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“Somos feitos para superar obstaculos,
resolver problemas, atingir metas. Sem
obstaculos a superar ou metas a atingir, nao

existe satisfacao nem felicidade.”

Maliz
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RESUMO:

Aumento nos niveis de muitas citocinas pré-inflamatérias tais como fator de
necrose tumoral (TNFa), interleucina -1 (IL-1B), entre outras, pode iniciar um
processo de resposta inflamatéria sistémica e disfuncdo e morte celular. Esses
eventos sdo marcantes em diversas situagfes patologicas, incluindo lesdes
musculares. A terapia com ultra-som pulsado (USP) é usada na reabilitagdo
fisioterapéutica devido a seus efeitos fisiolégicos, como a cicatrizagcéo e regeneracao
muscular, produzindo mudangas na permeabilidade de membrana e estimulando o
transporte de substancias de mensageiros secundarios. Dimetilsulféxido (DMSO) é
um solvente dipolar usado para solubilizar pequenas moléculas organicas, €
altamente permeavel, e comumente usado em estudos no musculo esquelético
como solvente para numerosas drogas. No entanto, o uso de ultra-som pulsado
associado a gel de DMSO por reverter a inflamacao decorrente da lesdo muscular
nao foi investigado. Dessa forma, o objetivo do presente estudo € avaliar os efeitos
do uso do ultra-som pulsado e DMSO sobre as moléculas pro-inflamatérias em
modelo animal de lesdo muscular traumatica. Para tanto, serdo utilizados 48 ratos
Wistar, divididos randomicamente em nove grupos: Grupo 1: Sham (Sem lesao
muscular); Grupo 2: Lesdo muscular; Grupo 3: Lesdo muscular + gel salina (0.9%);
Grupo 4: Lesédo muscular + gel DMSO (15 mg/kg); Grupo 5: Lesdo muscular + USP
(0.8 W/cm2) + gel salina (0.9%); Grupo 6: Lesao muscular + USP (0.8 W/cm2) + gel
DMSO (15 mg/kg). O tratamento com USP sera aplicado em 2, 12, 24 e 48 horas
apods o trauma. Apds 1 hora da ultima aplicacdo os animais serdo decapitados e o
tecido muscular ao redor da lesdo sera removido cirurgicamente. As amostras serao
homogeneizadas, processadas e em seguida analisadas por Western blot para
quantificacdo dos niveis protéicos das moléculas pré-inflamatérias e citocinas.
Como as citocinas e sua via de sinalizagao intracelular estao envolvidas no processo
de cicatrizacdo muscular, 0 uso do ultra-som pulsado em conjunto com DMSO
podem agir efetivamente nas moléculas NFkB e JNK, reduzir seus niveis protéicos e
acelerar o processo de regeneragao tecidual.

Palavras chaves: inflamacéao; lesdo muscular; citocinas; ultra-som; DMSO



1. INTRODUCAO

A lesdo muscular ocorre por uma variedade de mecanismos, como forgas
diretas, incluindo laceracdes e contusées no musculo, e forgas indiretas relacionadas
a tensao exercida sobre o musculo (FUKUSHIMA, 2001). Freqlientemente ocorrem
em praticas esportivas e atividades diarias. Porém, o processo de reparo é
geralmente similar em muitos casos (LI et al., 2005). Em geral, a lesdo muscular
esquelética tem uma regeneracdo rapida formando miotubos em trés dias.
Funcionalmente as fibras musculares sao reinervadas em 4 a 5 dias, e um reparo
total apos 21 a 28 dias (AMARAL, 2001). Embora o processo de regeneracédo do
musculo esquelético tenha sido amplamente estudado, questbes permanecem
obscuras, especialmente os efeitos de varios tratamentos comumente usados para
estimular o processo de regeneragao muscular, como também o envolvimento da via
pré-inflamatéria neste processo.

Neste processo lesdo/cicatrizacdo, a inflamacdo é marcante e esta
relacionada ao tempo para ocorréncia deste. A inflamagédo € um evento celular inicial
e € caracterizada pela migracao de células polimorfonucleares, formacao de coagulo
e atividade de substancias biologicamente ativas como prostaglandinas, serotoninas
e fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF). O processo inflamatorio esta
acompanhado por altos niveis de citocinas. Citocinas € um termo genérico
empregado para designar um heterogéneo grupo de proteinas envolvidas na
emissdo de sinais entre as células durante o desencadeamento das respostas
imunes. Constituem um grupo de fatores extracelulares que podem ser produzidos
por diversas células, como mondécitos, macréfagos, linfécitos, e outras que néao sejam
linféides. Sao proteinas de baixo peso molecular, extremamente potente, que iniciam
sua acao através da ligacao a receptores especificos, provocando alteracdes da
sintese do RNA e de proteinas de diferentes células do organismo. Podem agir no
local onde sao produzidas, em células préximas ou sdo secretadas para a circulagao,
com efeitos a distancia. Produzidas pelos macréfagos e responséaveis por estimular
ou mesmo inibir as reagdes inflamatorias, podemos citar algumas citocinas: IL-18, IL-
6, IL-12, IL-16, TNFa, IFNa, INFp.

Uma vez agindo em seus receptores especificos, o TNFa e a IL-1p, por



citar algumas, ativam suas vias moleculares envolvidas com a sinalizagao intracelular
inflamatéria denominada via intracelular pro-inflamatéria. Essas citocinas, como
outras ativam tanto a via IKK/NFkB quanto a via da JNK e, em ambos os casos a
producdo de citocinas pré-inflamatéria € potencializada, levando a uma
retroalimentacdo positiva e aumentando o quadro inflamatério, possivelmente
dificultando ou retardando a regeneragcao muscular.

Acdes fisioterapéuticas tém demonstrado excelentes resultados no processo
de regeneragao muscular, porém a ampliacao do conhecimento terapéutico para este
processo se faz necessaria. A terapia com ultra-som pulsado (USP) é usada na
reabilitacao fisioterapéutica devido a seus efeitos fisiolégicos, como a cicatrizagao e
regeneracdo muscular, produzindo mudancas na permeabilidade de membrana e
estimulando o transporte de substancias de mensageiros secundérios. Devido a
essas caracteristicas da TPU, sua utilizacdo pode ser associada com farmacos com
efeitos antioxidantes e antiinflamatérios (Fonoforese), com o objetivo de potencializar
os efeitos cicatrizantes dessas duas terapias (HILL et al., 2005), tal qual o DMSO.
Dimetilsulféxido (DMSO) €& um solvente dipolar usado para solubilizar pequenas
moléculas organicas, € altamente permeavel, e comumente usado em estudos no
musculo esquelético como solvente para numerosas drogas ou outros compostos.

Muitas propriedades farmacologicas e terapéuticas, ja verificadas, resultam da
sua capacidade de interagir ou combinar com &cidos nucléicos, carboidratos,
lipideos, proteinas e varios farmacos sem alterar, de forma irreversivel, a
configuracao molecular. Em adicao, alguns trabalhos cientificos tém observado que o
gel DMSO apresenta caracteristicas antioxidantes e, também, antiinflamatdérias.

Devido as propriedades antiinflamatérias do DMSO sua aplicagdo na lesao
muscular em conjunto com ultra-som pulsado e DMSO podem ter efeitos positivos na
cicatrizagao por reduzir a via pro-inflamatéria, NFkB, JNK e TLR. A partir dessas
informacodes, o0 objetivo do presente estudo € avaliar os efeitos do uso do ultra-som
pulsado associado a gel DMSO sobre as moléculas pré-inflamatérias em modelo
animal de lesdo muscular traumatica. Por fim, como a via pro-inflamatéria esta
envolvida no processo de regeneracao muscular € o uso da USP em conjunto com
DMSO pode agir de forma efetiva em vias intracelulares inflamatoérias, hipotetizamos

gue o tratamento proposto no presente estudo possa apresentar um melhor processo



de cicatrizacao.
2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Os musculos representam um grande contingente de massa no corpo
humano, constituindo 40 a 45 por cento da superficie total. A composicao estrutural
consiste em milhares de fibras musculares, nervos, vasos sanguineos € unidos
extracelularmente por tecido conjuntivo. Cada fibra muscular é constituida por
miofibrilas (elementos contrateis), cercada por uma parte soluvel denominada
reticulo sarcoplasmatico, contendo uma matriz celular e organelas (HUARD et al.,
2002). Diversos fatores podem levar a dano na estrutura muscular e resultar em um
dos problemas mais incorrentes, principalmente no meio esportivo; a lesdao muscular.
Desses problemas, 90 por cento de todas as lesbes esportivas relatadas estdo entre
contusao e tensao.

