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INTRODUGCAO

As lesdes musculares ocorrem através de uma variedade de mecanismos
decorrentes de traumas diretos (esmagamento, laceracdes, contusfes) ou de
traumas indiretos (isquemia por disfuncdo neurolégica e estiramento). As fases do
processo inflamatorio que ocorrem nas estruturas danificadas sdo semelhantes entre
os diversos tipos de musculos estudados (ZACHAZEWSKI, et al., 1996; JARVINEN
et al., 2000; SATO et al., 2003; RIZZI et al., 2006), mas a recuperacao funcional do
musculo lesado varia de um tipo para outro. O processo inflamatério pode ser
dividido basicamente em trés fases: (1) a fase degenerativa, caracterizada por
formacédo de hematoma, necrose de miofibrilas e infiltrado celular polimorfonuclear;
(2) a fase de reparo, consiste em fagocitose do tecido necrosado, infiltrado celular
mononuclear, regeneracdo de miofibrilas, producdo de tecido conectivo e
crescimento de capilares (tecido de granulagéo); (3) a fase de remodelacdo, que
consiste da maturacado das miofibrilas regeneradas, contragcéo e reorganizacdo do
tecido cicatricial, e restauracdo da capacidade funcional (JARVINEN et al., 2000;
TURNER; BADYLAK, 2011).

Uma complexa unido de fatores de crescimento com proteinas extracelulares
regem 0 microambiente da lesdo, estimulando e coordenando a reparacéo
musculoesquelética. Esses fatores sdo secretados principalmente pelas células
imunes ativas e pelas proprias células do tecido muscular esquelético. Células
endoteliais vasculares, neurdnios e celulas progenitoras tambem participam neste
processo (HAWKE; GARRY 2001; CANTINI et al., 2002). A sequéncia da liberagéo
dos fatores de crescimento parece ser importante para o controle da reparagéo
muscular. Os principais fatores de crescimento incluem: fator de crescimento de

hepatécitos (HGF), fator de crescimento fibroblastico basico (FGF), fator de



crescimento semelhante a insulina 1 (insulina/IGF-1), fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF) e fator de crescimento derivado de plaqueta -AAe-BB. O
IGF-1, essencial para crescimento muscular e proliferacdo de mioblastos e o HGF,
regulador primario de proliferacdo de celulas satélites, parecem ser os mais
relevantes na regulacdo e reparagédo do tecido muscular. A interacdo destes fatores
€ complexa e as suas fun¢fes ainda ndo estdo totalmente caracterizadas (TURNER,;
BADYLAK, 2011).

Durante o processo de reparo da lesdo muscular, podem ocorrer proliferacéo
e ativacdo excessiva de colageno com formagdo de uma cicatriz hipertréfica
acarretando uma recuperacdo funcional incompleta (LEHTO et al., 1985;
KASEMKIJWATTANA et al., 1998; MENETREY et al., 1999; LI et al., 2004; GHALY;
MARSH, 2010; BAPTISTA et al, 2011). O uso de algumas modalidades
terapéuticas, como as de ceélulas-tronco, € uma estratégia para melhorar a
regeneracdo muscular. Porém, os seus efeitos ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos (MU et al., 2011). Uma modalidade terapéutica eficiente deve
apresentar uma aceleracdo na recuperacdo de cada uma das fases do processo
inflamatério, de modo que, no final resulte na formacéo de uma cicatriz adequada e
funcional (RIZZI et al., 2006).

Os modelos experimentais de lesdo muscular sdo ferramentas uteis para
investigar os mecanismos relacionados a regeneracdo muscular A literatura nos
apresenta diversos modelos de lesdo muscular em animais utilizando variados
métodos, produzindo danos em diversos graus e consequentemente, processos
regenerativos diferentes. Estudos tém utilizado modelos de lesdo que incluem
aplicacao direta de anestésicos (SAITO; NONAKA, 1994) ou miotoxinas no musculo

(CHARGE; RUDNICKI, 2004); oclus&o de vasos sanguineos (ULLMAN et al., 1990);
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exercicio exaustivo (VIHKO et al.,, 1979); laceracdo (MENETREY et al., 1999);
contusédo (KASEMKIJWATTANA et al., 2008; MC BRIER et al., 2009); estiramento
(NIKOLAU et al., 1987; JARVINEN et al., 2000) e esmagamento do musculo
(RUSHTON et al., 1997, 2003; BUNN et al., 2004) entre outros modelos. O modelo
escolhido deve ser bem descrito e reproduzir 0s processos basicos que ocorrem em
traumatismos musculares, sobretudo em relagdo ao dano tecidual e a resposta
inflamatoria.

Optamos por uma via direta de esmagamento uma vez que nos traumas
indiretos ndo sabemos o momento, o local e a extensédo exata da lesdo. O modelo
de leséo por contusdo também nao parece adequado devido a lesdo abranger a pele
acima do musculo lesado de maneira extensa. Desta forma, a lesdo néo
apresentando um padréo constante, impossibilita a comparacdo e o estudo com
diferentes terapias utilizadas.

O modelo por esmagamento muscular, descrito neste estudo tem se mostrado
confiavel para induzir uma lesdo no musculo esquelético. Ha uma variedade de
equipamentos, forca aplicada, tipo de musculos e linhagens de animais eleitos nos
estudos. Diversos instrumentos sao utilizados para promover a lesdo, os mais
comuns sdo pinca e forceps, normalmente conectados a algum dispositivo para
mensurar a forca aplicada (BUNN et al., 2004). Utilizamos pinca de compressao
acoplada a uma célula de carga para produzir a lesdo, o que permite aplicar grande
pressao exclusivamente sobre o musculo.

Com o objetivo de garantir que o modelo de lesdo desenvolvido em nosso
estudo possa ser utilizado em pesquisas posteriores com células-tronco ou em
outras terapias, descrevemos cuidadosamente o dano tecidual provocado, as

diferentes fases da resposta inflamatoria, resposta inflamatoria sérica e
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guantificamos a &rea ocupada por tecido fibroso em diferentes momentos apos a

lesao.
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REVISAO DA LITERATURA

Os processos que ocorrem no musculo lesionado (necrose/degeneracéo,
inflamacao, reparo, e formacéo de tecido cicatricial) estdo todos interligados e séo
tempo-dependente (KASEMKIJWATTANA et al.,, 1998, HUARD et al., 2002).
Basicamente, os processos sao divididos em trés fases:

A fase degenerativa é caracterizada pela ruptura de musculo quando algum
um tipo de forca excessiva provoca uma lesdo do musculo esquelético, rompendo o
sarcoplasma e provocando a necrose de miofibras. O rompimento da fibra muscular
é refletido pelo aumento dos niveis séricos de proteinas musculares, tais como a
creatina quinase (CK), que sdo normalmente restritas ao citosol da fibra muscular.
Em humanos e modelos animais, o0 aumento sérico da CK é observado pos estresse
mecanico (por exemplo, exercicios fisicos extenuantes, lesdes mecanicas externas)
e em doengas muscolo esqueléticas degenerativas (por exemplo, distrofia muscular)
(CHARGE; RUDNICKI, 2004; BRANCACCIO et al., 2007; SARI et al., 2008).
Simultaneamente, células inflamatoérias acessam o sitio da lesdo em decorréncia aos
vasos sanguineos lesados. A resposta inflamatoria € amplificada pela liberacao
hormonal das células satélites e miofibrilas necrosadas e pelos macréfagos
fibroblastos ativados no local da lesdo que produzem sinais quimiotéticos (fatores de
crescimento, citocinas, quimiocinas e outros) que atraem células inflamatorias
circulantes (JARVINEN et al., 2005). No que diz respeito aos fatores de crescimento
e citocinas, ha evidéncias de que o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) tem um
papel fisioldgico na regeneracdo da lesdo no musculo esquelético,bem como a
inibicdo da sua atividade poderd resultar num ligeiro défict na forca do musclo em
recuperacdo. Além disso, um grande ndmero de factores de crescimento e citocinas

sdo expressos na lesdo musculo esquelética, tais como, fator de crescimento de
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hepatécitos (HGF), fator de crescimento fibroblastico basico (FGF), fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (insulina/IGF-1), fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF) e factor de crescimento derivado de plaqueta -AAe-BB. O
IGF-1, essencial para crescimento muscular e proliferacdo de mioblastos e o HGF,
regulador primario de proliferacdo de celulas satélites, parecem ser os mais
relevantes na regulacdo e reparacdo do tecido muscular (JARVINEN et al., 2005;
BORCELLIA et al., 2009; TURNER; BADYLAK, 2011). Na fase mais aguda ap0s
uma lesdo musculo esquelética, os leucocitos polimorfonucleares sao as células
mais abundantes no local da leséo, posteriormente substituidos por mondcitos, que
séo transformados em macréfagos ativamente engajados na protedlise e fagocitose
do material (JARVINEN et al., 2000; JARVINEN et al., 2005)

Alguns dias ap0s a lesao iniciam as fases de reparo e remodelamento que
ocorrem concomitantemente uma vez que a fase degenerativa tenha diminuido.
Nestas fases, ocorrem 0s processos de regeneracao de fibras musculares lesadas e
a formacao de uma cicatriz do tecido fibroso que s&o um pré-requisito para ideal de
recuperacdo da fungdo contratil do musculo (JARVINEN et al., 2000; JARVINEN et
al., 2005).

