + C3, por meio da reducdo dos niveis de NO e DCF, controle nos
niveis de Sulfidrila e Carbonil, com valores proximos ao do grupo Sham bem como os valores
de SOD e GSH. Pela analise histologica, LM + C3 reduziu o nimero de infiltrados leucocitarios,
nao influenciando no nivel de colageno cicatricial. Conclusido: A crioterapia apresentou efeitos
positivos nos marcadores de reparo tecidual analisados ao ser aplicada antes de 24 h apds lesao.
Estes resultados puderam ser observados no grupo que recebeu trés aplicagdes de crioterapia.

Palavras-chave: Lesao muscular. Terapia por frio. Inflamagao. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Introduction: Inflammatory and myogenic response occurs as a consequence of muscle injury
in an attempt to restore homeostasis. The exacerbation of inflammatory response can increase
tissue damage and prolong the time needed for soft tissue repair. Cryotherapy is a technic used
on muscle injury treatment in order to prevent secondary injury resulting from the exacerbation
of inflammatory response. However, there is no consensus regarding the ideal frequency of
application that would achieve cryotherapy effects without delaying soft tissue repair.
Cryotherapy has applications in both control and prevention of secondary injuries. However,
there is no consensus regarding the ideal frequency of application that would achieve
cryotherapy effects without delaying soft tissue repair. Objective: To analyze which frequency
of cryotherapy application within the first 24 hours after muscle contusion injury is the most
effective in controlling inflammatory response and oxidative stress with less influence on soft
tissue repair. Methods: In this experimental study, 100 Wistar rats were allocated to the
following groups (n=20 per group): Sham (S); muscle contusion injury (LM), LM with one
application of cryotherapy (LM + C1), LM with two applications of cryotherapy (LM + C2)
and LM with three applications of cryotherapy (LM + C3). The animals were anesthetized and
the right gastrocnemius muscle was bruised to induce traumatic muscle contusion injury.
Immediately after muscle contusion, crushed ice was applied in the intervention groups for 20
minutes. Cryotherapy applications for LM + C2 and LM + C3 groups were performed with a
three-hour interval. Ten animals of each group were euthanized by decapitation at day 2 after
muscle contusion, whereas the remaining animals at day 7. Histological analysis of muscle
tissue, evaluation of TNF-a, IL1-B, IL-6 (pro-inflammatory) and IL-10 (anti-inflammatory)
proteins, and oxidative stress markers: DCF, NO, Carbonyl, Sulfidrila, SOD and GSH were
performed. The data is expressed as mean and standard deviation, and it was analyzed using
analysis of variance (ANOVA), and Bonferroni's post hoc tests. The significance level set at
0.05. Results: Pro-inflammatory cytokines expression increased in both day 2 and 7 after
muscle contusion, and the application of cryotherapy reduce these values to an extent that
values similar to those of the S group were found. The reduction of NO and DCF levels, as
much as of SOD and GSH values associate to the control of Sulfidrila and Carbonyl levels
(values similar to S group) suggests that oxidative stress was controlled in the LM + C3 group.
The histological analysis indicate that LM + C3 reduced the number of leukocyte infiltrates,
without influencing collagen levels. Conclusion: Three applications of cryotherapy within the
first 24 hours after muscle contusion injury had positive effects on the markers of soft tissue
repair.

Keywords: Muscle injury. Cold therapy. Inflammation. Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

O musculo esquelético ¢ um tecido suscetivel a lesdes (CHARGE; RUDNICKI, 2004)
e uma das lesdes musculares mais comuns € a lesao por contusao (SMITH et al., 2008; PUNTEL
et al., 2010; JARVINEN; JARVINEN; KALIMO, 2013). Comumente ocorre advinda de uma
forga repentina unidirecional de compressdo como um golpe direto (JARVINEN; JARVINEN;
KALIMO, 2013). O retorno a atividade funcional, bem como a homeostase muscular, advém
da notavel capacidade de regeneragdo mesmo apos graves danos musculares (CHARGE;
RUDNICKI, 2004; TIDBALL; VILLALTA, 2010). Para estudar o processo de regeneracao
muscular ¢ preciso compreender os mecanismos miogénicos ¢ mieloides envolvidos no
processo de reparo tecidual. Com esse intuito, ¢ necessario desenvolver modelos animais de
lesio muscular de maneira controlada e reprodutivel (CHARGE; RUDNICKI, 2004). Lesdes
musculares agudas oferecem um sistema atraente para explorar essas interagdes, pois o inicio
do dano tecidual ¢ bem definido e os ciclos de inflamagdo e regeneragdo sdo previsiveis
(TIDBALL; VILLALTA, 2010).

Nos mais diversos modelos de danos, os processos regenerativos parecem semelhantes
(CHARGE; RUDNICKI, 2004). A resposta inflamatoria durante os estagios iniciais da
regeneragcdao muscular € acoplada temporal e espacialmente aos estagios iniciais da miogénese,
quando as células satélites sao ativadas primeiro e comecam a proliferar e se diferenciar. Esta
interagdo complexa e coordenada entre o musculo e o sistema imunoldgico, ¢ que determina o
sucesso ou o fracasso da regeneragado tecidual (TIDBALL, 2017). Embora a fase degenerativa
e a fase regenerativa do processo de reparo muscular sejam similares entre os diferentes tipos
de musculos e lesdes, a cinética e a amplitude de cada fase podem variar dependendo da
extensao da lesdo, do musculo lesionado ou do modelo animal (GROUNDS, 1992; PAVLATH
et al., 1998). Um modelo de lesdo muscular valido e amplamente utilizado ¢ o de contusdo
induzido em animais (CRISCO et al., 1994; RIZZI et al., 2006; SILVEIRA et al., 2016a).

Concomitante com a lesdo o tecido inicia uma série de eventos inflamatorios e
miogénicos na tentativa de restabelecer a homeostase (YANG, HU 2018). O processo de
regeneragdo muscular ¢ influenciado de forma direta e indireta através de expressdes génicas
pelas células inflamatérias e por agentes externos como antiinflamatérios e recursos
terapéuticos, por exemplo (URSO, 2013; SILVEIRA et al., 2016b, VIEIRA RAMOS et al.,
2016; DOS SANTOS HAUPENTHAL et al., 2020). Independente da origem, o dano muscular

inicia uma resposta inflamatodria estereotipada na qual o numero de leucocitos intramusculares



16

pode aumentar rapidamente. O sucesso da regeneragdo muscular estéd atribuido em grande parte
as células miogénicas, também chamadas de células satélites (YANG; HU, 2018). As células
satélites ativadas devem ter a capacidade de restaurar a populacdo de reserva das células
satélites apos lesdes para manter o potencial regenerativo do musculo. No entanto, a presenca
de células satélites sozinha ¢ insuficiente para a regeneracdo muscular (BENCZE et al., 2012).

Apo6s lesao muscular, ocorre ativacao de neutrdfilos quiescentes no tecido os quais
liberam citocinas pr6 inflamatérias para promover sinalizacdo e migracao celular ao tecido
lesionado. Apoés o inicio da invasdo de neutrdfilos, estes induzem a infiltragdo de macrofagos
(YANG, HU 2018). Ao chegarem no tecido, os macréfagos expressam fenotipo M1, os quais
tém o objetivo de promover a limpeza tecidual através da fagocitose dos detritos (CHARGE;
RUDNICKI, 2004; TIDBALL, 2017). Os neutréfilos atingem numeros elevados dentro de 1-6
horas e pico de concentra¢do entre 6-24 horas apds lesdo. Enquanto que os macrdéfagos M1
atingem concentragdes elevadas cerca de 24 horas e continuam aumentando por até 2 dias ap6s
a lesdo (TIDBALL; VILLALTA, 2010; YANG, HU 2018).

Os macrofagos desempenham papel importante no reparo tecidual (TAKAGI et al.,
2011; VIEIRA RAMOS et al., 2016; XIAO; LIU; CHEN, 2016). Estes, durante o processo de
regeneragao muscular, passam por dois estagios diferentes de ativagdo e sao categorizadas em
dois tipos principais: M1 e M2. Os macrofagos M1 sdo pro-inflamatorios, enquanto os
macrofagos M2 sdo antiinflamatorios (YANG, HU 2018). Uma vez que o macréfago M1 sofre
a modificagdo para o fendtipo M2, se torna o principal responsavel por estimular a miogénese
e a diferenciagcdo de mioblastos na formacao de miotubos (ARNOLD et al., 2007; TAKAGI et
al., 2011; BENCZE et al., 2012).

Ao mesmo tempo que o processo inflamatorio desempenha importante papel no
processo de reparo tecidual, a resposta exacerbada pode aumentar os danos teciduais pelo
excesso de infiltrado leucocitério, estresse oxidativo e hipdxia secundaria (MERRICK, 2002;
SMITH et al., 2008; TIDBALL; VILLALTA, 2010). Na tentativa de evitar este desfecho,
recursos capazes de controlar o processo inflamatorio e impedir danos secundarios ao tecido
advindo dessa resposta fisioldgica sao utilizados (SILVEIRA et al., 2016b, VIEIRA RAMOS
etal., 2016). A crioterapia constitui um dos recursos de primeira escolha na fase aguda da lesao
muscular (KNIGHT, 1995; SWENSSON et al., 2011), por ser capaz de controlar o processo
inflamatério (VIEIRA RAMOS et al., 2016; DOS SANTOS HAUPENTHAL et al., 2020).
Desta forma, se mostra eficaz em prevenir a formacao de edema, hipoxia secundéria, redugao

da taxa metabdlica, formag¢ao de ROS e promover efeitos analgésicos no tecido (CURL et al.,
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1997; YANAGISAWA etal.,2007; PUNTEL etal.,2011; KUO et al., 2013; VIEIRA RAMOS
et al., 2016; DOS SANTOS HAUPENTHAL et al., 2020).