A lesdo muscular ocorre por uma variedade de mecanismos, como forcas
diretas, incluindo laceracdes e contusées no musculo, e forgas indiretas relacionadas
a tensdo exercida sobre o musculo (FUKUSHIMA, 2001). Porém, o processo de
reparo é geralmente similar em muitos casos (LI et al, 2005). Em geral, a leséo
muscular esquelética tem uma regeneracgao rapida formando miotubos em trés dias.
Funcionalmente as fibras musculares sao reinervadas em 4 a 5 dias, e um reparo
total apds 21 a 28 dias (AMARAL, 2001). Conforme Jarvinen (2005), independente
da causa (contusao, tensdo ou laceracao) a regeneracao/cicatrizacao do musculo
esquelético danificado segue um padrdo constante que pode ser descrito em trés
fases: 1, fase de lesdo, caracterizada por uma ruptura resultando em necrose das
miofibrilas, formacdo de hematoma entre a ruptura provocada no musculo, e reacao
celular inflamatéria; 2, fase de reparo, consiste em fagocitose no tecido necrosado,
regeneracdo das miofibrilas e  producdo concomitante de tecido conjuntivo
cicatrizado, como também crescimento capilar dentro da area lesionada; e 3, fase de
remodelamento, periodo durante o qual a maturagcdo das miofibras regeneradas,
contracdo e reorganizacdo do tecido cicatrizado, e recuperacdo da capacidade
funcional do musculo ocorre. Cabe ressaltar que as ultimas duas fases — reparo e

remodelacéo — sdo usualmente associadas ou sobrepostas (JARVINEN, 2005).



Neste processo lesdo/cicatrizagdo, a inflamagdo € marcante e esta
relacionada ao tempo para ocorréncia deste. A inflamacao é um evento celular inicial
e € caracterizada pela migracao de células polimorfonucleares, formacao de coagulo
e atividade de substancias biologicamente ativas como prostaglandinas, serotoninas
e fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF). Neste periodo a liberacao de
histamina aumenta a permeabilidade dos capilares, ocasionando edema na regido
lesada. Os neutrdéfilos tém a funcdo de eliminar as particulas estranhas do local
lesado, os mastécitos fagocitam as bactérias e debris do tecido lesionado (KITCHEN
e BAZIN, 2001; STARKEY, 2002; LOW e REED, 2003).

Danos musculares traumaticos tais como aqueles induzidos por frio extremo,
esmagamento ou toxinas, podem resultar em profundas alteracdes histopatoldgicas e
perda da funcdo muscular (exemplo perda de mais de 40% da forca muscular) que
pode nao ser recuperada apdés duas semanas ou mais (CRISCO et al., 1994). A
recuperacao dessas injurias requer que miofibrilas sejam degradadas e regeneradas
via maturagao de células satélites. O intervalo de inicio e a extensao da infiltragao de
células inflamatoérias, principalmente macréfagos, podem afetar ambos o0s processos
de degeneracao e regeneracao (ANDERSON et al., 1995). A relacdo da inflamagéao
para a regeneracao tem sido pouco estudada, mas acredita-se que os mediadores
inflamatorios, como IL-6, IL-1B3, TNFa, TGFB, estao envolvidos neste processo (para
revisdo ver ZHANG e TRACEY, 1998).

A capacidade das células inflamatérias como neutréfilos e macrofagos de
produzir citocinas apds o dano muscular € um interessante paradoxo. Citocinas proé-
inflamatoérias como interleucina-1p (IL-1B) e fator de necrose tumoral (TNFo) regulam
a adesdo de moléculas intercelulares requeridas no fluxo de neutréfilos e
macrofagos. Macrofagos liberam citocinas envolvidas na quimiotaxia, proliferacéo e
diferenciacdo de células satélites necessarias para o reparo tecidual. As citocinas
pro-inflamatérias TNFa e IL-1B parecem desempenhar um papel central nestas
conexodes. Agindo através de TNFR1 (receptor 1 de TNFa), o TNFa ativa substratos
intracelulares que participam do controle da transcricio de genes de reposta
inflamatoéria, modula proteinas participantes do controle de apoptose e regula
respostas de crescimento e diferenciagéao celular (GUPTA, 2002). Um dos principais

substratos intermediarios da via de sinalizagdo do TNFa é a serina quinase JNK



(DEMPSEY et al., 2003). Uma vez ativada, a JNK tem a fungéo primaria de induzir a
associacao dos produtos dos genes de resposta imediata c-Jun e c-Fos, levando a
formacéao do fator de transcricao dimérico AP-1 (DEMPSEY et al., 2003). O tumor de
necrose tumoral alfa € um importante produto do macréfago ativado, como também
um mediador de diversas funcdées em tecido inflamado e lesionado. O TNFa é
expresso como uma proteina transmembrana integral de 26 kDa e originalmente
identificado como causador da sindrome da perda muscular, € agora reconhecido por
ter funcbes pleiotréficas. Em adicdo, mediando respostas apopitoticas/citotoxicas e
inflamatoérias, o TNFa modula crescimento e diferenciacdo para muitos tipos
celulares. No musculo esquelético como em outros tecidos, pele, pulmao, SNC, o
TNFa contribui para degeneracao e regeneracao. O TNFa pode mediar atrofia pela
perda de proteinas de forma dependente do NFkB (LI et al., 1998).

O fator de transcricao relacionado a sinais pro-inflamatérios (NFkB) é um dos
importantes ativadores da resposta inflamatéria (BARNES e KARIM, 1997). Em
muitas células, o NFkB se localiza no citoplasma mas transloca-se rapidamente para
0 nucleo sob ativagao do sistema imuno inato ou citocinas pro-inflamatérias, como o
TNFa e IL-1B. Translocagédo nuclear do NFkB depende da degradagéo de proteinas
inibidoras especificas chamadas de inibidoras do NFkB ou kB, via essa que requer
fosforilacdo e degradacéo do IkB. A fosforilagdo do IkB é mediada pelo complexo
enzimatico especializado, o IKK conforme a Figura 1. A via intracelular de transducgao
do sinal inflamatério (IKK/NFkB) tem sido envolvida em varios processos, incluindo
atrofia muscular (NOVAK e DAVIES, 2004), mas o envolvimento dessas moléculas
no processo de cicatrizagao/regeneracao muscular ndo tem sido relatado. No mais, a
molécula ativada por estresse extracelular, incluindo processo inflamatério (Janus N-
terminal Kinase ou JNK) é ativado pelo mesmo processo e participa na ativacao de

sinais inflamatorios.



Figura 1. Via intracelular de sinalizagao induzido pela ativacdo do TNF-a.
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Fonte: De Souza CT, 2010

Embora o processo de regeneracao do musculo esquelético tenha sido
amplamente estudado, questdes permanecem obscuras, especialmente os efeitos de
varios tratamentos comumente usados para estimular o processo de regeneragao
muscular. Neste sentido, um dos tratamentos amplamente utilizado € o uso de ultra-
som. Ultra-som pulsado € uma modalidade eletroterapéutica que tem sido utilizada
tipicamente para diminuir os sintomas da inflamacao (dor e edema) e aumentar a
velocidade de cicatrizacao em muitas condigdes, incluindo lesdo de tecidos moles,
lesdes epidérmicas e musculares, artrite reumatdide e edema crénico. Absorgao de
ondas ultra-s6nicas pelos tecidos causa oscilacbes em seu interior, levando a
alteracoes biolégicas (CRAIG, 1999).

O Ultra-som teve sua descoberta em 1880, quando o casal Pierre e Marie

Curie descobriu o efeito piezoelétrico através da aplicacdo de uma corrente elétrica



senoidal sobre um cristal de quartzo colocado entre duas placas metalicas. Estes
cientistas constataram a geracao de uma vibragdo de alta freqiiéncia. Langevin,
Tournier e Howeck construiram pela primeira vez, em 1917, em Paris, um aparelho
piezoelétrico que, embora tivesse utilidade para a Marinha, apresentava aplicacdes
no campo da biologia, observando-se que sob a agdo dos ultra-sons que emitia,
morriam pequenos peixes depois de grandes convulsdes (HAAR, 2007).

Na Fisioterapia a terapia ultra-sénica € definida pelas oscilagdes de ondas
cinéticas ou mecanicas produzidas pelo transdutor vibratério, que aplicado sobre a
pele atravessa e penetra no organismo em diferentes profundidades, dependendo da
freqiéncia, que varia de 0,75 a 3,0 MHz (ROBERTSON e WARD, 1997), sendo
utilizado no tratamento de pequenas lesdes musculares, acelerando o processo de
cicatrizacdo muscular e epitelial (HAAR, 2007).