A capacidade regenerativa das miofibrilas € garantida pelas células satélite
encontradas sob a lamina basal de cada fibra muscular. Em resposta ao trauma, as
células satélites sdo ativadas, proliferam e diferenciam-se em fibroblastos que se
fundem a fibras musculares remanescentes da lesdo ou se fundem a células
satélites vizinhas para gerar novas fibras musculares (LEFAUCHER; SEBILLE,
1995; JARVINEN et al., 2000; JARVINEN et al., 2005; CICILIOT, SCHIAFFINO,

2010).
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Os fibrobastos se proliferam no tecido danificado e comegam a produzir uma
matriz extracelular rica em coladgeno que se da pela proliferacdo dos fibroblastos
para restaurar a estrutura do tecido conjuntivo (LEHTO et al 1985; MENETREY et
al., 1999; LI; HUARD, 2002). A proliferacdo excessiva e a ativagao de fibroblastos
pode conduzir a fibrose e extensa formagao de tecido de cicatriz densa, o que pode
obstruir o musculo no processo regenerativo e resultar em recuperagéo incompleta.
(LEHTO et al., 1985; KASEMKIJWATTANA et al 1998;. MENETREYET et al., 1999).

Embora as fases degenerativa e regenerativa sejam semelhantes entre os
diferentes tipos de musculo lesados, a amplitude e a cinética de cada fase podem
variar dependendo da extensdo da lesdao, do musculo lesado ou do modelo animal
escolhido. Para estudar o processo inflamatério no tecido muscular em um ambiente
controlado e de forma reprodutivel foi necesséario desenvolver modelos animais de
lesdo muscular (CHARGE; RUDNICKI, 2004).

A literatura nos oferece uma série de modelos experimentais, baseados
principalmente nos mecanismos de lesdo muscular direto e ou indireto. O primeiro
pode ser decorrente de contusédo, laceracdo e tensfes; enquanto que o segundo,
por um alongamento das fibras musculares além da sua capacidade fisioldgica, quer
por uma contracao excéntrica ou concéntrica bruscas, ou ainda, devido a isquemia e
disfuncéo neuroldgica. As lesées musculares mais comuns ocorrem por contusao ou
por estiramento muscular (ZACHAZEWSKI, et al., 1996; JARVINEN et al., 2000).

O modelo de contuséo por impacto, de peso com ponta romba, é utilizado por
varios estudos (LEHTO, et al., 1985; CRISCO et al., 1994; KASEMKIJWATTANA et
al., 1998; MCBRIER et al., 2009; GHALY; MARSH et al., 2010; SHU et al., 2012). O

mecanismo desta lesdo é baseado na queda de um objeto de ponta romba a uma
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altura pré-definida, o impacto gerado provoca a lesdo do muasculo desejado
juntamente com a pele, pois se trata de modelo ndo invasivo (CRISCO et al., 1994).

Os estudos experimentais de lesdo por estiramento para musculo esquelético
apresentam métodos invasivo (NIKOLAOU et al., 1987) e ndo invasivo, atraves de
movimentos, para estabelecer a lesdo miotendinea ou proxima a mesma. O modelo
de estiramento invasivo ndo tem demonstrado ser reprodutivel e a lesdo produzida
guantificavel (TOUMI et al., 2006).

O modelo de lesdo muscular por esmagamento tem sido descrito como uma
lesdo reprodutivel e de realizacao facil (JARVINEN; SORVARI, 1975; BUNN et al.,
2004). Forceps arteriais e outros materias semelhantes a pincas sdo utilizados para
esmagar o musculo de forma segmentar (SCHMALBRUCH, 1976) ou
completamente (FINK et al, 2003), O método com uso de fbérceps para
esmagamento tém sido utilizado para observar os efeitos de trauma na células
satélites (SCHULTZ et al., 1985), a expressao de ceélulas do musculo esquelético
precursores (GROUNDS et al., 1992), e para comparar a regeneracao ferimentos de
diferentes gravidades seguintes (MCGEACHIE; GROUNDS, 1987). A aparéncia e
acao inflamatoria no local da lesédo também foram investigadas (ROBERTSON et al.,
1993; RUSHTON et al., 1997, WINKLER et al., 2011). Porém, o desenvolviemnto de
fibrose intramuscular ao longo do tempo apos trauma por esmagamento ndo tem

sido quantativamente descrito (WINKLER et al., 2011).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Desenvolver e avaliar um modelo murino de lesdo muscular por

esmagamento no musculo gastrocnémio.

Objetivos Secundarios

(1) avaliar os resultados de creatina quinase (CK) nos periodos pré—lesédo (3
horas) e apds (3 horas, 24 horas, 2, 7, 14 e 21 dias, 14 dias) a lesdo aplicada com a
forca de 60N.

(2) descrever as variaveis histopatologicas (processo inflamatério) em todos os
grupos 3 horas, 2, 7, 14 e 21 dias p0os-lesdo aplicada com a forca de 60N, grupo 14
dias pés-lesédo aplicada com a forga variando entre 130-150N, grupos sham e grupo
controle.

(3) comparar area de colageno no musculo (regido da fascia e sarcoplasma) dos
grupos 3 horas, 2, 7, 14 e 21 dias pos-leséo aplicada com a forca de 60N.

(4) comparar area de colageno no musculo (regido da fascia e sarcoplasma) dos
grupos sham

(5) comparar area de colageno no musculo (regido da fascia e sarcoplasma) do
grupo lesdo 14 dias pos-lesdo aplicada com a forca de 60N com o grupo lesdol4
dias pos-leséo aplicada com a forca variando entre 130-150N.

(6) comparar area de colageno no musculo (regido da fascia e sarcoplasma) do
grupo controle com o grupo lesdol4 dias pos-lesédo aplicada com a forca variando

entre 130-150N.
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RESUMO

Introducdo: Os modelos experimentais de lesdo muscular sdo ferramentas Uteis
para investigar os mecanismos relacionados a regeneracdo muscular. O modelo
escolhido deve ser bem descrito e reproduzir os processos basicos que ocorrem em
traumatismos musculares em relacdo ao dano tecidual e a resposta inflamatéria.
Objetivo: Desenvolver um modelo murino de lesdo muscular por esmagamento no
musculo gastrocnémio e avaliar as diferentes fases da resposta inflamatoéria tecidual,
sérica e quantificar a area de colageno pré-lesdo e em diferentes momentos poés-
lesdo. Métodos: Comparamos a atividade de Creatina Quinase (CK) em diferentes
periodos de tempo. A avaliacdo histopatoldgica para caracterizacdo do processo
inflamatério foi realizada e descrita para todos os grupos. A quantificacdo da area de
coldgeno na fascia e no sarcoplasma foi realizada em todos os grupos. Resultados:
Os niveis de CK aumentaram no periodo pos-leséo em comparagdo aos niveis pre-
lesdo. As variaveis histopatolégicas evidenciaram caracterizagdo adequada das
fases do processo inflamatorio. A area do colageno depositado no sarcoplasma no
grupo 7 dias leséo foi maior comparado aos grupos 3 horas e 2 dias. O grupo que
sofreu a lesdo com maior for¢ca apresentou maior area de colageno comparado ao
grupo que sofreu a lesdo com menor forga e ao grupo controle. Concluséo: o
modelo descrito em nosso estudo sera importante para o progresso de novos
estudos em abordagens terapéuticas, e também para caracterizar a cinética do

processo inflamatorio em tecido muscular esquelético.

Palavras-chave: lesdo muscular, esmagamento; creatina quinase; processo

inflamatorio, coldgeno
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INTRODUCAO

As lesdes musculares ocorrem através de uma variedade de mecanismos
decorrentes de traumas diretos (esmagamento, laceracdes, contusfes) ou de
traumas indiretos (isquemia por disfuncdo neurolégica e estiramento). As fases do
processo inflamatorio que ocorrem nas estruturas danificadas sdo semelhantes entre
os diversos tipos de musculos estudados (ZACHAZEWSKI, et al., 1996; JARVINEN
et al., 2000; SATO et al., 2003; RIZZI et al., 2006), mas a recuperacado funcional do
musculo lesado varia de um tipo para outro. O processo inflamatério pode ser
dividido basicamente em trés fases: (1) a fase degenerativa, caracterizada por
formacdo de hematoma, necrose de miofibrilas e infiltrado celular polimorfonuclear;
(2) a fase de reparo, consiste em fagocitose do tecido necrosado, infiltrado celular
mononuclear, regeneracdo de miofibrilas, producdo de tecido conectivo e
crescimento de capilares (tecido de granulacéo); (3) a fase de remodelagcao, que
consiste da maturacado das miofibrilas regeneradas, contragcéo e reorganizacdo do
tecido cicatricial, e restauracdo da capacidade funcional (JARVINEN et al., 2000;
TURNER; BADYLAK, 2011).