A crioterapia possui capacidade de controlar o processo inflamatorio, principalmente,
por meio da vasoconstri¢cao, a qual proporciona reducao do fluxo sanguineo e aumento da
viscosidade sanguinea contribuindo para diminui¢ao da permeabilidade e diapedese (PUNTEL
etal., 2011; KUO et al., 2013). A redugdo da permeabilidade capilar associada ao estimulo do
retorno venoso pela vasoconstricdo, sdo capazes de atenuar as chances de formagao de edema
no tecido lesionado apds aplicagdo de crioterapia (DEAL et al., 2002; SWENSSON et al.,
2011). A prevencao da formagdo de edema apds aplicagdo de crioterapia contribui para
viabilidade dos tecidos proximos a lesdo e na reducdo da dor. A crioterapia contribui para a
prevencao da lesdao secundaria ocasionada por hipoxia pos-traumatica, devido a contencao do
edema, no qual evita pressao e isquemia dos vasos integros e pela redu¢do da taxa metabdlica,
a qual reduz o consumo de oxigénio e permite que os vasos que se mantiveram integro apos
lesdo, supram a necessidade do tecido adjacente (MERRICK et al. 1999; SWENSON et al.
1996). Dentre os principais mecanismos envolvidos na promoc¢do do efeito analgésico apds
aplicacdo da crioterapia, temos a prevengao de edema, redug¢ao da condugdo nervosa, de PGE2
e modulacao das comportas da dor (STALMAN et al., 2011; PIANA et al., 2018).

Na pratica clinica, a crioterapia ¢ comumente aplicada nas primeiras 72 horas, seguindo
uma frequéncia de trés aplicagdes intermitentes por dia (BLEAKLEY et al., 2006; SWENSON;
SWARD; KARLSSON, 1996). No entanto, alguns estudos apontam que aplicar a crioterapia
por 72 horas pode retardar o processo de reparo tecidual e, consequentemente, o retorno as
atividades (COLLINS, 2008; TAKAGTI et al., 2011). Baseado nisto, Vieira Ramos et al. (2016)
estudaram os efeitos da aplicagdo de crioterapia nas primeiras 48 horas apos lesdo com
frequéncia de trés aplicagdes por dia. Seus resultados demonstram que o protocolo foi capaz de
reduzir o processo inflamatdrio, sem alterar o processo de reparo tecidual. No entanto, houve
diminui¢do da expressdao de macréfagos no tecido. Essa diminui¢do relatada por Vieira Ramos
et al. (2016), pode ser decorrente da redugcdo do processo inflamatorio o qual influencia
diretamente a proliferacdo de macrofagos M1 e sucessivamente a expressdao de M2 (TAKAGI
et al., 2011), o que pode ocasionar atraso no reparo tecidual (XIAO; LIU; CHEN, 2016).

Compreender o processo inflamatorio e a influéncia dos recursos terapéuticos sobre o
reparo tecidual € crucial para o sucesso da reabilitagdo. Como o pico de sinalizagdo da resposta
inflamatoria ocorre nas primeiras 24 horas, aplicar a crioterapia apenas nesta janela de tempo

pode favorecer o controle da resposta inflamatoria e danos secundarios e com menor chance de
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influenciar o tempo de reparo tecidual. No entanto, tdo importante quanto saber por quantos
dias realizar a aplicacdo, € saber quantas aplicagdes sdo necessarias para atingir os efeitos
desejados sem prolongar o reparo tecidual e de maneira que otimize o processo de reabilitagao.
A partir desse contexto, o objetivo desse estudo foi verificar qual frequéncia de crioterapia antes
de 24 horas apds lesdo muscular por contusdo ¢ mais eficaz no controle do processo
inflamatério. Baseado nisso, as questdes que queremos responder sdo: I) se a crioterapia apenas
nas primeiras 24 horas apo6s a lesdo por contusao sera suficiente para controlar a resposta a lesao
sem atrasar o reparo e II) qual a frequéncia de aplicagdo que sera mais eficaz para o controle da
resposta e reparo do tecido. Nossa hipdtese ¢ de que a crioterapia serd capaz de controlar o
processo inflamatorio e sistema antioxidante, sem causar atraso no reparo tecidual. Ainda, que

a partir de duas aplicagdes sera possivel observar tais beneficios.
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2 METODO

2.1 TIPO DE ESTUDO E VARIAS ANALISADAS

Trata-se de um estudo experimental em animal. As varidveis independentes analisadas
foram as diferentes frequéncias de aplicagdo da crioterapia, nas primeiras 24 horas apos lesdao
muscular por contusdao e a dependente o processo inflamatério e estresse oxidativo por meio

das variaveis escolhidas para serem analisadas neste trabalho.

2.2 PROCEDIMENTOS ETICOS

O projeto de pesquisa foi submetido & Comissdo de Etica para Uso de Animais
(CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC (ANEXO 1), para avaliacdo e
aprovacgdo com todos os procedimentos em conformidade com as diretrizes brasileiras para o

uso de animais com propositos cientificos e didaticos (Lei 11.794, DOU 27/5/13, MCT]L, p.7).

2.3 ANIMAIS

Foram utilizados 100 ratos Wistar (2 meses pesando entre 250-300g), provindos da
colonia de reprodug@o do Biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense -UNESC. Os
animais foram agrupados em gaiolas especificas (comprimento 30 cm x Largura 20 cm x altura
13 cm), colocadas sobre estantes e sob os cuidados dos funcionarios do Biotério. A temperatura
do ambiente foi controlada entre 20 + 2° C, ciclo claro-escuro 12/12 h com livre acesso,
alimentados com dieta padrdo para roedores e 4dgua do sistema publico de fornecimento
(torneira) colocada em mamadeiras para roedores e ofertada ad libitum. Diariamente os animais
foram retirados do biotério e levados a uma sala de manipulagdo onde foram realizados os
procedimentos, por pessoas treinadas em manusear ratos Wistar.

Os animais foram divididos em 5 grupos:

Grupo 1 — Sham

Grupo 2 — Lesdo Muscular (LM)

Grupo 3 — LM + Crioterapia 1x (LM + C1)

Grupo 4 — LM + Crioterapia 2x (LM + C2)

Grupo 5 — LM + Crioterapia 3x (LM + C3)
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Cada grupo teve vinte animais devido as andlises histologicas, bioquimicas e
moleculares que foram feitas no segundo e sétimo dia apds modelo de lesdo. Para a realizacdo
das anélises bioquimicas (parametros inflamatorios e de estresse oxidativo) foram utilizados 16
animais, destes 8 destinados as analises realizadas em 48h e o restante para as analises
realizadas no prazo de 7 dias apds a lesdo. Quatro (4) animais de cada grupo foram utilizados

para as analises histologicas.

2.4 MODELO DE LESAO MUSCULAR TRAUMATICA

O modelo de trauma muscular deste estudo foi desenvolvido de acordo com o de Rizzi
et al. (2006), que ¢ um modelo comumente utilizado no Laboratério de Fisiopatologia
experimental para verificar os efeitos do uso de recursos terapéuticos sob parametros da lesao
muscular, como estresse oxidativo, processo inflamatorio e reparo tecidual (SILVEIRA et al.,
2013; SILVEIRA et al., 2016b). Os animais foram anestesiados com Isoflurano a 4%. A lesao
no gastrocnémio foi realizada por impacto proveniente de trauma direto em prensa desenvolvida
pelo Centro Industrial de Equipamentos de Ensino e Pesquisa (CIDEP/RS, Brasil) conforme
Figura 1. A lesdo foi produzida por deslocamento de uma massa metalica (0,459 kg) através de
uma guia com 18 cm de altura. O impacto produz uma energia cinética de 0,811 J, conforme

especificagdes do equipamento.

Figura 1 - Prensa utilizada para lesdo por contusao.
(A) Prensa Lesionadora (B) Prensa acionada (C) Queda/Impacto

Fonte: Imagem cedida pelo Laboratorio de Fisiopatologia Experimental - UNESC
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2.5 PROTOCOLO DE CRIOTERAPIA

Todo o processo de lesdo e aplicagao da crioterapia ocorreu no dia zero (0) apos lesao.
Nos grupos lesdo submetidos ao tratamento, denominado Lesao Muscular e Crioterapia (LMC),
a primeira sessdo de crioterapia foi realizada imediatamente apos o trauma, sendo que nos
grupos que receberam mais de uma aplicagdo de crioterapia, estes respeitaram o intervalo de
tempo pré-estabelecido de 3 h entre as aplicagdes. Denominou-se LM + CI1, o grupo que
recebeu uma aplicagao de crioterapia; LM + C2 o grupo recebeu duas aplicacdes de crioterapia
e LM + C3 o grupo recebeu trés aplicagdes de crioterapia.