Dentro deste contexto, a terapia com ultra-som pulsado é comumente usada
na reabilitacdo fisioterapéutica devido a seus efeitos fisiologicos térmicos e nao
térmicos. Segundo Markert (2005) os estimulos nao térmicos de ultra-sonicacao sao
a principal via de acdo do USP, ao contrario dos efeitos térmicos da terapia com
ultra-som continuo (MARKET, 2005). A acao terapéutica da ultra-sonicagdo pode
produzir efeitos de cicatrizagcdo em biomarcadores de regeneragdo muscular,
principalmente lesbées por contusdes e produzir mudangcas na permeabilidade de
membrana e estimular o transporte de substancias de mensageiros secundarios,
como calcio através da membrana celular (WILKIN, 2004). Devido a essas
caracteristicas do USP, sua utilizagao pode ser associada com farmacos como 0s
antioxidantes e os antiinflamatérios (Fonoforese), com o objetivo de potencializar os
efeitos cicatrizantes dessas duas terapias (HILL et al., 2005), como o DMSO, por
exemplo.

Dimetilsulféxido (DMSO) é um solvente dipolar amplamente usado para
solubilizar pequenas moléculas organicas (CAMICI, 2006). Atualmente, DMSO é
comumente usado em estudos no musculo esquelético como um seletivo
antioxidante ou como solvente para numerosas drogas (VELASCO, 2003). Sendo
altamente permeavel, o DMSO tem agédo ndo enzimatica e seu poder antioxidante se
da primariamente como scavenger de radical hidroxil e de outras ERO (MUHANRAJ,
1998). Estudos postularam que a lesdo muscular isquémica induz o parodoxo do



célcio e do oxigénio que ocorrem por altas concentracées de calcio intracelular, e o
DMSO por possuir efeito direto nesse ion pode proteger a célula de danos estruturais
(MEIS, 1998; VELASCO, 2003).

O DMSO é uma substancia organica de formula quimica CoHgSO
(ROSENBAUM et al., 1965), peso molecular 78 e temperatura de congelamento
18,5°C (BRAYTON, 1986). Quando administrado topicamente reage com a agua do
ar e dos tecidos por meio de reagao exotérmica (BRAYTON, 1986), que pode estar
relacionada as suas acOes como farmaco e a sua capacidade de solvente
(ROSENBAUM et al., 1965). O dimetilsufoxido (DMSO) é um composto conhecido
desde a segunda metade do século XIX como um solvente organico potente. Por ser
um subproduto da industria de extragcdo de celulose e, portanto, facilmente
disponivel, passou a ser largamente utilizado a partir da década de quarenta do
século XX, para fins industriais. Duas décadas mais tarde, o DMSO foi introduzido na
medicina veterinaria (ALSUP, 1984).

Muitas propriedades farmacolégicas e terapéuticas, ja verificadas, resultam da
sua capacidade de interagir ou combinar com acidos nucléicos, carboidratos,
lipideos, proteinas e varios farmacos sem alterar, de forma irreversivel, a
configuracao molecular (RUBIN, 1983). Em adicao, parece que o DMSO possui agao
antiinflamatéria.

Devido as propriedades anti-inflamatérias do DMSO sua aplicacado na leséo
muscular em conjunto com ultra-som pulsado podem ter efeitos positivos na
cicatrizacao por reduzir a via pré-inflamatoria, NFkB, JNK e TLR. Por fim, como a via
pré-inflamatéria estd envolvida no processo de regeneragdo muscular e 0 uso do
USP em conjunto com DMSO podem agir de forma efetiva em vias intracelulares
inflamatdrias, hipotetizamos que o presente estudo tem grandes chances de obter
resultados satisfatorios.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

e Avaliar os efeitos do ultra-som pulsado associado a gel DMSO sobre as

moléculas da via pro-inflamatéria em modelo animal de lesdo muscular.

3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a ativagdo da vias pré-inflamatérias intracelular NFkB e JNK apos
inducéo experimental de lesdo muscular;

e Avaliar os efeitos do ultra-som pulsado na expressao do NFkB e JNK apds
inducao experimental de lesdo muscular;

e Avaliar os efeitos do ultra-som pulsado associado a gel DMSO nos niveis

proteicos do NFkB e JNK apéds inducao experimental de lesdo muscular.
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4. METODOLOGIA

O estudo sera realizado no Laboratério de Sintese de Compostos com
Atividade Biolégica — LASICOM em conjunto com o Laboratério de Fisiologia e
Bioquimica do Exercicio LAFIBE, localizados na Universidade do Extremo Sul
Catarinense - UNESC e vinculados ao programa de Pds-Graduacao em Ciéncias da
Saude (PPGCS) desta instituicdo. Todos os procedimentos experimentais serao
realizados de acordo com as recomendacgdes internacionais para o cuidado e 0 uso
de animais de laboratério, além das recomendacdes para o uso de animais do
Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA). Este projeto foi aprovado
em seus procedimentos éticos pelo Comité de Etica em para o Uso de Animais da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (protocolo n. 08/2010).

4.1. Animais

No presente estudo serdo utilizados 48 ratos Wistar (200-2509), dividido em 6
grupos; a saber: Grupo 1: Sham (Musculo sem lesao); Grupo 2: Lesdao muscular
sem tratamento; Grupo 3: Lesdo muscular e tratamento com gel salina (0.9%);
Grupo 4: Lesao muscular e tratamento com gel DMSO (15 mg/kg); Grupo 5: Lesao
muscular e tratamento com USP (0.8 W/cm2) e gel saline (0.9%); Grupo 6: Lesao
muscular e tratamento com USP (0.8 W/cm2) e gel DMSO (15 mg/kg). Os animais
serdo acondicionados em 4 animais por caixa, com ciclo claro - escuro de 12 horas
(07:00 as 19:00) (Claro 7:00h) e comida e agua ad libitum. O ambiente sera mantido
a temperatura de 23 + 12 C. A utilizacdo dos animais seguira um protocolo
experimental aprovado pelo Comité de Etica e seguira os Principios de Cuidados de
Animais de Laboratério (Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de
Saude dos Estados Unidos da América, NIH, publicagdo numero 85-23, revisada em
1996). O descarte dos animais utilizado neste experimento sera o acondicionamento
em saco branco leitoso e encaminhados para freezer (conservagao) na universidade.
ApGs conservagao, serao coletados e transportados por empresa terceirizada. Os

residuos sao tratados fisicamente e posteriormente encaminhados para disposigao
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final em aterro sanitario. Todos os procedimentos sao conforme RDC n® 306/2004 da
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria). A amostra sera dividida

randomicamente em nove grupos:

4.2. Protocolo de lesao muscular

O modelo de trauma muscular sera desenvolvido de acordo com Rizzi e
colaboradores (2006). Os animais serdo anestesiados com injegéo intraperitonial de
cetamina (80 mg/kg) e xilazina (20mg/kg). Posteriormente, a lesdo no gastrocnémio
sera realizada por um unico impacto por trauma direto de uma prensa desenvolvida
pelo Centro Industrial de Equipamentos de Ensino e Pesquisa (CIDEP/RS, Brasil). A
lesdo sera produzida por deslocamento de uma massa metalica (0,459 Kg) acoplada
de uma guia com 18 cm de altura. O impacto produz uma energia cinética de 0,811
Joules, conforme especificacbes do equipamento (Figura 2). Os animais controles
serdo anestesiados para assegurar a padronizagdo, porém expostos ao

equipamento sem o trauma muscular.

Figura 2- Equipamento para trauma muscular

Fonte: LASICOM
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4.3. Tratamento

O tratamento com ultra-som pulsado (Imbramed, Brazil) ocorrer4d por 6
minutos de duracdo, freqiiéncia de 1.0 MHz, intensidade de 0.8 W/cm?, area de
radiacdo efetiva [ERA] 1 cm? sera aplicado em 2, 12, 24 e 48 horas apés o trauma. A
area tratada com USP sera de aproximadamente 2 cm (RIZZI et al., 2006). O
movimento do cabecote sera circular de acordo com Saliba e colaboradores
(SALIBA et al., 2007). Apds 1 hora da ultima aplicagéo os animais serao decapitados
e o tecido muscular ao redor da lesdao sera removido cirurgicamente (FREITAS,
2007). A amostra do musculo gastrocnémio serd imediatamente colocada em
tampao de extragao protéica e homogeneizada com Polytron PTA 20S (Brinkmann
Instruments, Westbury, New York, New York, USA).