Uma complexa unido de fatores de crescimento com proteinas extracelulares
regem o0 microambiente da lesdo, estimulando e coordenando a reparacgéo
musculoesquelética. Esses fatores sao secretados principalmente pelas células
imunes ativas e pelas proprias células do tecido muscular esquelético. Células
endoteliais vasculares, neurdnios e celulas progenitoras tambem participam neste
processo (HAWKE; GARRY 2001; CANTINI et al., 2002). A sequéncia da liberagéo
dos fatores de crescimento parece ser importante para o controle da reparagéo
muscular. Os principais fatores de crescimento incluem: fator de crescimento de

hepatécitos (HGF), fator de crescimento fibroblastico basico (FGF), fator de
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crescimento semelhante a insulina 1 (insulina/IGF-1), fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF) e fator de crescimento derivado de plaqueta -AAe-BB. O
IGF-1, essencial para crescimento muscular e proliferacdo de mioblastos e o HGF,
regulador primario de proliferacdo de celulas satélites, parecem ser 0s mais
relevantes na regulacdo e reparagédo do tecido muscular. A interacao destes fatores
€ complexa e as suas fun¢fes ainda ndo estdo totalmente caracterizadas (TURNER,;
BADYLAK, 2011).

Durante o processo de reparo da lesdo muscular, podem ocorrer proliferacao
e ativacdo excessiva de coldgeno com formacdo de uma cicatriz hipertrofica
acarretando uma recuperacdo funcional incompleta (LEHTO et al., 1985;
KASEMKIJWATTANA et al., 1998; MENETREY et al., 1999; LI et al., 2004; GHALY,
MARSH, 2010; BAPTISTA et al, 2011). O uso de algumas modalidades
terapéuticas, como as de ceélulas-tronco, € uma estratégia para melhorar a
regeneracdo muscular. Porém, os seus efeitos ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos (MU et al.,, 2011). Uma modalidade terapéutica eficiente deve
apresentar uma aceleracdo na recuperacdo de cada uma das fases do processo
inflamatério, de modo que, no final resulte na formacéo de uma cicatriz adequada e
funcional (RIZZI et al., 2006).

Os modelos experimentais de lesdo muscular sdo ferramentas uteis para
investigar os mecanismos relacionados a regeneracdo muscular A literatura nos
apresenta diversos modelos de lesdo muscular em animais utilizando variados
métodos, produzindo danos em diversos graus e conseguentemente, processos
regenerativos diferentes. Estudos tém utilizado modelos de lesdo que incluem
aplicacao direta de anestésicos (SAITO; NONAKA, 1994) ou miotoxinas no musculo

(CHARGE; RUDNICKI, 2004); oclus&o de vasos sanguineos (ULLMAN et al., 1990);
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exercicio exaustivo (VIHKO et al.,, 1979); laceracdo (MENETREY et al., 1999);
contusédo (KASEMKIJWATTANA et al., 2008; MC BRIER et al., 2009); estiramento
(NIKOLAU et al., 1987; JARVINEN et al, 2000) e esmagamento do musculo
(RUSHTON et al.,, 1997; UTVAG et al.,, 2003; BUNN et al.,, 2004) entre outros
modelos. O modelo escolhido deve ser bem descrito e mimetizar a situacéo clinica
da melhor maneira possivel. Deve também reproduzir os processos basicos que
ocorrem em traumatismos musculares, sobretudo em relacdo ao dano tecidual e a
resposta inflamatoria.

Optamos por uma via direta de esmagamento uma vez que nos traumas
indiretos ndo sabemos o momento, o local e a extensdo exata da lesdo. Desta
forma, a lesdo ndo apresentando um padrao constante, impossibilita a comparacao
e o estudo com diferentes terapias utilizadas.

O modelo por esmagamento muscular, descrito neste estudo tem se mostrado
confiavel para induzir uma lesdo no musculo esquelético. Ha uma variedade de
equipamentos, forca aplicada, tipo de musculos e linhagens de animais eleitos nos
estudos. Diversos instrumentos sdo utilizados para promover a lesdo, 0os mais
comuns sdo pinca e forceps, normalmente conectados a algum dispositivo para
mensurar a forca aplicada (BUNN et al., 2004). Utilizamos pinca de compressao
acoplada a uma célula de carga para produzir a lesdo, o que permite aplicar grande
pressdo exclusivamente sobre o musculo.

Com o objetivo de garantir que o modelo de lesdo desenvolvido em nosso
estudo possa ser utilizado em pesquisas posteriores com células-tronco ou em
outras terapias, descrevemos cuidadosamente o dano tecidual provocado, as

diferentes fases da resposta inflamatoria, resposta inflamatdria sérica e
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guantificamos a &rea ocupada por tecido fibroso em diferentes momentos apos a

lesao.
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MATERIAL E METODO

Este estudo caracteriza-se por ser quantitativo descritivo, e tem delineamento
experimental. A confeccdo do aparelho indutor da lesdo e os procedimentos do
estudo foram realizados, em unidades do Centro de Pesquisa Experimental do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre e receberam a aprovacdo da Comissdo de
Pesquisa em Etica e Satde do Grupo de Pesquisa e P6s-Graduacio do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre (n° 110444).

Animais

Foram utilizados 75 Rattus Norvergicus machos, linhagem Wistar, com massa
corporal inicial entre 230 e 350g e 12 semanas de vida. Os animais foram alocados
em 4 ou 5 por caixa moradia com agua e racdo ad libitum, permanecendo em ciclo
claro/escuro de 12 horas a temperatura de 22°C até o dia da eutanasia.Todos 0s
procedimentos in vivo foram embasados no Guide for the Care and Use for
Laboratory Animals - ILAR/EUA (1996). Os experimentos obedeceram as normas
propostas pela Declaragcdo Universal dos Direitos dos Animais (UNESCO-
27/01/1978).

O célculo do tamanho da amostra foi realizado no programa PEPI (Programs
for Epidemiologists) considerando 1,32% de coldgeno no grupo lesdo 4 dias e no
grupo leséao 14 dias de 3,51% (PIEDADE et al., 2008), com 10 animais em cada
grupo podemos identificar diferencas de 3,7% como estatisticamente significativas,

considerando a = 0,05 em um poder de 80%.
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Aparelho indutor de leséao

O parelho é composto de uma pinca (relacdo 2:1) (Figura 1 — A) acoplada a
uma célula de carga (MiniBeam A20 Alfa Instrumentos, S&o Paulo, Brasil) (Figura 1
— B), que permite aplicar esforcos de compressédo de 0 a 400 N pelo sistema de
alavancas. O comprimento da lesé@o é fixo, e foi definido em 6mm. O controle da
forca de compressdo é exercido manualmente, através de uma cunha deslizante
(Figura 1 - C). O musculo, ao ser comprimido perpendicularmente ao comprimento
de suas fibras, estende-se ao longo de uma pastilha de contato medindo 6 x 16mm.
Um circuito condicionador excita a ponte resistiva (strain-gauge) da célula de carga e
conforma o sinal elétrico resultante - proporcional a forca aplicada - a entrada
analdgica do microcontrolador PIC16F88. O PIC efetua a conversao analégico-digital
do sinal, em 10 bits, com taxa de 50Hz, e transmite os dados serialmente, através de
um cabo RS232-USB, a um computador portatil, onde sdo monitorados em tempo
real. O software de visualizac&o gréafica foi desenvolvido para ambientes Windows®.
A tela do computador exibe numérica e graficamente os dados (relacéo entre Forca

x Tempo) em tempo real e permite salva-los em arquivos.

Inducéo da lesdo

Os animais foram randomicamente distribuidos em doze grupos (seis grupos
les&o, cinco grupos sham e um grupo controle).

Grupos lesdo 60N: receberam eutanasia 3 horas (n=10), 2 dias (n=10), 7 dias
(n=10), 14 dias (n=10) e 21 (n=10) dias pos-esmagamento muscular com forca de 60

N aplicada durante o procedimento de leséo.
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Grupo lesdo 130-150N (n=10): receberam eutandsia 14 dias pos-
esmagamento muscular com forca variando entre 130 e 150 N aplicada durante o
procedimento de lesao.

Grupos SHAM: receberam eutanasia 3horas (n=3), 2 dias (n=3), 7 dias (n=3),
14 dias (n=3) e 21 (n=3) dias apos serem submetidos ao procedimento cirlrgico
padrdo, incluindo posicionamento na aparelho indutor de lesdo, porém sem receber
esmagamento.

Grupo controle (n=10): foi composto pelo membro inferior contralateral ao da
leséo do Grupo lesdo 130N-150N.

Os animais foram anestesiados por via inalatéria com isoflurano (5%) e
receberam analgesia por injecdo intramuscular de tramadol (5mg/Kg), apds, a regiao
da incisao foi tricotomizada. Em decubito ventral e sob anestesia geral, a incisao
longitudinal na pele da face posterior do segmento distal do membro inferior direito —
regido proximal ao joelho estendendo-se até o calcaneo - foi realizada para
exposicado e isolamento do complexo gastrocnémico. O rato foi posicionado de
maneira que a pinga comprimisse o terco médio da porcdo medial do gastrocnémio
(Figura 1 — D). A pinca foi fechada progressivamente até exercer uma forca de 60N
ou 130-150N, conforme o grupo, por 10 segundos através do deslocamento da
cunha. A forca e tempo empregados foram definidos por estudo piloto prévio.