O tempo de aplicagdo da crioterapia foi selecionado a partir de estudo prévio realizado
pelo laboratério, no qual utilizou o tempo de aplicagio de 20 minutos (DOS SANTOS
HAUPENTHAL et al., 2020). Este tempo ja ¢ estabelecido como capaz de atingir a temperatura
necessaria para os efeitos fisiologicos advindos da técnica (<13.6°C a 10°C) (BUGAI, 1975;
CHESTERTON et al., 2002; KANLAYANAPHOTPORN & JANWANTANAKUL, 2005;
KENNET et al., 2007). Além disso, permite menor tempo de sedacdo dos animais a fim de
evitar perdas amostrais. O intervalo de 3h entre as aplicagdes foi selecionado visando reduzir a
chance de lesdo por hipoxia decorrente da hipotermia (KHOSHNEVIS et al., 2015).

Os animais foram mantidos sob anestesia e posicionados com o membro inferior
posterior direito em extensao, de forma a expor a area lesionada e favorecer o resfriamento no
local desejado. As aplicagdes de crioterapia foram realizadas por meio de sacos plasticos
contendo gelo triturado. A temperatura da pele dos animais foi aferida com termometro
infravermelho, modelo MT-350 da marca Minipa do Brasil LTDA, antes e imediatamente apds
a aplicagdo da terapia. Metade dos animais de cada grupo (N=10) foram submetidos a eutanésia

por decapitacdo no 2° dia apds a lesdo e os demais (N=10) no 7° dia (Figura 2).
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Figura 2 — Representacdo esquemadtica do experimento com linha do tempo para o periodo de tratamento
imediatamente ap6s lesdo e finalizagdo do experimento com eutanasia.

100 animais

|

|

|

| |

Sham LM LM + C1 LM+ C2 LM+ C3
(20 animais) (20 animais) (20 animais) (20 animais) (20 animais)
4 y AN VTS P
] Pia Zzero = Leséo e tratamento
c
g Inducdo da lesdo Zero hora, apos lesdo 3 horas apés 6 horas apés
[
E Dois dias apds intervencdes = eutanasia
: 10 animais 10 animais 10 animais 10 animais 10 animais
T Sham LM LM+ C1 LM + C2 LM+ C3
-]
E Sete dias apés intervencdes = eutanasia
e 10 animais 10 animais 10 animais 10 animais 10 animais
Sham LM LM+ C1 LM + C2 LM+ C3

Fonte: Autora.

2.6 HISTOLOGIA

No segundo e sétimo dia apds induzir o modelo de trauma muscular, 4 animais de cada
grupo foram submetidos a eutandsia e o musculo gastrocnémico perfundido com solugdo de
Paraformaldeido a 4% (PFA) em tampao Fosfato 0,1 M (pH 7,4). A regido lesionada foi
removida e pos-fixadas por 24 h na mesma solugdo (PFA 4%), e em seguida embebidas em
parafina apds desidratagdo e diafanizag¢do e seccionadas em cortes de 5 um de espessura. As
analises histoldgicas da infiltragdo leucocitaria, fibroblastos, vasos sanguineos e depdsito de
coladgeno foram realizadas com hematoxilina-eosina e Ponceau de xilidina, respectivamente. A
leitura das laminas foi realizada em microscopio Optico (Eclipse 501, Nikon, Melville, NY,
EUA), com aumento de 200x, sendo que quatro campos oculares por corte (4 animais/grupo)
foram capturados. As imagens foram registradas com auxilio da cadmera Nikon (Sight DS-5M-
L1, Melville, NY, EUA) e analisadas utilizando o software NIH ImagelJ 1.36b (NIH, Bethesda,
MD, EUA), considerando a coloragdo nuclear das células inflamatérias (H&E). Os dados foram

expressos como densidade optica (DO) (CHALK et al., 1994).



23

2.7 ANALISES BIOQUIMICAS

As andlises bioquimicas e histologicas foram realizadas e cedidas pelo grupo
coordenado pelo professor Paulo César Lock Silveira, no Laboratorio de Fisiopatologia

Experimental — UNESC.

2.7.1 Determinacao do conteudo de citocinas

As amostras foram processadas e apos foi sensibilizada a placa para posterior
incuba¢do com o anticorpo. Para dosagem das citocinas (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10) foi
utilizado o método enzyme-linked immunoabsorbent assay (Duoset ELISA) de captura (R&D

system, inc., Minneapolis, USA).

2.7.2 Espécies Reativas- Oxidantes

Diclorofluoresceina DCFH-DA: A produgao de hidroperoxidos foi determinada pela
formacgao intracelular de 2',7'diclorofluoresceina (DCFHDA) a partir da oxidacao do diacetato
de 2’,7’diclorodihidrofluoresceina (DCFHDA) por ROS de acordo com o método descrito
anteriormente por Lebel et al., (1992), com algumas modificacdes.

Indicador da Formagdo de Oxido Nitrico (NO): A producdao de NO foi avaliada
espectrofotometricamente através do metabolito estavel nitrito. Para mensurar o contetido de
nitrito, as amostras foram incubadas com reagente Griess (1 % sulfanilamida e 0,1 % de N1
(naphthyl) ethylenodiamina) em temperatura ambiente por 10 minutos e a absorbancia medida
a 540 nm. O contetdo de nitrito foi calculado com base numa curva padrao de 0 a 100 nM
realizada com o metabolito nitrito de s6dio (NaNO2). Os resultados foram calculados em pmol

Nitrito/mg proteina (CHAE, 2004).

2.7.3 Marcadores de danos oxidativos

Carbonilagao de Proteinas: A oxidacdo de proteinas foi determinada mediante a
quantificagdo de proteinas carboniladas através da reacdo de grupos carbonilas com a
dinitrofenilhidrazina. Essa reacdo gera a formagao de hidrazonas correspondentes. O conteudo

de carbonilas foi determinado espectrofotometricamente a 370 nm (LEVINE et al., 1990). Os
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resultados foram calculados como nmol/mg de proteina empregando o coeficiente de extingao
molar de dinitrofenilhidrazonas de 22.000 M1. cml.

Contetido de sulfidrila: Para determinar grupamentos tidis totais na amostra foi
utilizado o reagente de cor acido ditionitrobenzdico (DTNB), que reduziu os grupos tiois
gerados, formando um derivado amarelo acido 2-nitro-5-mercapto-benzdico (TNB), que foi
mensurado espectofotometricamente em um aparelho spectramax a 412 nm (AKSENOV E

MARKESBERY, 2001).

2.7.4 Defesas antioxidantes

Superdxido Dismutase (SOD): Foi medida pela inibi¢do da oxidagdo da adrenalina
adaptado de Bannister e Calabrese, (1987). As amostras de musculo foram homogeneizadas em
tampao de glicina. Volumes de 5, 10 e 15 ul foram retirados da mesma, e a estes foram
adicionados 5 ml de catalase (0,0024 mg/mL de agua destilada), 175185 mL de tampao de
glicina (0,75g em 200 ml de agua destilada a 32° C, pH 10,2) e 5 ul de adrenalina (60 mM em
agua destilada +15 ml/ml de HCl fumegante). As leituras foram realizadas por 180 s em
intervalos de 10 s e medido em leitor de ELISA a 480nm. Os valores foram expressos em
unidade de SOD por miligrama de proteina (U/mg de proteina).

Glutationa (GSH): Os niveis de GSH foram determinados como descrito por Hissin e
Hilf, (1976), com algumas adaptagdes. GSH foi mensurada em homogenato de musculo apos
precipitagdo de proteina com 1 mL proteina de acido tricloroacético 10%. Em parte da amostra
foi adicionado um tampao de fosfato 800 mM, pH 7,4 e 500 um DTNB. A absorbancia foi lida
a412nm depois de 10 min. Uma curva padrao de glutationa reduzida foi usada para calcular os

niveis de GSH nas amostras.

2.8 PROCEDIMENTO PARA ANALISE DE DADOS

Para a caracterizagao dos dados foi utilizada a estatistica descritiva, com a valores de
média ( X ) e desvio padrao (s) das varidveis coletadas. Utilizou-se ANOVA two-way na
comparagdo das variaveis entre os grupos e os dias de eutanédsia. Nao havendo interagao
significativa, isto indica que o efeito do tratamento ¢ o mesmo independente do dia. Nesse caso,
foi realizada uma comparacdo geral por meio da soma das médias dos dois dias para cada grupo

com a retirada do fator tempo da analise. Assim, quando ndo houve interacdo, o comportamento
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das variaveis entre os grupos foram analisadas por meio da ANOVA One-Way (BATE;
CLARK, 2014). Na comparagdo aos pares, foi utilizado post hoc de Bonferroni. O nivel de
confianc¢a adotado para todos os testes foi de 95 % (p<0.05).
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3 RESULTADO

Neste capitulo, serdo apresentados os resultados dos parametros inflamatdrios, de
estresse oxidativo e histologicos analisados neste estudo. No APENDICE A, encontram-se os
dados descritos em média, desvio padrao e intervalo de confianca de todas as analises feitas
pelo teste estatistico ANOVA Two-Way seguido do valor de p na comparagao entre os grupos
analisados. Quando ndo ocorreu interacdo, os dados foram agrupados e analisados pelo teste
estatistico ANOVA One-Way (APENDICE B). Ambas analises foram seguidas do post hoc de
Bonferroni.

Como variavel controle, a temperatura superficial da pele foi aferida antes e apds
aplicar as diferentes frequéncias de crioterapia. Conforme valores demonstrados na Tabela 5 do
APENDICE A os quais foram analisados pela ANOVA One-Way, nao houve diferenca entre
os grupos, nos valores da temperatura superficial da pele antes das aplicagdes (p=0.40). O
mesmo comportamento pode ser observado apds aplicagdes, nas quais todos os grupos
atingiram valores esperados para se ter os efeitos desejados da crioterapia e ndo apresentaram

diferenca significativa (p=0.24).