4.4. Extracao do tecido

Ap6s 1 hora da ultima aplicagdo os animais serdo decapitados e o tecido
muscular ao redor da lesdo sera removido cirurgicamente e imediatamente serédo
homogeneizados em tampao de imunoprecipitagdo contendo 1% de Triton X 100,
100mM de Tris (pH 7,4), 100mM de pirofosfato de sddio, 100mM de fluoreto de
sodio, 10mM de EDTA, 10mM de vanadato de sodio, 2mM de PMSF e 0,1 mg/mL
de aprotinina a 4°C, com o uso de homogeneizador Polytron operado em velocidade
maxima. Durante e apds o procedimento, o material homogeneizado serd mantido
em banho de gelo para evitar a danos as proteinas. Ao final da extracdo serd
adicionado Triton X-100 10% em todas as amostras e mantidas em gelo. Apos
quarenta minutos, os materiais extraidos e homogeneizados serdo submetidos a
centrifugacao, utlizando-se a velocidade de 11.000 rpm por 40 minutos a 4°C, para
remover o material insoluvel. Do sobrenadante uma parte sera utilizada para
determinar a concentracao protéica de cada amostra pelo método colorimétrico de
biureto (BRADFORD, 1976); na parte restante serd acrescido tampéo de Laemmli
(LAEMMLI, 1970), DTT 200 mM (proporcao de 5:1), mantido sempre a 4°C até o
momento de submeter a fervura a 100°C durante 5 minutos, e posteriormente
aplicados em gel de poliacrilamida (SDS/PAGE) para avaliagdo dos niveis de

proteinas.
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4.5. Western blot

Aliquotas contendo 250 pg de proteina por amostra serdo aplicadas em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), de 1,5 mm de espessura. A eletroforese sera realizada
em cuba de minigel da Bio Rad (Mini-Protean), com solugdo tampao para
eletroforese, previamente diluida. O SDS-PAGE sera submetido a 25 volts,
inicialmente, até a passagem da linha demarcada pela fase de empilhamento e 120
volts até o final do gel de resolucao. Na seqliiéncia, as proteinas separadas no SDS-
PAGE, serdo transferidas para a membrana de nitrocelulose, utilizando-se o
equipamento de eletrotransferéncia de minigel da Bio Rad, e a solugao tampao para
transferéncia mantido em voltagem constante de 120 volts por 2 horas, sob
refrigeragdo continua por gelo. As membranas de nitrocelulose contendo as
proteinas transferidas serdo incubadas em solucdo bloqueadora por 2 horas, a
temperatura ambiente, para diminuir a ligacao inespecifica de proteinas. A seguir, as
membranas serdao lavadas com solucdo basal por 3 sessées de 10 minutos e
incubadas com anticorpos especificos sob agitacao constante por uma noite a 4°C
(overnight). Serdo entéo, incubadas a seguir em solugdo com anticorpo secundario
conjugado com peroxidade (detecgao pela técnica de quimioluminescéncia), durante
2 horas a temperatura ambiente. Apds, as membranas serao incubadas por dois
minutos em substrato enzimatico e expostas ao filme de RX em cassete de
revelacdo autoradiografica com uso de revelador e fixador radiografico. A
intensidade das bandas sera determinada através da leitura das autoradiografias por
densitometria o6tica, utilizando um scanner (HP 3400) e o programa Scion Image

(Scion Corporation).

4.6. Analise estatistica:

Os resultados serdo expressos como média + erro padrdao da média. Sera
utilizada andlise de variancia, seguida de teste para comparacao multipla de médias.
Sera adotado o nivel de significancia P<0.05.
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5. CRONOGRAMA DE EXECUGCAO DA PESQUISA
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Atividades Calendario
2010
M M |J J A N
Referencial Teodrico X X | X | X |X
Comité de Etica X
Preparacao do gel salina + DMSO + X
Au-NPs
Tratamento com o Ultra- som + X | X | X
DMSO + Au- NPs e sacrificio
Analise e interpretagédo final dos X [ X
resultados
Elaboragéo final do Projeto X
Defesa X
6. PREVISAO OR(;AMENTARIA

Discriminacao Valor (R$)
48 ratos Wistar 576,00
Quatro anticorpos 5.200,00
TOTAL 5.776,00
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RESUMO
A lesdo muscular tem elevada prevaléncia e incidéncia, principalmente em esportista. Alguns estudos
tém demonstrado um aumento nos marcadores pro-inflamatérios durante e apds a lesdo muscular, a
niveis sistémicos e locais. Neste sentido, intervengdes que reduzam a ativacao inflamatéria parecem
ser de grande interesse na area. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do
uso do ultra-som pulsado e DMSO sobre as moléculas pro-inflamatérias em modelo animal de lesao
muscular traumética. Para tanto, foram utilizados 48 ratos Wistar, divididos randomicamente em seis
grupos: Grupo 1: Sham (Sem lesdo muscular); Grupo 2: Lesdo muscular; Grupo 3: Lesao muscular +
gel salina (0.9%); Grupo 4: Lesao muscular + gel DMSO (15 mg/kg); Grupo 5: Lesdo muscular + USP
(0.8 W/cm2) + gel salina (0.9%) e Grupo 6: Lesdo muscular + USP (0.8 W/cm2) + gel DMSO (15
mg/kg). O tratamento com USP foi aplicado em 2, 12, 24 e 48 horas ap6s o trauma. Apos 1 horas da
Ultima aplicacdo os animais foram decapitados e o tecido muscular ao redor da lesdo removido
cirurgicamente. As amostras foram homogeneizadas e em seguida analisadas por Western blot para
quantificagdo dos niveis protéicos das moléculas pré-inflamatérias, TNFa e IL-1f JNK e NFkB. A
partir do Western blot observamos aumento dos niveis protéicos de TNFa (4,9 vezes); IL-1B (3,6
vezes); fosforilacdo da JNK (4,2 vezes) e NFkB (3,8 vezes) no grupo submetido a lesdo muscular
quando comparado ao grupo sham. No entanto, 0 uso associado de ultra-som pulsado com DMSO
resultou em significante reducao dos niveis de TNFa (2,2 vezes); de IL-1B (2,1 vezes); da fosforilacao
da JNK (2,4 vezes) e do NFkB (2,1 vezes) quando comparado ao grupo lesao. O uso topico de salina
e gel DMSO isolados ou mesmo ultra-som associado a gel salina ndo alterou os niveis protéicos de
TNFa, IL-1B, fosforilagdo da JNK e NFkB. Os resultados demonstram que o uso de UPS associado a

gel DMSO pode reduzir o processo inflamatério decorrente de lesao muscular traumatica.

Palavras chaves: inflamacéao; lesdo muscular; citocinas; ultra-som; DMSO
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ABSTRACT

The muscle injury has a high prevalence and incidence, mainly in the sport. Some studies have shown
an increase in pro-inflammatory markers during and after muscle injury, the systemic and local levels.
In this way, interventions that reduce the inflammatory activation appear to be of great interest in the
area. Thus, the purpose of this study was to evaluate the effect of therapeutic pulsed ultrasound (TPU)
and DMSO on the pro-inflammatory molecules in an animal model of traumatic muscle injury. Thus, 48
Wistar rats were divided randomly into six groups: Group 1: Sham (no muscular trauma), Group 2:
muscular trauma, Group 3: muscular trauma + saline gel (0.9%), Group 4: muscular trauma + DMSO
gel (15 mg / kg), Group 5: muscular trauma + TPU (0.8 W/cm2) + saline gel (0.9%), Group 6: muscular
trauma + TPU (0.8 W/cm2) + DMSO gel (15 mg / kg). The TPU treatment was applied in 2, 12, 24 and
48 hours after trauma. After 1 hour of the last application the animals were decapitated and muscle
tissue surgically removed. The samples were homogenized and analyzed by Western blot to quantify
proinflammatory protein levels: TNFa, IL-1, NFKB and JNK. We observed increase of protein levels of
TNFa (3.9 —fold), IL-1B (3.6 -fold), JNK phosphorylation (4.2 -fold), and NFkB (3.8 -fold) in muscular
trauma group (group 2) when compared with sham group (group 1). However, the combined
therapeutic pulsed ultrasound with DMSO (group 6) resulted in significantly reduced levels of TNFa
(2.2 -fold), IL-1B (2.1 —fold), JNK phosphorylation (2.4 -fold), and NFkB (2.1 -fold) when compared to
muscular trauma group. The topical use of DMSO gel and saline alone or combined with ultrasound
gel saline did not alter the protein levels of TNFa, IL-1f3, phosphorylation of JNK, and NFkB. The
results demonstrate that the TPU associated with DMSO gel can reduce inflammatory process in

traumatic muscle injury.
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INTRODUCAO

Qualquer individuo que pratique exercicios fisicos de forma recreacional ou profissional
esta sujeito a lesdes musculares esqueléticas. A lesdo muscular ocorre por uma variedade de
mecanismos, incluindo laceragbes, contusdes ou ainda aquelas relacionadas a tensao
exercida sobre o musculo!”. Independente de ocorrer em praticas esportivas ou atividades
diarias gera custos fisicos, emocionais e econd6micos. Estudos a respeito de melhor
prevencao e/ou tratamento dessas ocorréncias s&o necessarios uma vez que inevitavelmente
0 esporte ou pratica regular de exercicios fisicos regulares predispoem os individuos a lesao
muscular. Funcionalmente as fibras musculares sao reinervadas em 4 a 5 dias, e um reparo
total apés 21 a 28 dias®®. Dependendo do grau e da causa, a lesdo muscular esquelética
tem uma regeneracdo rapida formando miotubos em trés dias. Algumas recuperacdes
requerem que miofibrilas sejam degradadas e regeneradas via maturagcdo de células
satélites. O intervalo de inicio e a extensdo da infiliracdo de células inflamatorias,
principalmente macrofagos, podem afetar ambos o0s processos de degeneracdo e
regeneracdo”. Embora o processo de regeneracdo do musculo esquelético tenha sido
amplamente estudado, questées permanecem obscuras, especialmente os efeitos de varios
tratamentos comumente usados para estimular o processo de regeneracao muscular, como
também o envolvimento da via pré-inflamatéria neste processo.