O animal foi retirado do aparelho lesionador e a pele suturada com dois
pontos em U. A recuperacdo ocorreu com um animal em cada caixa. Em seguida, o
animal foi levado a sua caixa original novamente, onde permaneceu até o dia da
eutanasia. Ao completar 3 horas, 2, 7,14 ou 21 dias apds a realizacdo da leséo
(conforme o grupo pertencente), os ratos foram mortos por decapitacdo em

guilhotina.
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Figura 1. Aparelho indutor de leséo: (A) pinca, (B) célula de carga, (C) cunha, (D)

pinca com musculo gastrocnémio posicionado para realizacdo do esmagamento.

Anélise da atividade de creatina quinase

A atividade total de creatina quinase (CK) (U/l) foi medida
espectrofotometricamente em amostras de soro (500 ulL) utilizando kit de diagnostico
(CK-NAC, Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Tarrytown, USA). As amostras
foram coletadas previamente ao procedimento da lesdo (pré-leséo), 3h, 24h, 48h
apos a lesdo nos animais que sofreram lesdo com for¢ca de 60N e os grupos sham.
Os animais foram anestesiados com inalacdo de gas isoflurano (5%) e o sangue

coletado do plexo retro-orbital

Histopatologia

O musculo gastrocnémio foi retirado e o fragmento contendo a lesdo (terco
médio do musculo) de cada animal foi fixado, sem alongar, em formol tamponado a
10% durante 24h e posteriormente, incluidos em parafina. As trés secc¢des de cada
amostra foram cortadas em séries de 4um de espessura para serem corados com
hematoxilina e eosina (HE) e picrosirus.

A coloracdo HE foi utilizada como abordagem para descrever 0 processo

inflamatério do musculo gastrocnémio apds a lesdo por esmagamento. Os
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espécimes foram estudados no periodo de 3 horas, 2, 7, 14 e 21 dias apés a
efetuacdo da lesdo. A avaliacdo e escolha das variaveis foram realizadas por um
patologista experiente em patologia muscular. Cada variavel foi analisada e
classificada em escores referentes a sua quantidade: (0) ausente, (1) discreta, (2)
acentuada. As seguintes varidveis foram analisadas na fascia: edema, congestao,
infiltrado polimorfonuclear, fibrina, necrose celular, infiltrado mono nuclear, tecido de
granulagdo e fibrose. No sarcoplasma, as variaveis analisadas foram: edema,
congestdo, focos hemorragicos, infiltrado polimorfonuclear, fibrina, necrose celular,
infiltrado mono nuclear, tecido de granulacéo, fibrose, degeneracédo de Zenker, ghost

cells (fibras fantasmas), rarefacdes sarcoplasmaticas, atrofia muscular multifocal.

Andlise morfométrica da imagem

Nas laminas coradas por picrosirius, foram selecionados trés campos no corte
contendo maior quantidade de colageno. A captura digital foi efetuada através de
uma camera fotografica digital (QColor 5, Olympus American Inc, CA), acoplada a
um microscoépio optico (BX 51, Olympus American Inc, CA). Todas as imagens foram
digitalizadas através do software Q Capture Pro 5.1 (Media Cybernetics, Silver
Spring, MD, USA) com objetiva de 40x e armazenadas no formato TIFF (Tagged
Image File Format). O software Image J (Software livre desenvolvido no National
Institutes of Health para analise de imagem) foi utilizado para realizar a mensuracao

da area do colageno em milimetros quadrados (mm?2).

Andlise estatistica
Na analise da area morfométrica do colageno localizado na fascia e no

sarcoplasma dos diferentes grupos foram analisados por andlise de variancia
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(ANOVA) e teste de Kruskal-Wallis, respectivamente, seguido de post hoc de Tukey
Nas comparacdes de dois grupos foi utilizado Teste T para amostras independentes
e Teste U de Mann-Witney. O Modelo Linear Generalizado seguido de post hoc
Bonferroni foi utilizado para analise da atividade de creatina quinase total. A anélise
estatistica foi realizada usando o software SPSS® versdo 18.0 (Statistical Package
for the Social Science Inc., Chicago, IL, USA). O nivel de significancia adotado foi de

p<0,05
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RESULTADOS

Atividade total creatina quinase

Apoés 3 horas da lesdo, a atividade da CK aumentou significativamente em
relacdo a todos os outros periodos antes e apos a lesdo por esmagamento. Houve
um aumento importante nos niveis de CK no periodo de 3 horas pos lesdo (816,565
+ 39,270) em relacdo ao momento pré lesao (560,263 + 27,096 Media + EP (p =
0,001). Apés 24h (653,634 + 32,261) a atividade de CK ainda ndo havia retornado
aos valores prévios a lesdo. (Figura 2). Nos mesmos periodos de tempo, a analise
realizada com os grupos sham nao apresentou diferenca estatistica.

Houve a perda de um espécime do grupo lesédo que sofreria eutanasia no 14°
dia apo6s lesdo (60N) no momento da anestesia de isoflurano (5%) para coleta de

sangue para analise de CK.
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Figura 2. Atividade total de CK em cada periodo,pré les@o e apos a lesdo. * P <0,05

vs. periodo 3 horas pés leséo.
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Analise Histopatoldgica

A é4rea lesada foi localizada proxima a superficie medial do musculo
gastrocnémio subjacente e adjacente ao local pincado abrangendo a fascia e o
sarcoplasma em todos os espécimes dos grupos lesao.

A coloracdo HE revelou na fascia lesada do grupo 3h lesdo (60N) (n = 10),
discreto a moderado infiltrado polimorfonuclear, focos hemorragicos, congestao e
edema em todos os espécimes (100%). A presenca de fibrina foi observada em 90%
das amostras. No sarcoplasma, 100% das amostras apresentaram degeneracéo de
Zenker, ghost cells e rarefacbes sarcoplasmaticas além de discreto infiltrado
inflamatorio polimorfonuclear.

No grupo 2 dias lesdo (60N) (n = 10), a regido da fascia apresentou
abundante infiltrado polimorfonuclear e necrose tecidual em todos as amostras
(100%) atingindo seu pico. Em comparacdo ao periodo imediato apds a lesdo (3
horas), observamos aumento na quantidade de fibrina, diminuicdo nos focos
hemorragicos e persisténcia de congestdo e edema. No sarcoplasma, o infiltrado
polimorfonuclear, degeneracdo de Zenker, ghost cells também atinge seu pico em
100% das amostras. Houve diminuicéo nas rarefacdes em compara¢cdo com 0 grupo
3 horas poés-leséo (Figura 3 - A e B).

O grupo 7 dias lesdo (60N) (n = 10) apresentou, na fascia, abundante
infiltrado inflamatério mononuclear e formacéo de tecido fibrético em todas amostras
(100%). Tecido de granulacdo foi observado em 70% das amostras. No
sarcoplasma, observamos fibrose focal e atrofia multifocal em todos os espécimes
(100%); discreto infiltrado inflamatério presente em 50% das amostras; a
degeneracéo de Zenker também apresentou reducdo em apenas 30% das amostras.

(Figura3 - C e D)
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No grupo 14 dias lesdo (60N) (n = 10) foi observado, na fascia, tecido fibrotico
abundante, diminuicdo do o infiltrado mononuclear em todas as amostras
examinadas. Auséncia de tecido de granulagdo praticamente. No sarcoplasma,
observamos inicio da regeneracéo e discreto infiltrado mononuclear em todas as
amostras examinadas (100%). Auséncia de degeneracdo de Zenker. Na
comparagado com o grupo 7 dias leséo, ocorreu diminuicdo da fibrose e da atrofia
multifocal.

Todos os espécimes do grupo 14 dias lesdao (130-150N) (n = 10),
apresentaram abundante infiltrado mononuclear, tecido fibrético e, aumento no
tecido de granulacdo em comparacao ao grupo 14 dias lesao (60N). No sarcoplasma
observamos maior quantidade de infiltrado mononuclear, fibrose, atrofia focal,
degeneracéo e regeneracdo em comparacao ao 14° dia apés a lesdo. Auséncia de
degeneracdo de Zenker, 40% das amostras ainda apresentaram tecido de
granulacao.

No grupo 21 dias leséo (60N) houve regeneracdo na area lesada na fascia e
do sarcoplasma. Na fascia, encontramos discreto infiltrado inflamatério em apenas
30% das amostras. Houve reducdo do tecido fibrético em comparacdo ao 14° dia
apos a lesdo. No sarcoplasma, o tecido fibrotico persistiu em apenas 30% das
amostras, houve diminuicdo das alteracdes regenerativas em comparag¢ao ao grupo
14 dias leséo.

Os grupos sham apresentaram resposta inflamatéria mais discreta no fascia
para as variaveis estudadas. Nao foram observadas alteracdes histopatoldgicas
sarcoplasmaticas significativas nestes grupos.