3.1 ANALISES BIOQUIMICAS

3.1.1 Citocinas

Para verificar o comportamento inflamatorio nos grupos em que foram aplicados a
crioterapia em comparagdo com os grupos Sham e LM, foram avaliadas as citocinas pro
inflamatérias TNF-a, IL-1p, e IL-6 e a citocina anti-inflamatéria IL-10 (Figura 3).

Pode ser visto na Figura 3 que as citocinas IL1, IL6 e TNF-a no 2° e 7° dia ap0s a lesdo
aumentaram suas expressoes e a aplicacdo da crioterapia fez esses valores ficarem mais
proximos aos valores do grupo Sham. A partir disso, o efeito do tratamento ocorreu para esses
trés marcadores do processo inflamatorio com a aplicagdo da crioterapia. Houve interagao entre
tempo e tratamento para TNF-a (p<0.001) e IL-6 (p<0.05). IL-1 B e IL-10 nao apresentaram
interacdo entre tempo e tratamento e foram avaliadas pela ANOVA One-Way.

No segundo dia apds lesdo, os valores de TNF-a e IL-6 ndo diferiram entre todos os

grupos: SHAM, LM, LM+C1, LM + C2, LM + C3. No entanto, 7 dias apos intervengdes, LM
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+ C3 foi o grupo que apresentou menores valores de TNF-a e IL-6, semelhantes ao grupo
Sham, e estatisticamente diferentes comparado ao grupo LM (p<0.0001 e p<0.01
respectivamente).

Para a IL-1P ndo ocorreu interagao entre os grupos, assim o fator tempo foi suprimido
da anélise (Figura 3B e Apéndice A). O fator tratamento causou alteracdo na resposta dos
valores entre os grupos (p <0.01). O grupo LM teve um aumento na concentragdo de IL-1f
quando comparado ao Sham (p <0.01). Os grupos que receberam aplicagdao de crioterapia,
apresentaram valores menores de IL-1B comparado ao grupo LM, no qual o grupo que recebeu
3 aplicagdes de crioterapia (LM + C3), apresentou diferenga estatisticamente significativa
nesses valores comparado ao grupo LM (p<0.05).

Para a IL-10 também ndo ocorreu interagdo ou efeito do fator tempo (Figura3D e
Apéndice A). O tratamento com crioterapia causou elevacdo dos niveis de resposta dessa
citocina com caracteristica antiinflamatoria (p <0.05). A utilizagdo de trés aplicagdes fez com

que esse aumento fosse diferente significativamente (p<0,05) do grupo LM.
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Figura 3 - Comportamento das citocinas TNF-a, IL-6, analisadas pela ANOVA Two -Way e IL-1P, IL-10 analisadas pela ANOVA One-

Way.
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3.1.2 Producao de oxidantes

Como marcadores oxidativos foram utilizados o nitrito e DCF. A Figura 4 (A ¢ B)
ilustra os resultados do nitrito entre os grupos e DCF entre os grupos no segundo e sétimo dia
apos intervengoes.

Para o nitrito ndo ocorreu interacdo entre os grupos, assim o fator tempo também foi
suprimido da anélise (Figura 4 A e Apéndice B). O fator tratamento causou alteracao na resposta
dos valores entre os grupos (p <0.0001). O grupo LM teve um aumento na concentragao de
nitrito quando comparado ao Sham (p <0.0001). Os grupos que receberam mais de duas
aplicacdes de crioterapia, apresentaram valores menores de nitrito comparado ao grupo LM.
LM + C3 apresentou valores estatisticamente menores de nitrito comparados ao grupo LM
(p<0.0001) e valores semelhantes comparado ao Sham.

Pode ser visto na Figura 4 B que houve intera¢do entre tempo e tratamento para DCF
(p<0.05). Os niveis do DCF no segundo e sétimo dia apds a lesdo aumentaram suas expressoes
no grupo LM e os grupos que receberam duas e trés aplicagdes de crioterapia, fizeram esses
valores ficarem mais préximos aos valores do grupo Sham. A partir disso, o efeito do tratamento
ocorreu para esse marcador oxidativo com a aplicagdo da crioterapia. LM + C3 apresentou
diferenca significativa quando comparados ao grupo LM (p<0.05) e ao grupo LM + C1 (p<0.05)
no segundo dia ap0s intervencdes. Ao observar os niveis de DCF sete dias apds intervengado, os
grupos que receberam duas (p<0.0001) e trés (p<0.01) aplicacdes de crioterapia apresentaram

valores significativamente menores comparado ao grupo LM.
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Figura 4 - Niveis de NO (2A) entre os grupos analisado pela ANOVA One-Way e DCF
(2B) entre os grupos e nos dois recortes de tempo analisado pela ANOVA Two-Way.
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Legenda Conjunto de letras formado por maiuscula seguida de mintsculas, identificam com qual grupo
houve diferenga e a magnitude da diferenca pelo teste de Bonferroni. S: Sham. L: Lesdo Muscular. C1: LM +Cl.
C2: LM + C2. C3: LM + C3. a: Post hoc de Bonferroni, com valor de p < 0.05. b: Post hoc de Bonferroni, com
valor de p < 0.01. c: Post hoc de Bonferroni, com valor de p < 0.001. d: Post hoc de Bonferroni, com valor de p <

0.0001.
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3.1.3 Dano Oxidativo

Os niveis de Sulfidrila e Carbonil foram utilizados como marcadores para avaliar o
dano oxidativo nos grupos ap6s lesdo e aplicacdo das diferentes frequéncias de crioterapia
conforme demonstrado na Figura 5 A e B.

Houve interagdo significativa entre tempo e tratamento quando avaliado os niveis de
Sulfidrila (p<0.05) (Figura 5 A). Todos os grupos que receberam crioterapia, tiveram aumento
na concentracao de Sulfidrila. Ao avaliar os resultados 2 dias ap6s intervengao, o grupo LM +
C3 apresentou aumento significativo comparado ao grupo LM (p<0.0001) e ao Sham (p<0.01).
Ao observar os valores 7 dias apds intervencao, o grupo Sham teve um aumento nos niveis de
Sulfidrila, igualando seus niveis ao do grupo LM + C3. E ambos os grupos, Sham (p<0.001) e
LM + C3 (p<0.01) apresentaram diferenca estaticamente significativa comparados com o grupo
LM.

Os niveis de Carbonil (Figura 5 B), apresentaram interagdo significativa entre tempo
e tratamento (p<0.001). Os niveis de Carbonil no segundo e sétimo dia ap6s a lesdo aumentaram
suas expressoes no grupo LM e os grupos que receberam crioterapia tiveram niveis menores de
Carbonil, com valores mais proximos aos valores do grupo Sham. A partir disso, o efeito do
tratamento ocorreu para esse marcador de dano oxidativo com a aplicagdo da crioterapia.

Ao avaliar os niveis de Carbonil no segundo dia, todos os grupos que receberam
crioterapia apresentaram valores estaticamente menores comparado ao grupo LM (p<0.0001) e

tiveram valores semelhantes ao grupo Sham.
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Figura 5 - Analise dos niveis dos marcadores de dano oxidativo Sulfidrila (A) e
Carbonil (B) entre os grupos, 2 e 7 dias apds intervengao.
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Legenda: Conjunto de letras formado por maituscula seguida de minusculas, identificam com qual
grupo houve diferenca e a magnitude da diferenga pelo teste de Bonferroni. S: Sham. L: Lesdo Muscular. C1: LM
+C1. C2: LM + C2. C3: LM + C3. a: Post hoc de Bonferroni, com valor de p < 0.05. b: Post hoc de Bonferroni,
com valor de p < 0.01. c: Post hoc de Bonferroni, com valor de p < 0.001. d: Post hoc de Bonferroni, com valor

de p <0.0001.
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3.1.4 Sistema Antioxidante

O sistema antioxidante pode atuar por duas vias independentes: Enzimatica e ndo
enzimatica. A via enzimatica foi avaliada por meio da enzima antioxidante SOD, enquanto a
via ndo enzimatica foi avaliada pelos niveis de GSH. Os resultados estao expressos na Figura 6
AeB.

Para a SOD nao ocorreu interacdo e como nos demais, o fator tempo também foi
suprimido da anélise (Figura 6 A e Apéndice B). O fator tratamento causou alteracao na resposta
dos valores entre os grupos (p <0.0001). Como esperado a resposta da LM foi aumentar os
niveis de SOD em relagdo ao Sham (p<0.01). O tratamento foi capaz de inverter a resposta a
lesdo e com trés aplicacdes trazer os niveis de SOD aos valores do Sham. LM + C3 teve valores
semelhantes ao grupo Sham, no entanto os demais grupos que receberam crioterapia
apresentaram aumento nos niveis da SOD com valores semelhantes ao grupo submetido apenas
a lesdo muscular.

Para GSH, houve interacdo significativa entre tempo e tratamento (p <0.01) (Figura
WB). Na comparacdo geral dos grupos, os grupos que receberam duas e trés aplicagdes de
crioterapia tiveram no segundo dia, valores maiores de GSH. Ainda, o grupo LM + C3
apresentou valores estatisticamente significativos de GSH comparado ao grupo LM (p <0.05).