A inflamagao é um evento celular inicial e é caracterizada, dentre outras, por altos
niveis de citocinas. Citocinas é um termo genérico empregado para designar um heterogéneo
grupo de proteinas envolvidas na emissdao de sinais entre as células durante o
desencadeamento das respostas imunes. Constituem um grupo de fatores extracelulares que

podem ser produzidos por diversas células, como mondcitos, macréfagos, linfécitos, e outras
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qgue nao sejam linféides. Uma vez agindo em seus receptores especificos, o TNFa e a IL-1p,
por citar algumas, ativam suas vias moleculares envolvidas com a sinalizagdo intracelular
inflamatéria denominada via intracelular pré-inflamatéria®®. Essas citocinas, como outras,
ativam tanto a via IKK/NFkB quanto a via da JNK e, em ambos os casos a produgédo de
citocinas pro-inflamatéria é potencializada (para revisao ver 6), aumentando o quadro
inflamatério e, possivelmente, dificultando ou retardando a regeneracao muscular.
Intervencgdes fisioterapéuticas tém demonstrado excelentes resultados no processo
de regeneracdo muscular, porém a ampliagdo do conhecimento para este processo se faz
necessaria. A terapia com ultra-som pulsado (USP) é usada na reabilitagdo fisioterapéutica
devido a seus efeitos fisiolégicos, como a cicatrizagdo e regeneracdo muscular, produzindo
mudangas na permeabilidade de membrana e estimulando o transporte de substancias de
mensageiros secundarios!”. Devido a essas caracteristicas da USP, sua utilizagdo pode ser
associada com farmacos com efeitos antioxidantes e antiinflamatérios (Fonoforese), com o
objetivo de potencializar os efeitos cicatrizantes dessas duas terapias®, tal qual o DMSO.
Dimetilsulféxido (DMSO) € um solvente dipolar usado para solubilizar pequenas moléculas
organicas, é altamente permeavel, e comumente usado em estudos no musculo esquelético

9,10

como solvente para numerosas drogas ou outros compostos'®'?. Interessantemente o DMSO

tem sido estudo por suas agdes antiinflamatérias'?.

Como ha relagdo entre ativacao
inflamatoria e regeneracao muscular; a aplicacdo do DMSO na lesdo muscular em conjunto
com ultra-som pulsado pode ter efeitos positivos na regeneracdo muscular. A partir dessa
linha de raciocinio objetivamos avaliar efeitos do ultra-som pulsado associado a gel DMSO

sobre as moléculas da via pré-inflamatéria em modelo animal de lesdo muscular.
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METODOS

Todos os experimentos foram conduzidos em acordo com o0s principios e
procedimentos de cuidado com o uso de animais experimentais e foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense —
UNESC. Os animais foram mantidos em ciclos de luz artificial de 12 horas claro e 12 horas
escuro e alocados em gaiolas coletivas com quatro animais cada. Os animais tiveram livre
acesso a agua e a ragao padrao para roedores. Aleatoriamente, os ratos Wistar, pesando
aproximadamente 250 gramas, foram divididos em 6 grupos: Grupo 1: Sham (Musculo sem
lesdo); Grupo 2: Lesdo muscular sem tratamento; Grupo 3: Lesdo muscular e tratamento com
gel salina (0.9%); Grupo 4: Lesdo muscular e tratamento com gel DMSO (15 mg/kg); (grupo 3
e 4 a aplicacédo ocorreu de forma tépica); Grupo 5: Lesdao muscular e tratamento com USP
(0.8 W/cm?) e gel saline (0.9%); Grupo 6: Lesdo muscular e tratamento com USP (0.8 W/cm?)
e gel DMSO (15 mg/kg). Tanto as concentragcdes de DMSO quanto a intensidade do USP

foram testadas e publicadas anteriormente!".

Protocolo de lesdao muscular

O modelo de trauma muscular foi desenvolvido de acordo com Rizzi e colaboradores
(2006). Os animais foram anestesiados com injecao intraperitonial de cetamina (80 mg/kg) e
xilazina (20mg/kg) e a lesdo no gastrocnémio realizada por um Unico impacto por trauma
direto de uma prensa desenvolvida pelo Centro Industrial de Equipamentos de Ensino e
Pesquisa (CIDEP/RS, Brasil). A lesdo foi produzida por deslocamento de uma massa
metalica (0.459 Kg) através de uma guia com 18 cm de altura. O impacto produziu uma

energia cinética de 0,811 Joules, conforme especificagbes do equipamento ilustrado abaixo
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(Figura 1). Para assegurar a correta padronizacdo, os animais controles (Sham) foram

anestesiados e expostos ao equipamento, porém sem que ocorresse o0 trauma muscular.

Figura 1. Foto ilustrativa do equipamento para trauma muscular usada no presente

estudo (CIDEP, RS, Brasil).

Fonte: LASICOM.

Tratamento

O tratamento com ultra-som pulsado (Imbramed, Amparo, SP) foi de 6 minutos de
duracao, freqiiéncia de 1.0 MHz, intensidade de 0.8 W/cm?, area de radiacgdo efetiva [ERA] 1
cm? e foi aplicado em 2, 12, 24 e 48 horas. A area tratada com USP foi de aproximadamente
2 cm de acordo com Rizzi et al. (2006). O gel foi preparado adicionando DMSO em salina
(DMSO+Sal). O gel foi colocado no cabecgote do ultra-som e aplicado na regiao lesionada. O
movimento do cabecote foi circular de acordo com Saliba e colaboradores'?. Apés 1 (uma)

hora da ultima aplicacdo os animais foram eutanasiados por decapitacao e o tecido muscular
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ao redor da lesdo removido cirurgicamente'®. As amostras foram imediatamente

homogeneizadas para analises por Western blot.

Extracao do tecido:

Apos 1 hora da ultima aplicacdo os animais foram decapitados e o tecido muscular ao
redor da lesdo removido cirurgicamente e imediatamente homogeneizados em tampéo de
imunoprecipitacdo contendo 1% de Triton X 100, 100mM de Tris (pH 7,4), 100mM de
pirofosfato de sédio, 100mM de fluoreto de sédio, 10mM de EDTA, 10mM de vanadato de
sodio, 2mM de PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina a 4°C. Ao final da extracdo foi adicionado
Triton X-100 10% em todas as amostras e mantidas em gelo. O homogeneizado foi entao
centrifugado a 11.000 rpm por 40 minutos a 4°C, para remover o material insoltvel. Do
sobrenadante uma parte foi utilizada para determinar a concentracdo protéica de cada
amostra pelo método colorimétrico de biureto; na parte restante foi acrescido tampao de
Laemmli™®, DTT 200 mM (proporgdo de 5:1), mantido sempre a 4°C até o momento de
submeter a fervura a 100°C durante 5 minutos, e posteriormente aplicados em gel de

poliacrilamida (SDS/PAGE) para avaliagdo dos niveis de proteinas.

Western blot: Aliquotas contendo 250 pg de proteina por amostra foram aplicadas em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). A eletroforese foi realizada em cuba de minigel da Bio
Rad (Mini-Protean), com solugdo tampdo para eletroforese, previamente diluida. Na
seqgléncia, as proteinas separadas no SDS-PAGE, foram transferidas para a membrana de
nitrocelulose, utilizando-se o equipamento de eletrotransferéncia de minigel da Bio Rad, e a
solucdo tampéao para transferéncia mantido em voltagem constante de 120 volts por 2 horas,
sob refrigeragdo continua por gelo. As membranas de nitrocelulose contendo as proteinas

transferidas foram incubadas em solucao bloqueadora por 2 horas, a temperatura ambiente,



28

para diminuir a ligagao inespecifica de proteinas. A seguir, as membranas foram incubadas
com anticorpos especificos, overnight a 4°C. Os anticorpos utilizados foram anti-TNFa., anti-
IL-1B, anti-NFkB, anti-p-JNK, anti-JNK e anti-B-actin provenientes da Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA). Apds overnight, as membranas foram incubadas em
solucdo com anticorpo secundario conjugado com peroxidase (deteccdo pela técnica de
quimioluminescéncia), durante 2 horas a temperatura ambiente. Apds, as membranas foram
incubadas por dois minutos em substrato enzimético e expostas ao filme de RX em cassete
de revelacao autoradiografica com uso de revelador e fixador radiografico. A intensidade das
bandas foi determinada através da leitura das autoradiografias por densitometria otica,

utilizando um scanner (HP 3400) e o programa Scion Image (Scion Corporation).