No grupo controle, membro contralateral do grupo lesdo 14 dias (130-150N),

nao foram detectados alteracdes histopatologicas relevantes.
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Figura 3: Fotomicrografia: HE - (A) Infiltrado inflamatério polimorfonuclear grupo 2
dias lesdo (60N) (200x) e em (B) aumento de 400x. (C) Infiltrado inflamatorio
mononuclear grupo 7 dias lesdo (60N) (200x) e em (D) aumento de 400x. Picrosirius
— (E) Area de deposicédo do colageno no grupo 14 dias lesdo (60N) e (F) Area de

deposicao do colageno no grupo 14 dias lesdo (130N — 150N).
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Area do Colageno

. Na comparacéo da area colageno depositado no sarcoplasma lesado para
0s grupos 3 horas, 2 dias, 7 dias, 14 dias, 21 dias, observamos menor &rea de
coldgeno no grupo 2 dias (0,009 + 0,002) em comparacdo com 0s grupos 7 dias
(0,040 £ 0,016, Media + DP) (p=0,001), 14 dias (0,023 £ 0,011) (p = 0,015) e 21 dias
(0,0195 + 0,004) (p = 0,032). O grupo 7 dias (0,023 £ 0,016) apresentou maior area
de coldgeno depositado comparado ao grupo 3 horas lesdo (0,014 + 0,004)

(p=0,001) (Figura 4). Os grupos anteriores, ndo apresentaram diferenca significativa

na comparacdo da area do colageno depositado na fascia.
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Fig. 4. Quantificacdo do coldgeno por andlise morfométrica localizado no
sarcoplasma do musculo gastrocnémio em cada grupo lesdo; Os valores
representam media £ DP; ANOVA one-way: * P <0,05 vs. grupo lesédo 3 horas; # P

<0,05 vs grupo lesdo 2 dias apresentam diferencas estatisticamente significativas.
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Na comparacdo dos grupos lesdo 14 dias (60N) (fascia: 0,051 £ 0,011, Média
+ DP e sarcoplasma: 0,023 (0,016)), Mediana (IQR)) e lesdo 14 dias (130-150N)
(fascia:0,076 + 0,020 e sarcoplasma 0,04 1 (0,041)), o segundo grupo apresentou
maior area de coldgeno na fascia (p=0,005) e no sarcoplasma (p = 0,003) (Tabela 1)
(Figura3-EeF).

O grupo lesdo 14 dias (130-150N) (fascia 0,009 + 0,002; sarcoplasma
0,041(0,005)) apresentou maior area de colageno na fascia (p=0,001) e no
sarcoplasma (p=0,001) comparado ao grupo controle (fascia 0,077+0,020;

sarcoplasma 0,005 (0,005)) (Tabela 2).

Tabela 1 — Area do colageno na fascia e no sarcoplasma nos grupos leséo 14 dias

com lesdes em diferentes intensidades.

Grupos
Colageno 14 dias (60N) (n=10) 14 dias (130-150N) (n=10) p
Fascia? 0,051+0,011 0,077+0,020 0,005*
Sarcoplasma® 0,023 (0,016) 0,041 (0,041) 0,003**

aValores expressos em média + desvio padrdo. PValores expressos em mediana (amplitude
interquartil). *Teste T independente **Teste U de Mann Whitney

Tabela 2 — Area do colageno na fascia e no sarcoplasma nos grupos controle e

grupo lesao 14 dias (130-150N).

Grupos
Colageno Controle (n=10) 14 dias (130-150N) (n=10) P
Fascia? 0,009+0,002 0,077+0,020 0,001*
Sarcoplasma® 0,005(0,005) 0,041 (0,005) 0,001*

aValores expressos em média + desvio padrdo. PValores expressos em mediana (amplitude
interquartil). *Teste T independente **Teste U de Mann Whitney
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DISCUSSAO

Este estudo experimental apresentou o desenvolvimento de um modelo de
lesdo muscular por esmagamento controlada por uma célula de carga. A acao do
dispositivo de pinca atua para simular um trauma por esmagamento, em vez de
produzir uma lesdo por contusdo promovida por impacto brusco na superficie do
musculo como a maioria dos indutores de trauma descritos na literatura (JARVINEM;
SORVARI, 1975; FISHER et al., 1990; CRISCO et al., 1994; KASEMKIJWATTANA
et al., 1998; MARKERT et al., 2005; MCBRIER et al., 2009). O modelo por contusao
ndo era o mais adequado para 0s objetivos deste estudo, pois objetivavamos uma
area mais extensa e um maior grau de lesdo, necessarios para promover um
receptaculo natural (WINET, 2003; KARANDE et al., 2004; PANOSKALTSIS et al.,
2005), que deve conter predominantemente matriz extramiocitica. O uso de um
objeto de peso maior para a contusao oferece o risco de produzir lesdes nos tecidos
adjacentes a musculatura originalmente proposta, como uma fratura 6ssea. Outra
desvantagem desse método € a lesdo conjunta de musculo e pele, impedindo de
avaliar separadamente os efeitos da lesdo, pois a leséo na pele pode influenciar, via
fatores inflamatorios, a regeneracdo muscular e o comportamento de células-tronco
(TOLOSA et al., 2005; NAKAMURA et al., 2005; SHEN et al., 2005).

Outro modelo de lesdo é o de incisdo transversal estudado pelo autor
Menetrey et al. (1999); que envolve a sutura das extremidades, sendo tecnicamente
dificil quando nos referimos a fibras musculares, acrescido da dificuldade de se obter
lesdes com dimensfes semelhantes. Além disso, esse modelo ndo formaria um
receptaculo natural para as células-tronco, pois destruiria a continuidade da

arquitetura em nivel de matriz extramiocitica (JARVINEN et al., 2005).
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No modelo de esmagamento proposto por este estudo, o trauma nao
interrompe totalmente a continuidade longitudinal do musculo,sendo importante para
0 nicho de aposicado de células - tronco em estudos posteriores (WINET, 2003;
KARANDE et al.,, 2004; PANOSKALTSIS et al.,, 2005; POTIER; PETITE, 2005).
Permitindo a variacdo de 0 a 400N da forca empregada na lesdo sem necessidade
de alteracdes de equipamentos e com mensuracado em tempo real da intensidade de
forca aplicada pelo tempo necessério.

O dano causado no nosso modelo atingiu as fascias e o sarcoplasma de
maneira centralizada na porcdo posterior (no terco médio) da cabeca medial do
gastrocnémio, proporcionando facil identificacdo da area da lesdo quando realizada
macroscopia e divisdo nas secOes transversais, facilitando identificacdo das
variaveis histopatologicas selecionadas.

Para avaliar o dano tecidual nos realizamos analise de CK que € o marcador
do estado funcional do tecido muscular Em condicfes normais, a enzima CK esta
presente principalmente no esqueleto muscular e é liberada no sangue em niveis
baixos. Quando o dano muscular ocorre, a CK extravaza para o espaco extracelular,
resultando em aumento de seu nivel no sangue (BRANCACCIO et al., 2007; SARI
et. al., 2008). Em nosso estudo a atividade séria de CK aumentou significativamente
trés horas apos a lesdo em comparacdo ao nivel pré-lesdo e, diminuiu 24 h mais
tarde, mas permaneceu superior ao nivel pré- lesdo, indicando que o modelo de
leséo € bem sucedido.

O pico de atividade de CK ap6s 3 horas da lesdo coincide com os achados
histopatoldgicos (intenso infiltrado polimorfonuclear, focos hemorragicos, congestéao

e edema) caracteristicos de inflamacao aguda.



41

O modelo descrito apresentou a cinética do processo inflamatério conforme
encontrado na literatura (JARVINEN et al, 2000; JARVINEN et al., 2005;
BORCELLIA et al., 2009; TURNER; BADYLAK, 2011), caracterizando bem as suas 3
fases. As amostras de cada grupo apresentaram achados histopatolégicos bastante
homogéneos para as variaveis estudadas. Comparando com outros modelos de
lesdo muscular imediatamente apdés a lesdo (3 horas) as amostras apresentaram
marcado edema observado também por Crisco et al., 1994 No grupo 2 dias (60N)
observamos presenca de ativa reagao inflamatéria observado também por Hurme et
al. (1991); Crisco et al. (1994) e Menetrey et al. (1999). O grupo 7 dias (60N)
apresentou diminuicao da resposta inflamatéria aguda polimorfonuclear, auséncia de
edema e grande quantidade de células mononucleares também descritos por Hurme
et al. (1991); Crisco et al. (1994) e Menetrey et al. (1999). Os grupos 14 dias (60N) e
14 dias (130-150N) foram caracterizados pela presenca abundante de colageno e
miofibrilas em regeneracao descritos também por Hurme et al. (1991) e Menetrey et
al. (1999). Aos 21 dias (60N), os achados sé&o semelhantes aos dos 14 dias com
menor deposicdo de colageno descritos também por Hurme et al. (1991) e Menetrey
et al. (1999). Em outro estudo, utilizando o modelo de contusédo Crisco et al. (1994),
aos 21 dias a lesdo ja estava com processo regenerativo completo e os espécimes
iguais aos dos grupo controle, sugerindo uma lesdo mais leve do que apresentada
neste estudo.