Ja ao observar o comportamento dos grupos no sétimo dia, os grupos LM + C2 ¢ LM
+ C3 que haviam tido valores maiores de GSH no segundo dia, tiveram valores menores
comparados aos demais grupos. O grupo Sham apresentou aumento significativo comparado ao

grupo LM (p<0.05) e seus valores foram semelhantes aos dos grupos LM + C2 e LM + C3.
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Figura 6 - Analise da atividade da enzima antioxidante SOD (A) e da atividade do
antioxidante nao enzimatico GSH (B) entre os grupos, 2 e 7 dias apos intervengao.
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com valor de p < 0.01. c: Post hoc de Bonferroni, com valor de p < 0.001. d: Post hoc de Bonferroni, com valor
de p <0.0001.



37

3.2 ANALISE HISTOLOGICA

Na Figura 7, estdo as imagens representativas de cortes histologicos transversais do
musculo gastrocnémio de animais dos grupos: sem lesdo (Sham), com lesdo muscular
traumatica (LM) e submetidos a um protocolo de lesdo muscular traumadtica e tratados com trés
diferentes frequéncias de crioterapia ap6s lesio (LM+C1, LM+C2, LM+C3). Por meio das
imagens histoldgicas (Figura 7) foram feitas quantificacdes da média do numero de leucdcitos
(TA), angiogénese (TB) e da média de nimero de fibroblastos (TC) avaliados dois e sete dias

apos intervengoes.

Figura 7 - Imagens representativas de cortes histologicos transversais do musculo
gastrocnémio.
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Legenda: Imagens representativas de cortes histologicos do musculo gastrocnémio avaliando o efeito
do tratamento com crioterapia no niumero de infiltrado inflamatério, representado nas setas amarelas , nimero de
fibroblastos, representado nas setas laranjas e angiogénese nas setas verdes.

3.2.1 Infiltrados

Os niveis de infiltrados nos tecidos estdo demonstrados na Figura § A. A ANOVA
Two-way demonstrou interagdo significativa entre tempo e tratamento (p<0.001). Na

comparagdo geral, o grupo LM e LM + C1 e LM + C2 apresentaram aumento expressivo no
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numero de infiltrados inflamatdérios comparado ao grupo Sham e ao grupo LM + C3 padrao que
pode ser observado no segundo e sétimo dia apoOs intervengdes. Ao analisar o numero de
infiltrados nos grupos dois dias apds intervengdes, Sham ¢ LM + C3 foram os grupos que
tiveram menores numeros de infiltrados inflamatério nao havendo diferenga entre os dois. Ao
comparar Sham e LM + C3 com os demais grupos, estes apresentaram diferenca
estatisticamente significativa quando comparado com LM (p<0.0001), LM + C1 (p<0.0001) e
LM + C2 (p<0.01). Sete dias apos a lesdo, o nimero de infiltrados reduziu em todos os grupos,
com valores expressivamente menores quando comparado LM + C3 com os grupos LM + Cl e

LM + C2 (p<0.05).

3.2.2 Angiogénese

Apbs intervengdes, o processo de formacgao de novos vasos foi avaliado em todos os
grupos. Nao houve interacdo significativa entre tempo e tratamento. Na andlise conjunta
também os grupos ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa na formagdo de
novos vasos (p >0.05). O fator tratamento ndo alterou a expressdo de formagdo dos vasos

(Figura 8 B).

3.2.3 Fibroplasia

Ocorreu interagdo para a andlise da média de fibroblastos (p<0.01) (Figura 8 C). Dois
dias apos lesdo e aplicagdo da crioterapia, todos os grupos apresentaram valores semelhantes
de fibroblastos no tecido. No entanto, 7 dias apds intervengdes, o grupo LM + C1 apresentou
atividade de fibroplasia maior comparado aos demais grupos, com diferenga estatistica

significativa em relagdo aos grupos LM e LM + C3 (p<0.001).
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Figura 8 - Andlise da concentracdo de infiltrados (A), angiogénese (B) e Fibroplasia
(C) nos grupos no tempo de 2 e 7 dias apds intervengao.
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0.0001.
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3.2.4 Colagénese

A Figura 9, contém imagens representativas de cortes histologicos transversais do
musculo gastrocnémio ilustrando atividade de colagénse. e o grafico demonstrando o resultado
da anélise ANOVA One-Way, na qual, todos os grupos apresentam comportamento semelhante

na formacgao de colageno, ndo havendo diferenca na comparacao entre os grupos.

Figura 9 - Analise da formagao de colageno nos diferentes grupos, verificado nos dias
2 e 7 ap6s intervengdes.
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4 DISCUSSAO

Ao realizar este estudo, tivemos dois objetivos principais: I) verificar se aplicar a
crioterapia apenas nas primeiras 24 h, apos lesdao muscular por contusao, seria suficiente para
controlar o processo inflamatorio e estresse oxidativo sem causar atraso no reparo tecidual; II)
verificar quantas aplicagdes, seguindo frequéncia geralmente realizada na pratica clinica,
seriam suficientes para atingir tais objetivos.

A analise conjunta dos resultados apresentados evidencia que a crioterapia aplicada
antes das 24 h apos lesdo muscular por contusdo pode controlar parametros inflamatorios, de
estresse oxidativo e histolégicos. Em relacdo ao segundo questionamento, pode ser visto nos
resultados que a partir de duas aplicagdes sao observados efeitos positivos e um controle do
processo. Mas, para um melhor efeito terapéutico do fator crioterapia observado nesse estudo,
recomenda-se uma frequéncia de trés aplicagdes intermitentes com o objetivo de controlar o
processo inflamatorio.

As citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-13 e IL-6) ndo apresentaram diferenca entre
os grupos quando analisadas 2 dias apds lesdo. No entanto, 7 dias apos lesdo, apresentaram
niveis altos de concentracdo no grupo submetido a LM, sugerindo que o grupo LM ainda estava
na fase de limpeza tecidual (Figura 3). As citocinas liberadas pelos neutrofilos e macrofagos,
tais como, interleucinas (IL-1p e IL-6) e o fator de necrose tumoral (TNF-a)), desempenham
papel fundamental na inflamacgdo, promovendo sinalizagdo e recrutamento celular com objetivo
de realizar fagocitose e remocdo do tecido necrosado (SERRANO, 2008). No entanto, esta
resposta quando ocorre de maneira exacerbada ou por periodo prolongado, pode prejudicar a
fase de reparo tecidual, uma vez que esta fase ¢ sinalizada por meio da reducao dos niveis de
citocinas pr6 inflamatérias e aumento da liberacdo de citocinas anti-inflamatorias e fatores de
crescimento (BOGLIOLO, 2004; KUMAR, 2013). O grupo que recebeu trés aplicagdes de
crioterapia (LM + C3) apresentou valores semelhantes ao grupo Sham na concentra¢do de
citocinas pro-inflamatorias, isto indica uma transi¢ao da fase aguda de fagocitose e limpeza
tecidual, para fase cronica, de reparo tecidual no grupo LM + C3.

As citocinas anti-inflamatorias, como a IL10 desempenham importante papel na fase
tardia da inflamacao inibindo a expressao de citocinas pro-inflamatdrias e na ativagdo e troca
fenotipica de macrofagos M1 para M2 (LANG et al., 2002; MOSSER, 2003; VILLATA, 2011).
Além da sua atuac¢do no processo inflamatorio, a IL-10 desempenha importante papel na fase

de reparo tecidual por ser capaz de aumentar a fusdo celular e ampliar a proporcao de células
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que expressam miogenina (ARNOLD et al., 2007), importante fator de diferenciagdo miogénica
(FUCHTBAUER, EM.; WESTPHAL, H. 1992; HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2017).
Podemos observar na Figura 3, o efeito positivo do fator crioterapia no grupo LM + C3 sobre
as citocinas (Figura 3 e Apéndice A e B). O tratamento proporcionou um aumento na expressao
da citocina anti-inflamatdria IL-10 (Figura 3 D), associado a redugao das pro-inflamatorias. Isto
demonstra importante acao terapéutica da crioterapia no controle do processo inflamatorio e
favorecimento da etapa de reparo.

Merrick et al. (1999) e Schaser et al. (2007) analisaram de maneira independente, o
efeito da aplicacdo prolongada de crioterapia, ¢ demonstraram resultados satisfatorios nos
parametros avaliados por cada um. No entanto, o uso prolongado da crioterapia nos tecidos
pode induzir a lesdes causadas pelo frio (KNIGHT, 1995) e ndo ¢ comumente utilizado na
pratica clinica. Desta forma, Oliveira et al., a fim de mimetizar as frequéncias de aplica¢des
realizadas na pratica clinica, analisaram em trés estudos distintos o efeito de trés aplicacdes
intermitentes de crioterapia ap6s lesdo muscular induzida por criolesao, na atividade oxidante
(CS e LDH) (OLIVEIRA et al., 2013) na area da lesdao e peso do membro lesionado em dois
momentos: 4 h 30 min ap6s lesdo (OLIVEIRA NML; RAINERO EP; E SALVINI TF., 2006)
e 24 horas apos lesao (OLIVEIRA NML; GAVA AD; E SALVINI TF., 2007). E observaram
efeito positivo da crioterapia na atividade oxidante e tamanho da area lesada avaliada 4 h e 30
min apos lesdo. No entanto, quando avaliado 24 h ap6s lesdo, sugerem que trés aplicacdes de
crioterapia ndo sdo suficientes para conter a area lesionada e a inflamagao (OLIVEIRA NML;
GAVA AD; E SALVINI TF., 2007). Os resultados da atividade oxidante no presente estudo
divergem dos encontrados por Oliveira et al. (2007). Tal fato pode ter ocorrido devido ao
modelo de lesdo utilizado ser diferente do realizado em nosso estudo. Embora as fases do
processo de reparo muscular sejam similares entre os diferentes tipos de musculos e lesdes, a
cinética e a amplitude de cada fase podem variar dependendo da extensdo da lesdo, do musculo
lesionado ou do modelo animal (GROUNDS, 1992; PAVLATH et al., 1998).