Analise estatistica: Os dados foram expressos como media e erro padrao médio e
analisados estatisticamente pela analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste post hoc
Tukey utilizando-se para isso o SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versao
12.0 como pacote estatistico. O nivel de significancia estabelecido para o teste estatistico foi

de p<0,05.

RESULTADOS
Lesao muscular traumatica aumenta e a terapia do ultra-som associado a gel DMSO reduzem
os niveis protéicos de TNFa, IL-1p, fosforilacdo da JNK e NFKB em gastrocnémio de ratos.

O tecido muscular é um dos poucos que pode regenerar apds trauma devido sua
regulacdo do balanco de crescimento, fusdo e diferenciacdo de células precursoras

(mioblastos). Em adicdo, uma das alteragdes marcantes na lesdo muscular € o grau de
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ativacao inflamatéria tecidual. Como esperado, foi marcante o aumento dos niveis protéicos
de TNFa no grupo submetido a lesdo muscular (4,9 vezes) quando comparado ao grupo
sham (Fig. 2A). O uso tépico de salina, gel DMSO ou mesmo ultra-som associado a gel
salina ndo alterou os niveis protéicos de TNFa. No entanto, o uso associado de ultra-som
pulsado com DMSO resultou em significante reducao (2,2 vezes) dos niveis de TNFo(Fig.
2A). Outra importante, e bem estudada citocina, é a IL-1p. Neste sentido, avaliamos, também,
a IL-1B. A figura 2B mostra que a lesdo muscular aumentou os niveis protéicos de IL-1 em
3,6 vezes quando comparado ao grupo sham (Fig. 2B). O uso tépico de salina, gel DMSO ou
mesmo ultra-som associado a gel salina ndo alterou os niveis protéicos de IL-13. No entanto,
0 uso associado de ultra-som pulsado com DMSO resultou em significante redugédo (2,1
vezes) dos niveis de IL-1B (Fig. 2B). A reducao dessas duas citocinas nos permite sugerir
menor quadro inflamatério apds terapia do ultra-som associado a gel DMSO.

Agindo através de seus receptores, as citocinas ativam vias intracelulares como a via
IKK/NFKB e a MAP quinase/JNK. Dessa forma, achamos importante avaliar os niveis
protéicos de NFkB e JNK. A fosforilagdo da JNK aumentou no grupo com lesdo muscular (4,2
vezes) quando comparado ao grupo sham (Fig. 2C). Os grupos salina, gel DMSO e ultra-som
associado a gel salina nao alteraram a fosforilagdo da JNK (Fig. 2C). A aplicagao de ultra-
som pulsado associado a gel DMSO resultou em significante reducéo (2,4 vezes) dos niveis
da fosforilagdo de JNK (Fig. 2C). Similarmente aos niveis das citocinas, os niveis de NFkB
aumentaram no grupo com lesdao muscular (3,8 vezes) quando comparado ao grupo sham.
Também, similar aos resultados anteriores, 0 uso de ultra-som associado a gel DMSO
reduziu (2,1 vezes) os niveis de NFkB quando comparado ao grupo leséo (Fig. 2D). Nao foi
observada diferencga significativa nos grupos salina, gel DMSO e ultra-som associado a gel

salina quando comparado ao grupo leséo (Fig. 2D).
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DISCUSSAO

O grande aumento na incidéncia de lesbes musculares, seja em esportistas, seja em
atividades cotidianas, resulta na necessidade de maiores conhecimentos acerca das
intervencgdes fisioterapéuticas. No entanto, a efetividade da regeneracao pode ser reduzida
devido a terapia aplicada e ao tempo da intervencao (para revisao ver 16). Em adicao, sabe-
se que o processo inflamatério é marcante e que esta ocorréncia pode resultar em menor
eficiéncia de terapias para o reparo do musculo (para revisdo ver 16). Com essa
preocupacao, o presente estudo procurou avaliar os niveis protéicos de moléculas pro-
inflamatéria apds lesdo muscular traumatica e se o uso da terapia do ultra-som pulsado
associado a gel DMSO modularia tais moléculas.

A inflamacéo é um processo gerado pelo sistema imune, frente agressées de diversas
naturezas, como infeccdo ou dano tecidual, onde se inicia a ativacdo de componentes
celulares especificos, com participacao de citocinas (ex.: TNFa, IL-1pB, IL-6), enzimas (COX-2,
INOS e JUNK) e fatores de transcricdo relacionados a resposta inflamatéria (NFkB), na
tentativa de restaurar a homeostase celular, levando a mudangas fisiolégicas em grande
escala'’. Entretanto, é um processo que pode ser extremamente deletério, causando
destruicao tecidual, por exemplo, quando a resposta é exacerbada ou sua duracado se
estende por longos periodos.

Dentre as citocinas o TNFa e a IL-1B parecem estar relacionados a lesdo muscular
induzidas por diversos tipos de traumas®. TNFa, IL-1B sdo as principais citocinas que
cumprem o papel primério de mediar a ativagao de elementos do sistema imune participantes
da resposta ao agente ou mecanismo agressor'®. No presente estudo podemos observar
aumento dos niveis protéicos de TNFa, IL-1p apds lesdo muscular trauméatica. Na Figura 2 A

e 2B, pode-se observar aumento marcante nos niveis protéicos dessas citocinas. A relagao
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da inflamacéo para o reparo de lesdo muscular tem sido pouco estudada, mas acredita-se
que esses mediadores inflamatdrios estdo envolvidos neste processo!'”. Acredita-se que as
citocinas pré-inflamatérias regulam a adesao de moléculas intercelulares requeridas no fluxo
de neutréfilos e macrofagos. Macrofagos liberam citocinas envolvidas na quimiotaxia,
proliferagao e diferenciagao de células satélites necessérias para o reparo tecidual.

O TNFa é um importante produto do macroéfago ativado, como também um mediador
de diversas fungbes em tecido inflamado e lesionado. Agindo através de TNFR1 (receptor 1
de TNFa), o TNFa ativa substratos intracelulares que participam do controle da transcricao de
genes de reposta inflamatéria, modula proteinas participantes do controle de apoptose e
regula respostas de crescimento e diferenciacdo celular Um dos principais substratos
intermediérios da via de sinalizagdo do TNFa é a serina quinase JNK. Uma vez ativada, a
JNK tem a funcdo priméria de induzir a associagdo dos produtos dos genes de resposta
imediata c-Jun e c-Fos, levando a formacao do fator de transcricdo dimérico AP-1, levando a
trascricdo de genes que levardo & sintese de proteinas importantes no equilibrio celular™®.
Os resultados mostram que a lesdo muscular aumenta a fosforilagdo da JNK (Fig. 2C). Outra
via pré-inflamatéria é a via IKK/IkB/NFkB. Esta via pode ser ativada pelo TNFo, mas também
por outras citocinas pré-inflamatérias como IL-1. A IKK é uma proteina quinase que estimula
a ativagao do fator de transcricdo NFkB. No entanto, na auséncia dos estimulos inflamatérios,
a IKK fica inativa, impedindo a acado de NFkB. Outra quinase é a responséavel pela inibicdo de
IKK: a IkB. Quando os estimulos adequados se iniciam, kB é inativado, agora permitindo a
acao de IKK e ativacdo do NFkB, gerando a transcricao de genes de outras proteinas pro-
inflamatérias, genes das citocinas, por citar algumas!'®. Os resultados do presente estudo
mostram que a lesdo muscular aumenta a os niveis protéicos de NFkB (Fig. 2D) de forma

similar aos niveis protéicos das citocinas.
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Na Fisioterapia, a terapia ultra-sénica é utilizada no tratamento de pequenas lesdes
musculares, acelerando o processo de cicatrizacdo muscular®. Dentro deste contexto, a
terapia com ultra-som pulsado (USP) é comumente usada por produzir mudangcas na
permeabilidade de membrana e estimular o transporte de substancias de mensageiros
secundarios, como calcio!”. Estes segundos mensageiros podem estimular a proliferacdo de

2122)  Os resultados do

células, que no caso do musculo esquelético, células satélites!
presente estudo mostram que a redugao nos marcadores inflamatérios apds uso do ultra-som
isolado ndo foram estatisticamente significantes (Fig. 2A, B, C e D)

O uso isolado do ultra-som acelera a recuperacao de danos musculares, mas esse
efeito pode ser potencializado com agentes farmacolégicos. Desse modo, o uso combinado
do ultra-som e agentes antiinflamatérios, como o DMSO, pode representar uma importante
alternativa no tratamento de les6es musculares. O DMSO é usado em estudos com musculo
esquelético como um potente antioxidante ou como solvente para varias drogas!'®. De
acordo com Camici e colaboradores!’® o DMSO também ¢é usado por suas caracteristicas
antiinflamatérias e tem sido usado com sucesso em humanos em alguns tratamentos. Muitas
propriedades farmacoldgicas e terapéuticas, ja verificadas, resultam da sua capacidade de
interagir ou combinar com &cidos nucléicos, carboidratos, lipideos, proteinas e varios
farmacos sem alterar, de forma irreversivel, a configuragdo molecular®. Devido as
propriedades antiinflamatérias do DMSO hipotetizamos que sua aplicacao na lesdo muscular
em conjunto com ultra-som pulsado poderia reduzir os niveis protéicos da via pro-
inflamatoria. Os resultados demonstram significante reducao nos niveis protéicos de TNFa,

IL-1B, fosforilacao da JNK e niveis de NFkB (Figs. 2A, B, C e D; respectivamente). Nossos

resultados sdo limitados quanto a ampliacdo de novas técnicas, como histologia por citar
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alguma. No entanto, sdo interessantes a medida que estudos acerca do uso de ultra-som
pulsado associado a gel DMSO inexistem.