O aparelho de lesdo descrito por nosso estudo foi eficaz ao produzir um
trauma no muasculo e esse trauma promoveu respostas de diferentes tamanhos
dependo da forca empregada no momento da lesdo conforme os resultados
encontrados na analise morfométrica de colageno. O grupo 14 dias (130-150N)

apresentou maior area de colageno na regido da fascia (p=0,005) e do sarcoplasma
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(p=0,003) comparado ao grupo 14 dias (60N). Também encontramos uma diferenca
importante referente a area do coldgeno na comparag¢do do grupo controle com o
grupo 14 dias (130-150N) (fascia: p=0,001 e sarcoplasma: p=0,001) reforcando a
efichcia do modelo. O grupo 7 dias lesao (60N) apresentou maior na area de
coldgeno no sarcoplasma em comparag¢do ao grupo imediato pés-lesao(p=0,001),
semelhante ao encontrado por Rizzi et al. (2006).

Nao encontramos diferencas significativas no calculo morfométrico do
coldgeno da fascia na comparacdo dos grupos que sofreram lesdo com forca
aplicada de 60N, possivelmente a forca empregada na realizacdo nao foi suficiente
para provocar uma resposta inflamataéria significativa.

Os grupos sham apresentaram alteracGes histopatoldgicas e deposicao de
colageno principalmente na fascia, possivelmente devido a manipulacdo para
descolamento do musculo soleo e posicionamento na pingca de compressao, porém
sem danos nas miofiblilas semelhante ao encontrado por Rushton (1997).

O modelo descrito em nosso estudo serd importante para o progresso de
novos estudos em abordagens terapéuticas, como células—-tronco e também para
caracterizar a cinética do processo inflamatério em tecido muscular esquelético

Nossos achados demonstram um modelo de lesdo por esmagamento simples,
facilmente reprodutivel que caracteriza bem todas as fases do processo inflamatorio.

Conforme descrito pelos achados histopatolégicos, célculo morfométrico do
colageno e a andlise da atividade de CK.

A quantidade de tecido fibroso é dependente da forca aplicada no momento

do dano tecidual.
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ABSTRACT

Introduction: Experimental models of muscle injury are useful tools to investigate
the mechanisms related to muscle regeneration. The model chosen should be well
described and reproduce the basic processes that occur in muscle injury compared
to tissue damage and inflammatory response. Objective: To develop a murine model
of muscle damage by crushing in the gastrocnemius muscle and evaluate the
different phases of the tissue inflammatory response, serum and quantify the area of
collagen pre-injury and at different times after injury. Methods: We compared the
activity of creatine kinase (CK) in different time periods. The histopathological
evaluation to characterization of the inflammatory process was performed and
described for all groups. The quantification of collagen area on the fascia and
sarcoplasm was performed in all groups. Results: The levels of CK increased in the
post-injury compared to pre-injury. The histopathological variables showed adequate
characterization of the phases of the inflammatory process. The area of collagen
deposited in the sarcoplasm of group in 7 days lesion was higher compared to group
3 hours to 2 days. The group that suffered the injury with greater strenght showed
higher collagen area compared to the group who suffered the injury with less strenght
and the control group. Conclusion: The model described in this study will be
important for the progress of new studies in therapeutic approaches, and also to

characterize the kinetics of the inflammatory process in skeletal muscle tissue.

Keywords: muscle injury, crush; creatine kinase; inflammatory process, collagen
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INTRODUCTION

Muscle lesions occur through a variety of mechanisms resulting from direct
trauma (crushing, lacerations and contusions) or indirect trauma (ischemia by
neurological dysfunction and stretching). The phases of the inflammatory process
that occurs in damaged structures are similar among the different types of muscle
studied (ZACHAZEWSKI, et al., 1996; JARVINEN et al., 2000; SATO et al., 2003;
RIZZI et al., 2006), but the functional recovery of the injured muscle varies from one
type to another. The inflammatory process can be divided basically into three
phases: (1) the degenerative phase, characterized by hematoma, necrosis of
myofibrils and polymorphonuclear cell infiltrate; (2) the repair phase, consisting of
phagocytosis of necrotic tissue, mononuclear cell infiltrate, regeneration of myofibrils,
production of connective tissue, and capillary growth (granulation tissue); (3) the
remodeling phase, consisting of maturation of regenerated myofibrils, contraction and
reorganization of scar tissue, and restoration of functional capacity (JARVINEN et al.,
2000; TURNER & BADYLAK, 2011).

A complex union of growth factors with extracellular proteins governs the
microenvironment of the lesion, stimulating and coordinating the musculoskeletal
repair. These factors are mainly secreted by the activated immune cells and by the
skeletal muscle tissue cells themselves. Vascular endothelial cells, neurons and
progenitor cells also participate in this process (HAWKE & GARRY 2001; CANTINI et
al., 2002). The release sequence of the growth factors appears to be important for
the control of muscle repair. The main growth factors include: hepatocyte growth
factor (HGF), basic fibroblast growth factor (FGF), insulin-like growth factor 1
(insulin/IGF-1), vascular endothelial growth factor (VEGF) and platelet-derived growth

factor (PDGF). IGF-1 is essential for muscle growth and myoblast and HGF
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proliferation. It is a primary regulator of satellite cell proliferation and seems to be the
most relevant for the regulation and repair of muscle tissue. The interaction of these
factors is complex and their functions are not yet fully defined (TURNER &
BADYLAK, 2011).

Excessive proliferation and activation of collagen may occur during the repair
process for a muscle injury, which can lead to the formation of a hypertrophic scar
and result in an incomplete functional recovery (LEHTO et al., 1985;
KASEMKIJWATTANA et al., 1998; MENETREY et al., 1999; LI et al., 2004; GHALY
& MARSH, 2010; BAPTISTA et al., 2011). Strategies to improve muscle regeneration
include the use of some therapeutic modalities, such as stem cells. Their effects,
however, are not yet fully understood (MU et al., 2011). An effective therapeutic
modality should present an accelerated recovery for each phase of the inflammatory
process, such that the end result is the formation of an adequate and functional scar
(RIZZI et al., 2006).

Experimental models of muscle lesions are useful tools for investigating the
mechanisms related to muscle regeneration. The literature presents several models
of muscle lesion in animals using a range of methods, producing damage to varying
degrees and consequently, different regenerative processes. Studies have used
lesion models that include the direct application of anesthetics (SAITO & NONAKA,
1994) or myotoxins in the muscle (CHARGE & RUDNICKI, 2004); occlusion of blood
vessels (ULLMAN et al., 1990); exhaustive exercise (VIHKO et al., 1979); laceration
(MENETREY et al., 1999); contusion (KASEMKIJWATTANA et al., 2008; MC BRIER
et al., 2009); stretching (NIKOLAU et al., 1987; JARVINEN et al., 2000) and crushing
of the muscle (RUSHTON et al.,, 1997; UTVAG et al.,, 2003; BUNN et al., 2004),

amongst others. The model chosen should be well described and correspond to the
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clinical situation as closely as possible. It must also reproduce the basic processes
that occur in muscle traumas, especially in relation to tissue damage and
inflammatory response.

We chose a model with a direct route of crushing, as with indirect traumas the
exact timing, site and extent of injury are unknown. Therefore, the lesion does not
present a consistent standard, which prevents the comparison and study of the
different therapies used.

The muscle crush lesion model described in this study has proven to be
reliable for inducing an injury in skeletal muscle. A variety of different equipments,
applied forces, muscle types and animal breeds have been used in studies. Various
instruments can be used to produce the lesion, the most common being clamps and
forceps, that are generally connected to a device for measuring the force applied
(BUNN et al.,, 2004). We used a compression clamp coupled to a load cell for
producing the lesion, which allows the application of heavy pressure exclusively over
the muscle.

Care was taken to fully describe the tissue damage caused, the different
inflammatory response phases, serum inflammatory response and the quantification
of the area occupied by fibrous tissue at different moments after the injury, all with
the aim of ensuring that the lesion model developed in our study can be used in

future research with stem cells or other therapies.
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MATERIALS AND METHODS

A quantitative descriptive study of an experimental design was conducted. The
preparation of the lesion inducing apparatus and the study procedures were
performed in units of the Experimental Research Center of the Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, and these were approved by the Research Ethics Committee and
the Health Research and Graduate Studies Group of Hospital de Clinicas de Porto

Alegre (n° 110444).

Animals

A total of 75 Wistar male rats (Rattus Norvergicus), 12 weeks old and with an
initial body weight between 230g and 350g were used. The animals were kept 4 or 5
to a housing box, with access to water and food ad libitum and remaining in a
light/dark cycle of 12 hours at a temperature of 22°C until the day of euthanasia. All in
vivo procedures were based on the Guide for the Care and Use for Laboratory
Animals - ILAR/EUA (1996). The experiments conformed to the rules proposed by
the Universal Declaration of Animal Rights (UNESCO-27/01/1978).