Ao analisar o contetudo oxidativo de DCF e nitrito (Figura 4 A e B), os grupos LM + C2
e LM + C3 tiveram niveis destes marcadores proximos aos niveis do grupo Sham e ambos
apresentaram diferenca significativa comparados ao grupo LM. Niveis elevados de Oxido
Nitrico (NO), aqui avaliados por meio do nitrito, sdo capazes de promover vasodilatagcdo
(SCHASER et al., 2007) e favorece a migracao de mais células inflamatorias para o local do
tecido e formagdo de edema. Além disso, podem ativar o fator de transcrigdo NF-kB

(TIDBALL, 2017), o qual ¢ responsavel por induzir a transcricdo de mais citocinas pro-
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inflamatérias (PEREIRA et al., 2014) e interferir no processo de reparo tecidual, inibindo a
miogénese por meio de varios processos (VIEIRA RAMOS et al., 2016). A atenuagdo destes
oxidantes promovidos pela crioterapia nos grupos LM + C2 e LM + C3, nos fornece indicativo
de que a crioterapia ¢ capaz de prevenir a resposta inflamatéria exacerbada.

Ao analisar o dano oxidativo, o grupo LM apresentou aumento da carbonilacdo de
proteina e redu¢ao do grupo sulfidrila em dois dias apos lesdo, compativel as alteragdes
encontradas em lesdes musculares. Em contrapartida, o grupo LM + C3 apresentaram valores
proximos ao grupo Sham, indicando que o grupo que recebeu crioterapia teve menor dano
oxidativo. A excessiva producdo de EROS precisa ser contrabalanceada por agentes
antioxidantes. Um desequilibrio entre o sistema de defesa antioxidante e as espécies reativas
geradas podem determinar um prejuizo funcional as células. As defesas antioxidantes podem
atuar de forma associada ou independente por duas vias: enzimaticas € ndo enzimaticas. O
sistema enzimatico, foi avaliado pela atividade da enzima SOD (superoxido dismustase), e a
via ndo enzimatica por meio da glutationa (GSH) (URSO e CLAKSON, 2003; HALLIWELL
e GUTTERIDGE, 2007).

Ao observar os valores SOD, estes apresentaram niveis altos no grupo LM e nos grupos
que receberam apenas uma ou duas aplicagdes de crioterapia. O aumento na atividade da SOD
presente no grupo LM pode sinalizar elevada producdo de H202, no presente estudo avaliada
indiretamente a partir dos niveis de DCF, o qual ¢ considerado um marcador de producao de
peroxido por células danificadas. Ainda, o grupo LM apresentou reducdo nos niveis de GSH,
sinalizando desequilibrio no sistema antioxidante, que associada & maior producdo de H202
pode estar associada a maior dano tecidual. Por outro lado, o grupo submetido as trés aplicagdes
de crioterapia (LM + C3), manteve os valores de GSH e SOD proximos ao grupo Sham nos
dois prazos analisados.

Podemos observar pela histologia que o grupo que recebeu trés aplicagdes de crioterapia
apresentaram reducao no numero de infiltrados quando comparado ao grupo LM. Uma possivel
justificativa para apenas o grupo que recebeu trés aplicagdes de crioterapia tem efeito positivo
na redu¢do leucocitaria, pode ser devido ao fato de que os neutrofilos apresentam maior
interacdo com as células do endotélio vascular e migracao para o tecido 5 h apds lesdo muscular
(CHIARLI et al., 1998). Isso nos direciona para o fato de que a crioterapia com objetivo de
controlar o nimero de infiltrado leucocitario no tecido, deve seguir uma frequéncia de aplicagao

que garanta que o tecido receberd a técnica até proximo de 5 h apos lesdo muscular.
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O objetivo para aplicar a crioterapia nas primeiras 24 h ap6s lesdo muscular, surgiu do
pressuposto que a cascata de sinalizagdo inflamatoria ocorre nesse periodo (CHARGE;
RUDNICKI, 2004; YANG, HU 2018). No entanto, células envolvidas no processo inflamatorio
e reparo tecidual, como os macréfagos, atingem o pico de proliferagdo em média 48 horas apos
inicio da cascata inflamatoria (YANG, HU 2018). Uma vez que a deple¢do de macrofagos
(XTAO etal., 2016) e o uso prolongado da crioterapia podem causar importante atraso no reparo
tecidual, pressupomos que aplicar a crioterapia nas primeiras 24 horas apds lesdo muscular,
seria capaz de controlar o processo inflamatério sem causar atraso no processo de reparo
tecidual. Afinal, uma vez que o pico de migragdo do macrofago ocorre 48 h apos lesdo, estes
ainda estariam em grande numero nos tecidos.

Vieira Ramos et al. (2016) e Haupenthal et al. (2020) observaram o efeito da crioterapia
aplicados nas primeiras 48 horas ap6s lesdo, seguindo a frequéncia de trés aplicagdes didrias,
conforme realizado neste estudo. Ambos estudos demonstram efeitos positivos semelhantes nos
marcadores de dano oxidativo e inflamatdrios encontrados que os resultados apresentados nesse
estudo. Isto sugere que a crioterapia desempenha papel fundamental no controle do processo
inflamatorio quando aplicada nas primeiras 24 h, e que aplicagdo por 48 h pode intensificar
esses efeitos, no entanto, ndo se mostra fundamental para que esses efeitos sejam alcangados.
O resultado deste estudo mostra que no prazo de 24 h a crioterapia causou reducao nos niveis
de marcadores pro-inflamatdrios, estresse oxidativo e foi também capaz de gerar aumento da
interleucina anti-inflamatoéria IL-10, o que indica que a crioterapia ocasiona um controle do
processo inflamatorio agudo e favorece o processo de regeneragdo tecidual. Por outro lado,
talvez aplicar crioterapia por mais de 24 horas possa induzir efeitos indesejados no processo de
reparo tecidual, como diminui¢do da expressdo de macrofagos com fendtipo M2 importantes
neste processo (TIDBALL; VILLALTA, 2010; XIAO et al., 2016; SIQUEIRA et al., 2017).

Diferentes mecanismos podem justificar os efeitos mediados pela hipotermia no
processo inflamatdrio e marcadores de estresse oxidativo apds lesdao muscular. No processo
inflamatorio, a crioterapia se mostra capaz de promover a contencdo de vias pro-inflamatorias,
como a da ciclo-oxigenase 2 (COX-2) (DIESTEL et al., 2008) e inibi¢do da transcri¢do de genes
de citocinas dependentes do fator nuclear kappa B (NF-kB) (YENARI e HAN, 2013). A
crioterapia também promove a manutencdo dos mecanismos homeostaticos reduzindo a
producdo de ROS e evitando o aumento da atividade do sistema antioxidante apds a lesao
(MERRICK et al., 1999; CARVALHO et al., 2010; PUNTEL et al., 2011; SIQUEIRA et al.,
2017; DOS SANTOS HAUPENTHAL et al., 2020). Além de ser capaz de diminuir a expressao
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de moléculas de adesdo na superficie de células inflamatérias (INAMASU et al., 2001) e
promover vasoconstricdo (SCHASER et al., 2007). Estes fatores associados, favorecem a
diminui¢do da pressdo hidrostatica e dificultam o processo de diapedese, reduzindo a
concentracao de infiltrados leucocitarios e favorecendo a sobrevivéncia de células viaveis.

Apesar do modelo de lesdao por contusdo utilizado neste estudo ser amplamente
utilizado em estudos com uso de crioterapia (SMITH et al., 1993; MARTINS et al., 2016;
SINGH; LONBANI; et al., 2017), a magnitude da lesdo ¢ baixa e, portanto, pode influenciar na
resposta inflamatoéria, uma vez que esta ¢ utilizada como mecanismo fisiologico para
reestabelecer a homeostase tecidual. Uma lesdo tecidual pequena, por si s6 induz a uma resposta
inflamatoria de menor intensidade, o que pode justificar alguns marcadores nao terem
apresentado diferenca significativa na comparacao entre os grupos que receberam crioterapia e
o grupo LM com o Sham, como foi o caso do TNF alfa no segundo dia apds lesdo e da
angiogénese ¢ Colagénese analisadas pela histologia.