The calculation of sample size was performed in program PEPI (Programs for
Epidemiologists) whereas 1.32% of collagen in the lesion group 4 days and 14 days
of injury group 3.51% ( PIEDADE et al., 2008), with 10 animals in each group can
identify differences of 3.7% as statistically significant, considering a = 0.05 at a power

of 80%.
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Lesion inducing apparatus

The apparatus is comprised of a clamp (ratio 2:1) (Figure 1 - A) coupled to a
load cell (MiniBeam A20 Alfa Instrumentos, Sado Paulo, Brasil) (Figure 1 - B) that
allows the application of compressive forces from 0-400N by the lever system. The
lesion length is fixed and set to 6mm. The control of the compression force is exerted
manually by means of a sliding wedge (Figure 1 - C). The muscle, to be compressed
perpendicular to the length of its fibers, extends along a contact pad measuring 6mm
x 16mm. A conditioning circuit excites the strain-gauge of the load cell and converts
the resultant electrical signal, proportionally to the force applied, for the analog input
of the microcontroller PIC16F88. The PIC performs an analog-digital signal
conversion at 10 bits with a 50Hz rate, and transmits the data serially via an RS232-
USB cable to a laptop, where it is monitored in real-time. The graphics visualization
software was developed for Windows®. The computer screen displays the data
graphically and numerically (relationship between Force x Time) in real-time and

allows data to be saved to files.

Lesion Induction

The animals were randomly distributed into twelve groups (six lesion, five
sham and one control group).

The 60N lesion groups were euthanized 3h (n=10), 2 days (n=10), 7 days
(n=10), 14 days (n=10) and 21 days (n=10) after receiving a muscle crush injury
applied during the lesion procedure with a force of 60N.

The 130N-150N lesion group (n=10) were euthanized 14 days after receiving a
muscle crush injury applied during the lesion procedure with a force ranging between

130N and 150N.
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The SHAM group were euthanized 3h (n=3), 2 days (n=3), 7 days (n=3), 14
days (n=3) and 21 days (n=3) after being submitted to the standard surgical
procedure, including the positioning of the lesion inducing apparatus, however
without receiving a crush injury.

The control group (n=10) was composed of the 130N-150N lesion group but
using the unaffected lower limb contralateral to the limb with a lesion.

The animals were anesthetized by isoflurane (5%) inhalation and an
intramuscular injection of Tramadol (5mg/Kg), after which the incision area was
shaved. In the prone position and under general anesthesia, a longitudinal incision
was made in the skin of the posterior surface of the distal segment of the right lower
limb, in the region proximal to the knee and extending to the calcaneus, to expose
and isolate the gastrocnemius complex. The rat was positioned so that the clamp
compressed the middle third of the medial portion of the gastrocnemius (Figure 1 -
D). The clamp was progressively closed until exerting a force of 60N or 130N-150N,
depending on the group, for 10 seconds through displacement of the wedge. The
force and time employed were defined by a previous pilot study.

The animal was removed from the lesion inducing apparatus and the skin
sutured with two U-sutures. Recovery from anesthesia took place with one animal per
housing unit. The animal was subsequently placed back in its original box where it
remained until the day of euthanasia. Upon completing the 3h, 2, 7, 14 or 21 days
after the lesion (according to respective group), the rats were euthanized by

decapitation using a small animal guillotine.
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Figure 1. Lesion inducing apparatus (A) clamp, (B) load cell, (C) wedge (D) clamp

with gastrocnemius muscle positioned for crushing.

Analysis of creatine kinase activity

The total activity of creatine kinase (CK) was spectrophotometrically measured
in serum samples (500 pL) using a diagnostic kit (CK-NAC, Siemens Healthcare
Diagnostics Inc., Tarrytown, USA). Samples were collected prior to the lesion
procedure (pre-lesion), 3h, 24h, 48h post-lesion for those animals from the 60N
lesion group and the sham group. The animals were anesthetized by isoflurane gas

(5%) inhalation and the blood collected from the retro-orbital plexus.

Histopathology

The gastrocnemius muscle was removed from each animal and the fragment
containing the lesion (middle third of the muscle) was fixed, without stretching, in
10% buffered formalin for 24h and subsequently embedded in paraffin. Three
sections of each sample were serial-cut at 4pum thickness for staining with
hematoxylin and eosin (HE), and picrosirius.

HE staining was used to assess the inflammatory process of the
gastrocnemius muscle after the crush lesion. The specimens were studied 3h, 2, 7,
14 and 21 days after the lesion occurred. The evaluation and choice of variables

were performed by an experienced pathologist in muscle pathology. Each variable
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was analyzed and classified into scores related to its quantity: (0) absent, (1)
moderate (2) pronounced. The following variables were analyzed in the fascia:
edema, congestion, polymorphonuclear infiltrate, fibrin, cellular necrosis,
mononuclear infiltrate, granulation tissue and fibrosis. The variables analyzed in the
sarcoplasm were: edema, congestion, hemorrhagic foci, polymorphonuclear infiltrate,
fibrin, cellular necrosis, mononuclear infiltrate, granulation tissue, fibrosis, Zenker

degeneration, ghost cells, sarcoplasmic rarefactions and multifocal muscular atrophy.

Morphometric analysis of images

On the slides stained with picrosirius, three fields were selected in the cut
containing the greater quantity of collagen. The digital capture was carried out using
a digital camera (QColor 5, Olympus American Inc, Canada) coupled to an optical
microscope (BX 51, Olympus American Inc, Canada). All images were digitalized
through the Q Capture Pro 5.1 software (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA)
with a 40x lens and stored in TIFF (Tagged Image File Format). The ImageJ software
(public domain image analysis software developed by the National Institutes of

Health) was used for the measurement of collagen area in square millimeters (mm2).

Statistical analysis

Analysis of the morphometric area of collagen found in the fascia and
sarcoplasm of the different groups was performed by analysis of variance (ANOVA)
and the Kruskal-Wallis test, respectively, followed by Tukey's post hoc. The
independent samples t-test and Mann-Whitney U test were used for the comparison
of the two groups. The generalized linear model followed by Bonferroni post hoc test

was used to analyze the total creatine kinase activity. Statistical analysis was
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performed using the software SPSS® version 18.0 (Statistical Package for the Social

Science Inc., Chicago, IL,USA). The level of significance adopted was p<0.05
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RESULTS

Total creatine kinase activity

At 3h post-lesion, the CK activity increased significantly in relation to all other
pre- and post-crush injury time periods. There was a significant increase in CK levels
in the 3h post-lesion (816.565 + 39.270) (Mean + SEM) period in comparison to the
pre-lesion (5603.263 + 27.096) (p=0.001) period. The CK activity at 24h post-lesion
(653.634 + 32.261) had still not returned to the pre-lesion values (Figure 2). The
analysis carried out for the same time periods with the sham groups showed no
statistical differences.

One specimen from the 60N lesion group that was due to be euthanized at 14
days post-lesion was lost at the moment of anesthesia with isoflurane (5%) for

collection of a blood for the CK analysis.
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Figure. 2: Total activity of CK in each period, pre lesion and after injury. * P <0.05 vs.

period 3 hours post injury.

Histopathology analysis

The injured area was located close to the medial surface of the gastrocnemius
muscle, beneath and adjacent to the clamped site covering the muscle connective
tissue wrappings (perimysium and endomysium) and the sarcoplasm in all the
specimens from the lesion groups

The HE staining revealed the injured fascia of the 3h lesion group (60N)
(n=10), with mild to moderate polymorphonuclear infiltrate, hemorrhagic foci,
congestion and edema in all specimens (100%). The presence of fibrin was observed
in 90% of samples. In the sarcoplasm, 100% of the samples presented Zenker
degeneration, ghost cells and sarcoplasmic rarefactions, besides moderate
inflammatory polymorphonuclear infiltrate.

In the 2-day lesion group (60N) (n=10), the region of the fascia presented
pronounced polymorphonuclear infiltrate and necrosis tissue in all samples (100%),
reaching its peak. When compared to the period immediately after the injury (3h), we
observed an increase in the quantity of fibrin, a decrease in hemorrhagic foci, and
persistence of congestion and edema. In the sarcoplasm, the polymorphonuclear
infiltrate, Zenker degeneration and ghost cells also reached their peak in 100% of the
samples, whilst there was a decrease in rarefactions when compared to the 3h post-
lesion group (Figure 3 - A e B).

The 7-day lesion group (60N) (n=10).presented pronounced mononuclear
inflammatory infiltrate in the fascia, as well as formation of fibrotic tissue in all

samples (100%). Granulation tissue was observed in 70% of the samples. In the
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sarcoplasm, we observed focal fibrosis and multifocal atrophy in all specimens
(100%); moderate inflammatory infiltrate present in 50% of samples; Zenker
degeneration also presented a reduction in just 30% of samples (Figure 3 - C e D)

In the 14-day lesion group (60N) (n=10), pronounced fibrous tissue was
observed in the fascia and a reduction of mononuclear infiltrate in all the samples
examined. Virtually no granulation tissue was found. In the sarcoplasm, we observed
the beginning of regeneration and moderate mononuclear infiltrate in all the samples
examined (100%). Zenker degeneration was absent. When compared with the 7-day
lesion group, there was a decrease of fibrosis and multifocal atrophy.

In the 14-day lesion group (130N-150N), all specimens showed pronounced
mononuclear infiltrate and fibrous tissue, and increased granulation tissue in
comparison with the 14-day lesion group (60N). In the sarcoplasm, we observed a
greater quantity of mononuclear infiltrate, fibrosis, focal atrophy, degeneration and
regeneration in comparison with the 14-day lesion group (60N). There was an
absence of Zenker degeneration and 40% of samples still presented granulation
tissue.

In the 21-day lesion group (60N) there was regeneration in the damaged area
of the fascia and sarcoplasm. In the fascia, we found moderate inflammatory infiltrate
in only 30% of the samples, and there was a reduction of fibrotic tissue when
compared to the 14th day after lesion.

The sham groups presented a milder inflammatory response in the fascia for
the variables studied. No significant histopathology alterations were observed in the

sarcoplasm for these groups.
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No relevant histopathology alterations were detected in the control group,
which considered the uninjured contralateral limb of the 14-day lesion group (130N-

150N).

Figure 3: Photomicrograph: HE - (A) polymorphonuclear inflammatory infiltrate lesion
group two days (60N) (200x) and (B) 400x magnification. (C) mononuclear
inflammatory infiltrate 7 days lesion group (60N) (200x) and (D) 400x magnification.
Picrosirius - (E) Field deposition of collagen in the group 14 days lesion (60N) and (F)

Field deposition of collagen in the group 14 days lesion (130N - 150N)
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Collagen area

In a comparison of the collagen area deposited in the sarcoplasm for these
same groups, we observed a smaller area of collagen in the 2-day group(0.009 = 07-
day (0.04 £ 0 (p=0.001)14-day (0.023 + 0(p=0.015) and 21-day (0.0195 + 0(p=0.032).
The 7-day group (0.04 + 03h lesion group (0.014 + 0.004) (p=0.001) (Figure 4). The
above mentioned groups showed no significant difference in a comparison of the

collagen area deposited in the fascia.
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Figure. 4. Quantification by morphometric analysis of collagen located in the
sarcoplasm of the gastrocnemius muscle in each injury group. Values represent
mean = SD, one-way ANOVA: * P <0.05 vs. injury group 3 hours; # P <0.05 vs. injury

group 2 days showed statistically significant differences
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In a comparison of the 14-day lesion group (60N) (fascia: 0.051 + 0.011, and
sarcoplasm: 0.023 - 0.016, Median (IQR)) and the 14-day lesion group (130N-150N)
(fascia: 0.076 + 0.02, and sarcoplasm 0.04 1- 0.041), the second group presented a
greater area of collagen in the fascia (p=0.005) and in the sarcoplasm (p=0.003)
(Table 1) (Figure 3 - E and F).

The 14-day lesion group (130N-150N) (fascia 0.009 + 0.002; sarcoplasm
0.041-0.005) presented a greater area of collagen in the fascia (p=0.001) and in the
sarcoplasm (p=0.001), when compared to the control group (fascia 0.077 = 0.02;

sarcoplasm 0.005-0.005) (Table 2).

Table 1 - Area of collagen on the fascia and sarcoplasm groups injury 14 days with

lesions in different intensities.

Groups
Collagen 14 day (60N) (n=10) 14 day (130-150N) (n=10) p
Fascia? 0,051+0,011 0,077+0,020 0,005*
Sarcoplasm?® 0,023 (0,016) 0,041 (0,041) 0,003**

4 Values expressed as mean * SD. PValues expressed as median (interquartil range). * Student's t-
test *Mann Whitney-U Test

Table 2 - Area of collagen on the fascia and sarcoplasm in the control group and

injury 14 days (130-150N).

Groups
Collagen Control (n=10) 14 day (130-150N) (n=10) p
Fascia? 0,009+0,002 0,077+0,020 0,001*
Sarcoplasm?® 0,005(0,005) 0,041 (0,005) 0,001*

8 Values expressed as mean = SD. "Values expressed as median (interquartil range). * Student's t-
test *Mann Whitney-U Test
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DISCUSSION

This experimental study presented the development of a muscle lesion model
by crushing controlled by a load cell. The action of the clamp simulates a crushing
trauma, instead of producing a contusion injury through an abrupt impact on the
muscle surface, as is described in the majority of the literature for induced trauma
(JARVINEM; SORVARI, 1975; FISHER et al., 1990; CRISCO et al., 1994;
KASEMKIJWATTANA et al., 1998; MARKERT et al., 2005; MCBRIER et al., 2009).
The contusion model was not appropriate for the objectives of this study as we
wanted a more extensive area and greater degree of lesion necessary to promote a
natural space (WINET, 2003; KARANDE & AGRAWAL, 2004; PANOSKALTSIS et
al., 2005), which should predominantly contain extramyocite matrix. The use of a
heavy object to produce the contusion offers a risk of causing injuries in the tissues
around the musculature that is being studied, such as a bone fracture. Another
disadvantage of this method is that it causes a concomitant lesion of the muscle and
skin, thereby impairing the separate evaluation of the effects of the injury as the skin
lesion may influence through inflammatory factors, muscle regeneration and the
behavior of stem cells (TOLOSA et al., 2005; NAKAMURA et al., 2005; SHEN et al.,
2005).

Another lesion model is the transverse incision studied by the authors
Menetrey et al. (1999); that involves the suturing of the extremities, which is
technically difficult when considering muscle fibers. Additionally, it is hard to obtain
lesions with similar dimensions. This model would also not form a natural receptacle
for stem cells because it would destroy the architecture continuity at the level of the

extramyocite matrix (JARVIN & SORVARI, 1975).
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In the crush model proposed by this study, the trauma does not completely
interrupt the longitudinal continuity of the muscle, which is important for the
apposition niche of stem cells in future studies. Furthermore, it allows variations of 0
to 400N in the force used in the lesion without the need for changing equipment, and
with real-time measurement of the intensity of the applied force for the required time.

The damage caused in our model affected the fascia and the sarcoplasm in a
central position (middle third) and at the posterior section of the medial head of the
gastrocnemius. This provided easy identification of the lesion area when
macroscopic examination was carried out and division into the cross-sections,
facilitating the identification of the selected histopathology variables.

We performed an analysis of CK, which is the marker of the functional state of
muscle tissue, in order to evaluate the tissue damage. Under normal conditions the
CK enzyme is present primarily in skeletal muscle and is released into the blood at
low levels. When muscle damage occurs, the CK goes beyond into the extracellular
space and results in increased levels in the blood. (BRANCACCIO et al., 2007, SARI
et al., 2008). There was a significant increase in CK serum activity in our study at 3h
post-lesion when compared to the levels prior to the injury. This activity decreased by
24h post-lesion but still remained higher than the pre-lesion level, indicating that the
lesion model is successful.

The peak in CK activity 3h after the lesion coincides with the histopathology
findings (pronounced polymorphonuclear infiltrate, hemorrhagic foci, congestion and
edema) and is characteristic of acute inflammation.

The model described showed the kinetics of the inflammatory process as
found in the literature and featured clearly its 3 phases. Samples from each of the

groups presented quite homogeneous histopathology findings in terms of the
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variables studied. In a comparison with studies involving other muscle lesion models
it was found that the 3h post-lesion samples showed marked edema, which was also
observed by Crisco et al., (1994). The presence of active inflammatory reaction was
observed in the 2-day group (60N), which is in agreement with findings by Hurme et
al. (1991); Crisco et al. (1994) and Menetrey et al. (1999). The 7-day group (60N)
exhibited a reduction of polymorphonuclear acute inflammatory response, absence of
edema and a large quantity of mononuclear cells, as also described by Hurme et al.
(1991); Crisco et al. (1994) and Menetrey et al. (1999). The 14-day groups (60N and
130N-150N) were characterized by the pronounced presence of collagen and
myofibrils in a regeneration also reported by Hurme et al. (1991) and Menetrey et al.
(1999). At 21 days (60N) the findings are similar to those of 14 days with less
collagen deposition, also found by Hurme et al. (1991) and Menetrey et al. (1999). In
another study using the contusion model of Crisco et al. (1994), the lesion at 21 days
was already with a complete regenerative process and the specimens equal to those
of the control group, suggesting a less aggressive lesion than presented in this study.

The apparatus for inducing a lesion described by our study was effective in
producing a muscle trauma and this trauma produced different sized responses,
depending on the force used at the time of injury, in accordance with the results
found in the morphometric analysis of collagen. The 14-day group (130N-150N)
showed a greater area of collagen in the fascia region (p=0.005) and the sarcoplasm
(p=0.003) when compared to the 14-day group (60N). We also found a significant
difference relating to the area of collagen in a comparison of the control group with
the 14-day group (130N-150N) (fascia: p=0.001 and sarcoplasm: p=0.001),

reinforcing the effectiveness of the model.
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We found no significant difference in the morphometric calculation of the
fascia collagen in a comparison of the lesion groups with a force applied of 60N,
suggesting that the force used to produce the injury was possibly not enough to
cause a significant inflammatory response.

The sham group presented histopathology alterations and deposits of collagen
mainly in the fascia, possibly due to the manipulation for displacement of the soleus
muscle and positioning the compression clamp, but without damage to the myofibrils,
similar to that found by Rushton (1997).

We believe that the model described in this study will be important for the
progress of future studies in therapeutic approaches, like stem cells, and also for
defining the kinetics of the inflammatory process in skeletal muscle tissue

Our findings demonstrate a simple crush lesion model that is easily
reproducible and distinguishes well the inflammatory process phases, as confirmed
by the histopathological findings, the morphometric collagen calculations and the CK
activity analysis. The quantity of fibrous tissue is dependent on the force applied at

the moment of tissue damage.
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