A aplicacdo de crioterapia pode induzir sensagdo de dor quando o tecido atinge
temperaturas abaixo de 15° C (MORAN, 1998). Um dos mecanismos mais aceitos e que
explicam esse fendmeno, se deve pela ativagao dos nociceptores térmicos TRPA1 e do nao
especifico TRPMS, pertencentes a familia dos canais de potencial receptor transitorio (TRP)
(FOULKES; WOOD, 2007). Esses canais estdo expressos na membra dos neuronios sensitivos,
e sua ativacao pode estar relacionada com a sensacao dolorosa relatada nos minutos iniciais da
aplicacdo da crioterapia. No presente estudo, ndo foram avaliados a ativagao desses receptores
pela aplicacdo das bolsas de gelo. Sugere-se em estudos futuros, incluir esta analise a fim de
observar melhor a ativagdo e tempo de resposta desses receptores térmicos durante aplicagdao

da crioterapia.
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados, a crioterapia aplicada nas primeiras 24 h apos
lesdo muscular por contusdo foi capaz de controlar os parametros inflamatorios e de estresse
oxidativo, bem como de reduzir o nimero de infiltrados leucocitarios sem causar atraso no
reparo tecidual. A partir de duas aplicagdes ja € possivel observar efeitos positivos. Para garantir
acdo eficaz da crioterapia, recomenda-se utilizar uma frequéncia de trés aplicagdes
intermitentes a fim de controlar o processo inflamatodrio e prevenir lesao secundaria aos tecidos

por exacerbagdo do processo inflamatorio.
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7 APENDICES
APENDICE A

Tabela 1 - Resultado da comparagao aos pares na histologia analisada pela ANOVA
Two-Way com Post hoc de Bonferroni, expressos em média, desvio padrdo e intervalo de
confianca de todos os grupos 2 e 7 dias ap0s intervengao.

Infiltrado
2 Days 7 Days
Mean (SD) CI195% P valule = Mean (SD) CI195% P value
Groups
Sham 2.32(2.02) -0.91 to 5.54 Ld, Cld, 5.85(8.70) -8.0 to 19.70 Cla
C2b
LM 150 (28.20) 105 to 194 Sd, C2a, 25.50(29.90) -22.1t0 73.10 >0,05
C3d
LM + Cl 165 (49.70) 85.50 to 244 Sd, C2b,  73.60 (43.40) 4.49 to 143 Sa, C2a,
C3d C3a
LM+ C2 86.60 (22.50)  50.90 to 122 Sb,La,  66.40 (42.40) -1.10 to 134 C3a
Clb, C3b
LM+C3 7.57 (4.23) 0.84 to 14.30 Ld,Cld, 3.44(2.74) -0.93 to 7.81 Cla, C2a
C2b
Angiogénese
Sham 0.81 (0.72) -0.33t0 1.97  >0.05 0.72 (0.78) -0.53 to 1.97 >0.05
LM 0.75 (0.36) 0.16to 1.34 >0.05 0.83 (0.56) -0.05 to 1.73 >0.05
LM +Cl1 0.59 (0.18) 0.30 t0 0.89 >0.05 0.97 (0.67) -0.09 to 2.04 >0.05
LM+ C2 0.90 (0.11) 0.71 to 1.10 >0.05 1.38 (1.23) -0.57 to 3.33 >0.05
LM+ C3 1.03 (0.92) -0.44t02.50  >0.05 0.53 (0.52) -0.30 to 1.37 >0.05
Fibroplasia
Sham 3.41 (3.41) -2.03t0 8.85  >0.05 16.4 (13.70) -5.29 t0 38.20 >0,05
LM 4.63 (3.52) -0.97t0 10.20 >0.05 5.63 (3.78) -0.38 to 11.60 Clc
LM +Cl1 6.29 (4.06) -0.17 to 12.70  >0.05 28.80 (6.59) 18.30 to 39.30 Le, C3c
LM+ C2 18.10 (5.17) 9.841026.30 >0.05 17.20 (11.20) -0.60 to 34.90 >0,05
LM+ C3 16.20 (6.99) 5.04t027.30 >0.05 3.51(2.42) -0.34 t0 7.36 Clc
Colagénese
Sham 48.90 (5.36) 40.40 to 57.40 >0.05 56.10 (3.50) 50.50t0 61.70  >0.05
LM 55.80 (4.65) 48.40 to 63.20 >0.05 50.70 (2.14) 47.30to 54.10  >0.05
LM +Cl1 54.50 (4.86) 46.70 to 62.20 >0.05 56.40 (3.54) 50.80to 62.10  >0.05
LM+ C2 55.00 (2.72) 50.70 to 59.30 >0.05 53.20 (4.56) 46.00 to 60.50  >0.05
LM+ C3 53.90 (3.32) 48.70 t0 59.20 >0.05 56.00 (4.14) 49.40t0 62.60  >0.05

Legenda: SD: Desvio Padrao. CI: Intervalo de Confianca. Conjunto de letras formado por maitiscula

seguida de mintsculas em cada coluna, identificam com qual grupo houve diferenga e a magnitude da diferenca

pelo teste de Bonferroni. S: Sham. L: Lesao Muscular. C1: LM +C1. C2: LM + C2. C3: LM + C3. a: Post hoc de

Bonferroni, com valor de p < 0.05. b: Post hoc de Bonferroni, com valor de p < 0.01. c: Post hoc de Bonferroni,

com valor de p <0.001. d: Post hoc de Bonferroni, com valor de p <0.0001. Conjunto de letras iguais nas colunas

ndo diferem significativamente pelo teste de Bonferroni ao nivel de 5% de significéncia.
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Tabela 2 - Resultado da analise bioquimica das citocinas anti-inflamatérias (TNF-a,
IL-1, IL-6) e pro6 inflamatorias (IL-10) analisadas pela ANOVA Two-Way com Post hoc de
Bonferroni, expressos em média, desvio padrao e intervalo de confianga de todos os grupos 2 e
7 dias apds intervengdes.

TNFa
2 Days 7 Days
Mean (SD) CI195% P valule  Mean (SD) CI195% P value
Groups
Sham 23,48 (3.86) 17.33t029.62  >0.05 23.57 (3.28) 18.34 to 28.81 Lc, Clb
LM 36.69 (4.80) 30.73to42.65  >0.05 47.71 (13.73) 30.36 to 64.45 Sc, Cga,
C3
LM+ Cl1 20,94 (4.53)  1531t026.57  >0.05 44.34 (10.25) 31.62 to 57.07 Sb
LM+ C2 2442 (4.48) 18.85t029.99  >0.05 28.87(7.48) 19.57 to 38.17 La
LM+ C3 2498 (6.94) 16.37t033.60  >0.05 16.22 (3.74) 11.57 to 20.87 Ld, C1d
Interleucina-1 (IL-1)
Sham 3.34(0.26) 3.02t0 3.66 >0.05 3.91 (1.10) 2.54 10 5.27 >0.05
LM 5.68 (1.00) 4.36 t0 6.94 >0.05 6.97 (0.51) 6.33 to 7.61 >0.05
LM +Cl1 4.52 (1.70) 2.40 to 6.63 >0.05 5.94 (2.72) 2.55t09.32 >0.05
LM + C2 4.90 (2.17) 2.20 to 7.60 >0.05 3.97 (1.55) 2.05t05.89 >0.05
LM+ C3 4.15(1.22) 2.64 t0 5.67 >0.05 4.27 (0.65) 3.45t05.08 >0.05
Interleucina-6 (IL-6)
Sham 26.00 (4.13) 19.42t032.57 >0.05 49.15 (5.83) 39.87 to 58.42 >0,05
LM 50.31 (10.98) 36.67t063.95  >0.05 67.23 (8.07) 57.21t0 77.25 C3b
LM +Cl1 33.75(11.61) 19.32t048.17  >0.05 56.61 (14.81) 38.22 to 75.00 >0,05
LM+ C2 54.15(27.55) 19.95t088.35  >0.05 41.12 (13.00) 25.00 to 57.00 >0,05
LM+ C3 33.26 (13.41) 16.6t049.91 >0.05 31.49 (5.09) 25.17 to 37.81 Lb
Interleucina-10 (IL-10)
Sham 19.87(6.23)  9.951t029.80 >0.05 31.14 (6.73) 20.42 to 41.85 >0.05
LM 16.92 (3.67) 1236t021.47  >0.05 28.91 (6.38) 20.98 to 36.84 >0.05
LM +Cl1 27.04 (7.80) 14.37t033.76  >0.05 33.72 (2.17) 31.02 to 36.42 >0.05
LM+ C2 2584 (5.64) 18.84t032.85 >0.05 29.45 (5.41) 22.72 10 36.18 >0.05
LM+ C3 29.11 (7.17)  20.21t038.02  >0.05 39.75 (2.90) 36.15 t0 43.35 >0.05

Legenda: SD: Desvio Padrao. CI: Intervalo de Confianga. Conjunto de letras formado por maitscula
seguida de mintsculas em cada coluna, identificam com qual grupo houve diferenca e a magnitude da diferenca
pelo teste de Bonferroni. S: Sham. L: Lesdo Muscular. C1: LM +C1. C2: LM + C2. C3: LM + C3. a: Post hoc de
Bonferroni, com valor de p < 0.05. b: Post hoc de Bonferroni, com valor de p < 0.01. c: Post hoc de Bonferroni,
com valor de p <0.001. d: Post hoc de Bonferroni, com valor de p <0.0001. Conjunto de letras iguais nas colunas
ndo diferem significativamente pelo teste de Bonferroni ao nivel de 5% de significancia.
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Tabela 3 - Resultado da anélise bioquimica dos marcadores oxidantes (NO, DCF), de
dano oxidativo (Sulfidrila e Carbonil) e antioxidantes (SOD e GSH) avaliados pela ANOVA

Two-Way. ]
Oxido Nitrico (NO)
2 Days 7 Days
Mean (SD) CI95% P valule  Mean (SD) CI195% P value
Groups
Sham 0.98 (0.15) 0.82to 1.14 Lb 1.08 (0.24) 0.83to 1.34 Cla
LM 2.15(0.54) 1.59 to 2.72 Sb,C3b  1.84 (0.17) 1.66 to 2.02 >0.05
LM+ Cl 1.40 (0.49) 0.89 to 1.91 >0.05 1.99 (0.99) 0.94 t0 3.03 C2a, C3
LM + C2 1.38 (0.45) 0.96 to 1.81 >0.05 1.02 (0.24) 0.76 to 1.27 Cla
LM + C3 1.05 (0.31) 0.75to 1.35 Lb 1.00 (0.12) 0.88to 1.11 Clb
2,7-diclorofluoresceina fluorescente (DCF)
Sham 20.42 (3.27)  26.99 to 23.86 La,Cla  21.82(5.93) 15.59 to 28.04 >0.05
LM 34.53(8.10)  26.03 to 43.04 Sa, lea, 32.20(7.72) 24.19 to 40.41 C2d, C3b
C3
LM + Cl1 3446 (5.26)  28.93t0 39.99 Sa, C]fa, 20.40 (8.57) 11.40 to 29.40 >0.05
C3
LM +C2 20.50 (7.38)  13.67 t0 27.33 La,Cla  11.90 (4.05) 7.64 to 16.15 Ld
LM + C3 18.32 (7.05)  12.43to 24.22 Lb,Clb  17.83 (4.85) 13.35 t0 22.32 Lb
Sulfidrila
Sham 2.09 (0.30) 1.78 to 2.41 C3b 3.95(1.01) 2.88 t0 5.01 Ld
LM 1.36 (0.18) 1.17 to 1.55 C3d 1.49 (0.32) 1.15t0 1.83 Sd, C3b
LM +Cl1 2.76 (1.22) 1.48 to 4.04 >0.05 2.71 (0.74) 1.96 to 3.50 >0.05
LM+ C2 2.51(0.97) 1.61 to 3.40 >0.05 2.58 (0.61) 1.93 t0 3.22 >0.05
LM+ C3 4.13 (1.63) 2.62 t0 5.64 Sb,Ld  3.53 (0.79) 2.80 to 4.27 Lb
Carbonil
Sham 0.10 (0.03) 0.07 to 0.14 Ld 0.05 (0.01) 0.04 to 0.06 >0.05
LM 0.30 (0.09) 0.20 to 0.40 Sd,Cld,  0.12 (0.02) 0.09to 0.15 >0.05
C2d, C3d
LM+ Cl1 0.04 (0.01) 0.02 to 0.05 Ld 0.06 (0.04) 0.01t0 0.10 >0.05
LM +C2 0.05 (0.03) 0.01 to 0.09 Ld 0.02 (0.03) -0.01 to 0.06 >0.05
LM+C3 0.06 (0.09) -0.02 to 0.15 Ld 0.04 (0.03) 0.01 to 0.07 >0.05
Superodxido dismutase (SOD)
Sham 0.28 (0.062)  0.21to 0.35 C2a 0.57 (0.10) 0.46 to 0.68 >0,05
LM 0.65 (0.08) 0.56 to 0.74 >0.05 1.05 (0.11) 0.92to 1.17 C3a
LM +Cl1 0.68 (0.24) 0.43 t0 0.94 >0.05 1.01 (0.49) 0.50to 1.53 >0.05
LM+ C2 0.81 (0.37) 0.47to 1.16 Sa,C3a (.65 (0.37) 0.28 to 1.04 >0.05
LM+C3 0.31 (0.07) 0.24 t0 0.38 C2a 0.50 (0.06) 0.44 t0 0.56 La
Glutationa (GSH)

Sham 0.07 (0.01) 0.06 to 0.08 >0.05 0.18 (0.08) 0.09 to 0.27 La
LM 0.04 (0.01) 0.03 to 0.05 C3a 0.09 (0.00) 0.08 to 0.09 Sa
LM +Cl 0.07 (0.01) 0.05 to 0.09 >0.05 0.14 (0.02) 0.11t0 0.17 >0.05
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0.12 (0.05) 0.08 to 0.17 >0.05 0.12 (0.05) 0.06 t0 0.18 >0.05

0.13 (0.07) 0.07 to 0.20 La 0.10 (0.01) 0.09 to0 0.12 >0.05

Legenda: SD: Desvio Padrio. CI: Intervalo de Confianga. Conjunto de letras formado por maitiscula
seguida de minusculas em cada coluna, identificam com qual grupo houve diferenca ¢ a magnitude da diferenca
pelo teste de Bonferroni. S: Sham. L: Lesdo Muscular. C1: LM +C1. C2: LM + C2. C3: LM + C3. a: Post hoc de
Bonferroni, com valor de p < 0.05. b: Post hoc de Bonferroni, com valor de p < 0.01. c¢: Post hoc de Bonferroni,
com valor de p <0.001. d: Post hoc de Bonferroni, com valor de p <0.0001. Conjunto de letras iguais nas colunas
ndo diferem significativamente pelo teste de Bonferroni ao nivel de 5% de significancia.
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Tabela 4 - Resultados da analise bioquimica e histologica das varidveis que nao
apresentaram interacao na andlise ANOVA Two-Way e foram analisadas pela ANOVA One-

way com Post hoc de Bonferroni.

Analise Bioquimica

NO
Groups Mean (SD) CI195% P valule
Sham 1.03 (0.20) 0.90to 1.16 Ld, Clb
LM 1.99 (0.41) 1.73 t0 2.26 Sd, C2¢, C3d
LM + Cl 1.69 (0.80) 1.18 t0 2.21 Sb, C3b
LM + C2 1.21 (0.40) 0.97 to 1.46 Lc,
LM+ C3 1.02 (0.23) 0.89to 1.16 Ld, Clb
SOD
Sham 0.43 (0.17) 0.32t0 0.54 Lb, Clb
LM 0.85(0.22) 0.70 t0 0.99 Sb, C3b
LM + Cl 0.85 (0.40) 0.59to 1.11 Sb, C3b
LM+ C2 0.74 (0.36) 0.52 t0 0.96 C3a
LM +C3 0.41 (0.12) 0.34 t0 0.47 Lb, Clb, C2a
IL-1p
Sham 3.62 (0.81) 3.04 t0 4.20 Lb
LM 6.33 (1.01) 5.60 to 7.05 Sb, C3a
LM+ Cl1 5.23(2.26) 3.60 to 6.85 >0.05
LM+ C2 4.43 (1.84) 3.11t05.75 >0.05
LM +C3 4.21(0.92) 3.55t04.87 La
IL-10
Sham 25.5 (8.50) 18.39 to 32.62 >0.05
LM 22.91 (8.00) 17.19 to 28.64 C3a
LM +Cl1 28.89 (7.42) 23.58 t0 34.2 >0.05
LM+ C2 27.65 (5.55) 23.68 to 31.61 >0.05
LM +C3 34.43 (7.61) 28.98 t0 39.88 La

Histologia
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Angiogénese
Groups Mean (SD) CI195% P valule
Sham 0.76 (0.70) 0.18 to 1.35 >0.05
LM 0.79 (0.44) 0.42to 1.16 >0.05
LM+ Cl1 0.78 (0.49) 0.36to 1.2 >0.05
LM+ C2 1.14 (0.84) 0.43 to 1.85 >0.05
LM + C3 0.78 (0.74) 0.15to 1.40 >0.05
Colagénese
Sham 52.52 (5.68) 47.76 to 57.27 >0.05
LM 53.25(4.34) 49.62 to 56.88 >0.05
LM + Cl 55.45 (4.07) 52.04 to 58.86 >0.05
LM+ C2 54.11 (3.61) 51.09 to 57.12 >0.05
LM +C3 54.97 (3.64) 51.92 to 58.01 >0.05

Legenda: SD: Desvio Padrdo. CI: Intervalo de Confianga. p>0.05 ndo ha diferenca entre os grupos
analisados pela ANOVA One-Way. Conjunto de letras formado por maitscula seguida de minasculas em cada
coluna, identificam com qual grupo houve diferenga e a magnitude da diferenga pelo teste de Bonferroni. S: Sham.
L: Les@o Muscular. C1: LM +C1. C2: LM + C2. C3: LM + C3. a: Post hoc de Bonferroni, com valor de p < 0.05.
b: Post hoc de Bonferroni, com valor de p < 0.01. c¢: Post hoc de Bonferroni, com valor de p < 0.001. d: Post hoc
de Bonferroni, com valor de p <0.0001. Conjunto de letras iguais nas colunas nao diferem significativamente pelo
teste de Bonferroni ao nivel de 5% de significancia.

Tabela 5 - Temperatura superficial da pele antes e ap6s aplicacdo da crioterapia.

Temperatura superficial da pele

Antes Depois
Mean (SD) CI195% P valule @ Mean (SD) CI95% P value
Groups
LM +Cl1 26.0 (2.37) 24.80 to 27.10 >0.05 8.60 (4.30) 6.50 to 10.60 >0.05
LM+ C2 26.9 (2.70) 25.60 to 28.10 >0.05 6.50 (3.00) 5.10t0 7.90 >0.05
LM+ C3 25.8 (2.80) 24.60 to 27.10 >0.05 8.30 (4.80) 6.00 to 10.50 >0.05

Legenda: SD: Desvio Padrdo. CI: Intervalo de Confianga. p>0.05 ndo ha diferenca entre os grupos

analisados pela ANOVA One-Way.
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