O presente estudo demonstra que a lesdo muscular robustamente aumenta citocinas
pré-inflamatérias e sua via de sinalizagcao intracelular, como a via do NFkB e a JNK e que o
uso de ultra-som pulsado associado a gel DMSO reverteu tal aumento. Estes achados
sugerem que a via pro-inflamatéria esta envolvida na resposta a lesdo muscular e,
possivelmente, no processo da regeneragdo muscular. Nossos resultados demonstram que o
uso de ultra-som associacao a gel DMSO torna o tratamento da lesdo muscular mais efetivo
no que diz respeito a via inflamatoéria, quando comparado ao uso do ultra-som, somente.
Estudos adicionais sao necessarios para avaliar se esse tratamento reduz diretamente a
inflamacéo ou se isso ocorreu devido aos efeitos antioxidantes do DMSO, uma vez que se
sabe que as espécies reativas de oxigénios ativam NFkB. Por dltimo, em estudos futuros
seria interessante esclarecer a funcao precisa da resposta inflamatéria no processo de

degeneracao e regenera¢cao muscular.
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Fig 2. Expressédo de TNFa, e IL-15, fosforilagdo da JNK e NFKkB em musculo gastrocnémio
apos lesao por trauma e tratamento com ultra-som pulsado e DMSQO. Apés trauma muscular
os animais foram submetidos a tratamento com ultra-som e DMSO por 0 (Sham); 2; 12; 24 e
48 horas e o tecido lesionado extraido e analisado conforme materiais e métodos. Expressao
tecidual de TNFa, expressao de IL-1 (B); expressao da fosforilagdo de JNK (C) e expressao
de NFkB (D). Os resultados sao apresentados como Média + Erro Padrdo da Média, em

unidades arbitrarias e o tamanho amostral foi de oito ratos por grupos (n = 8). *p<0,05,

diferenca significativa quando comparado grupo lesdo versus sham, e *p<0,05, diferenca

significativa quando comparado grupo USP+DMSO versus leséo.
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Revista Brasileira de Medicina do
Esporte

A Revista Brasileira de Medicina do Esporte (RBME) € o 6rgdo oficial da Sociedade
Brasileira de Medicina do Esporte (SBME), com publicacdo bimestral. A missdao da RBME ¢é
disseminar a producao cientifica nas dreas de ci€ncias do exercicio e do esporte, através da
publicacdo de resultados de pesquisas originais e de outras formas de documentos que
contribuam para o conhecimento fundamental e aplicado em atividade fisica, exercicio e
esporte no ambito das ciéncias bioldgicas e da medicina.

Serdo considerados para publicagdo artigos originais, artigos de opinido, artigos de revisao,
relatos de experiéncia, relatos de casos ou cartas ao editor, sobre assuntos relacionados com
as dreas de Medicina e Ciéncias do Exercicio e do Esporte. Ser membro da SBME ndo
representa um pré-requisito para publicacdo na RBME, nem influencia a decisdo do
Conselho Editorial. Serdo aceitos artigos escritos na lingua portuguesa e, a critério do
Conselho Editorial, autores e grupos estrangeiros poderdo publicar artigos escritos em inglés.
Todos os artigos serdo publicados na integra em portugués e em inglés, com resumos
também em espanhol, sendo responsabilidade da RBME a producio das versdes estrangeiras.

A RBME adota as regras de preparacdo de manuscritos da Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomedical Journals (International Committee of Medical Journal
Editors.

Uniform requirements for manuscripts submitted to biomedical journals. Ann Intern Med
1997; 126: 36-47), cuja tltima atualizacdo realizada em outubro de 2001 estd disponivel na
internet (http://www.icmje.org).

DUPLA SUBMISSAO

Os artigos submetidos a RBME serao considerados para publica¢do somente com a condi¢do
de que ndo tenham sido publicados ou estejam em processo de avaliagcdo para publicacdo em
outro periddico, seja na sua versdo integral ou em parte. A RBME néo considerara para
publicacdo artigos cujos dados tenham sido disponibilizados na Internet para acesso publico.

Se houver no artigo submetido algum material em figuras ou tabelas ja publicado em outro
local, a submissao do artigo deverd ser acompanhada de cépia do material original e da per-
missdo por escrito para reproducdo do material.

CONFLITO DE INTERESSE

Os autores deverdo explicitar, através de formuldrio préprio (Divulgacdo de potencial
conflito de interesses - a seguir), qualquer potencial conflito de interesse relacionado ao
artigo submetido, conforme determinag@o da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
(RDC 102/ 2000) e do Conselho Federal de Medicina (Resolucao n° 1.595/2000). Esta
exigéncia visa informar os editores, revisores e leitores sobre relagdes profissionais e/ou
financeiras (como patrocinios e participacdo societdria) com agentes financeiros relacionados
aos produtos farmacéuticos ou equipamentos envolvidos no trabalho, os quais podem
teoricamente influenciar as interpretacdes e conclusdes do mesmo. A existéncia ou ndo de
conflito de interesse declarado estardo ao final de todos os artigos publicados.

BIOETICA DE EXPERIMENTOS COM SERES HUMANOS



A realizacdo de experimentos envolvendo seres humanos deve seguir a resolugdo especifica
do Conselho Nacional de Sadde (n° 196/96) disponivel na internet
(http://conselho.saude.gov.br/docs/Resolucoes/Reso196de96.doc), incluindo a assinatura de
um termo de consentimento informado e a protecdo da privacidade dos voluntarios.

BIOETICA DE EXPERIMENTOS COM ANIMAIS
A realizacdo de experimentos envolvendo animais deve seguir resolucdes especificas (Lei n°
6.638, de 08 de maio de 1979; e Decreto n° 24.645 de 10 de julho de 1934).

ENSAIOS CLINICOS

Os artigos contendo resultados de ensaios clinicos deverdo disponibilizar todas as
informagdes necessdrias a sua adequada avaliacio, conforme previamente estabelecido. Os
autores deverdo referir-se ao "CONSORT" (www.consort-statement.org).

REVISAO PELOS PARES

Todos os artigos submetidos serdo avaliados por ao menos dois revisores com experiéncia e
competéncia profissional na respectiva drea do trabalho e que emitirdo parecer
fundamentado, os quais serdo utilizados pelos Editores para decidir sobre a aceitacdo do
mesmo. Os critérios de avaliagdo dos artigos incluem: originalidade, contribui¢do para corpo
de conhecimento da drea, adequacdo metodoldgica, clareza e atualidade. Os artigos aceitos
para publicacdo poderdo sofrer revisdes editoriais para facilitar sua clareza e entendimento
sem alterar seu contetido.

CORRECAO DE PROVAS GRAFICAS

Logo que prontas, as provas graficas em formato eletronico serdo enviadas, por e-mail, para
o autor responsavel pelo artigo. Os autores deverdo devolver a prova grafica com as devidas
correcdes em, no maximo, 48 horas apds o seu recebimento.

DIREITOS AUTORAIS

Todas as declaragdes publicadas nos artigos sdo de inteira responsabilidade dos autores.
Entretanto, todo material publicado torna-se propriedade da Editora, que passa a reservar os
direitos autorais. Portanto, nenhum material publicado na RBME poder4 ser reproduzido sem
a permissdo por escrito da Editora. Todos os autores de artigos submetidos 8 RBME deverao
assinar um Termo de Transferéncia de Direitos Autorais (a seguir), que entrard em vigor a
partir da data de aceite do trabalho. O autor responsavel pelo artigo receberd, sem custos, a
separata eletronica da publicac@o (em formato PDF).

ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA

Prof. Dr. Antonio Claudio Lucas da Nébrega

Editor-Chefe da Revista Brasileira de Medicina do Esporte
Departamento de Fisiologia e Farmacologia

Instituto Biomédico

Universidade Federal Fluminense

Rua Prof. Hernani Pires de Melo 101, Sdo Domingos
Niter6i, RJ - CEP 24210-130

E-mail: revista@medicinadoesporte.com.br

INSTRUCOES PARA ENVIO

Todos os artigos deverdo ser submetidos diretamente em nosso site (www.rbme.org.br) e nao
deverdo ultrapassar 20 paginas em seu total. Apds submissao eletronica do artigo, os autores
deverdo enviar, por correio: * Termo de Divulgagdo de Potencial Conflito de Interesses
(conforme modelo a seguir). * Termo de Transferéncia de Direitos Autorais (conforme
modelo a seguir). O artigo submetido deve ser digitado em espaco duplo, papel tamanho A4,
com margens de 2,5 cm e espaco 1,5, sem numerar linhas ou pardgrafos, e numerando as
paginas no canto superior direito; as legendas das figuras e as tabelas devem vir ao final do
texto, no mesmo arquivo. Figuras devem ser incluidas em arquivos individuais. Os
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manuscritos que ndo estiverem de acordo com as instrucdes a seguir em relacdo ao estilo e
formato serdo devolvidos sem revisdo pelo Conselho Editorial.

FORMATO DOS ARQUIVOS

Para o texto, usar editor de texto do tipo Microsoft Word para Windows ou
equivalente
As figuras deverdo estar nos formatos jpg ou tif.

Forma e preparacido de manuscritos

ARTIGO ORIGINAL

Um artigo original deve conter no maximo 20 (vinte) paginas conforme format:
acima (incluindo referéncias, figuras e tabelas) e ser estruturado com os seguint
itens, cada um comegando por uma pégina diferente:

Pagina titulo: deve conter (1) o titulo do artigo, que deve ser objetivo, mas
informativo; (2) nomes completos dos autores; institui¢do(des) de origem, com
cidade, estado e pais, se fora do Brasil; (3) nome do autor correspondente, com
endereco completo e e-mail.

Resumo: deve conter (1) o resumo em portugués, com nao mais do que 300
palavras, estruturado de forma a conter: introdugéo e objetivo, métodos, resulta
conclusio; (2) trés a cinco palavras-chave, que ndo constem no titulo do artigo.
Usar obrigatoriamente termos do Medical Subject Headings, do Index Medicus
(http://www.nlm.nih.gov/mesh/) (3) o resumo em inglés (abstract), representan
traducdo do resumo para a lingua inglesa (4) trés a cinco palavras-chave em ing
(keywords).

Introducao: deve conter (1) justificativa objetiva para o estudo, com referéncic
pertinentes ao assunto, sem realizar uma revisao extensa; (2) objetivo do artigo.

Métodos: deve conter (1) descricdo clara da amostra utilizada; (2) termo de
consentimento para estudos experimentais envolvendo humanos; (3) identificag
dos métodos, aparelhos (fabricantes e endereco entre parénteses) e procediment
utilizados de modo suficientemente detalhado, de forma a permitir a reproducac
resultados pelos leitores; (4) descricdo breve e referéncias de métodos publicad
mas nao amplamente conhecidos; (5) descricdo de métodos novos ou modificac
(6) quando pertinente, incluir a analise estatistica utilizada, bem como os progr:
utilizados. No texto, nimeros menores que 10 s@o escritos por extenso, enquant
que nimeros de 10 em diante sdo expressos em algarismos arabicos.

Resultados: deve conter (1) apresentag@o dos resultados em seqiiéncia ldgica, ¢
forma de texto, tabelas e ilustragdes; evitar repeticdo excessiva de dados em tat
ou ilustracdes e no texto; (2) enfatizar somente observagdes importantes.

Discussao: deve conter (1) énfase nos aspectos originais e importantes do estuc
evitando repetir em detalhes dados ja apresentados na Introdugdo e nos Resultar
(2) relevancia e limitagdes dos achados, confrontando com os dados da literatur
incluindo implicagdes para futuros estudos; (3) ligag@o das conclusdes com os
objetivos do estudo; (4) conclusdes que podem ser tiradas a partir do estudo;
recomendagdes podem ser incluidas, quando relevantes.
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Agradecimentos: deve conter (1) contribuicdes que justificam agradecimentos
mas ndo autoria; (2) fontes de financiamento e apoio de uma forma geral.

Referéncias: as referéncias bibliograficas devem ser numeradas na sequéncia e
que aparecem no texto. As referéncias citadas somente em legendas de tabelas «
figuras devem ser numeradas de acordo com uma seqiiéncia estabelecida pela
primeira meng¢ao da tabela ou da figura no texto.

O estilo das referéncias bibliograficas deve seguir as regras do Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals (International
Committee of Medical Journal Editors. Uniform requirements for manuscripts
submitted to biomedical journals. Ann Intern Med 1997; 126: 36-47;
http://www.icmje.org). Alguns exemplos mais comuns sao mostrados abaixo. P
0s casos ndo mostrados aqui, consultar a referéncia acima. Os titulos dos peridc
devem ser abreviados de acordo com o Index Medicus (List of Journals Indexex
http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html). Se o periddico ndo constar dessa li
colocar o nome por extenso. Deve-se evitar utilizar "comunicacdes pessoais” ot
"observagdes ndo publicadas” como referéncias. Um resumo apresentado deve :
utilizado somente se for a tnica fonte de informacao.

Exemplos:

1) Artigo padrdo em periddico (deve-se listar todos os autores; se 0 nimero
ultrapassar seis, colocar os seis primeiros, seguidos por et al): You CH, Lee KY
Chey RY, Mrnguy R. Electrocardiographic study of patients with unexplained
nausea, bloating and vomiting. Gastroenterology 1980;79:311-4. Goate AM,
Haynes AR, Owen MJ, Farrall M, James LA, Lai LY, et al. Predisposing locus
Alzheimer's disease on chromosome 21. Lancet 1989;1:352-5.

2) Autor institucional: The Royal Marsden Hospital Bone-Marrow Transplantat
Team. Failure of syngeneic bone-marrow graft without preconditioning in post-
hepatitis marrow aplasia. Lancet 1977;2:742-4.

3) Livro com autor(es) responsdveis por todo o contetido: Colson JH, Armour \
Sports injuries and their treatment. 2 nd rev. ed. London: S. Paul, 1986.

4) Livro com editor(es) como autor(es): Diener HC, Wilkinson M, editors. Dru;
induced headache. New York: Springer-Verlag, 1988.

5) Capitulo de livro: Weinstein L, Swartz MN. Pathologic properties of invadin
microorganisms. In: Sodeman WA Jr, Sodeman WA, editors. Pathologic
physiology: mechanisms of disease. Philadelphia: Saunders, 1974;457-72.

TABELAS

As tabelas devem ser elaboradas em espaco 1,5, devendo ser planejadas para te
como largura uma (8,7cm) ou duas colunas (18cm). Cada tabela deve possuir u
titulo sucinto; itens explicativos devem estar ao pé da tabela. A tabela deve con
médias e medidas de dispersdo (DP, EPM, etc.), ndo devendo conter casas decis
irrelevantes. As abreviaturas devem estar de acordo com as utilizadas no texto ¢
figuras. Os codigos de identificacdo de itens da tabela devem estar listados na
ordem de surgimento no sentido horizontal e devem ser identificados pelos
simbolos padrdo.

FIGURAS

Serdo aceitas fotos ou figuras em preto-e-branco. Figuras coloridas poderao ser
publicadas quando forem essenciais para o contetido cientifico do artigo. Neste:
casos, os custos serdo arcados pelos autores. Para detalhes sobre ilustracdes
coloridas, solicitamos contactar diretamente a Editora Redprint
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(redprint@uol.com.br). Figuras coloridas poderdo ser incluidas na versao eletrd
do artigo sem custo adicional para os autores. Os desenhos das figuras devem s
consistentes e tdo simples quanto possivel. Nao utilizar tons de cinza. Todas as
linhas devem ser sdlidas. Para graficos de barra, por exemplo, utilizar barras
brancas, pretas, com linhas diagonais nas duas direc¢des, linhas em xadrez, linhe
horizontais e verticais. A RBME desestimula fortemente o envio de fotografias
equipamentos e animais. As figuras devem ser impressas com bom contraste e
largura de uma coluna (8,7cm) no total. Utilizar fontes de no minimo 10 pontos
letras, niimeros e simbolos, com espagamento e alinhamento adequados. Quand
figura representar uma radiografia ou fotografia sugerimos incluir a escala de
tamanho quando pertinente.

ARTIGOS DE REVISAO

Os artigos de revisdo sao habitualmente encomendados pelo Editor a autores cc
experiéncia comprovada na drea. A RBME encoraja, entretanto, que se envie
material ndo encomendado, desde que expresse a experiéncia publicada do(a)
autor(a) e ndo reflita, apenas, uma revisdo da literatura. Artigos de revisao deve
abordar temas especificos com o objetivo de atualizar os menos familiarizados -
assuntos, tépicos ou questdes especificas nas dreas de Medicina e Ciéncias do
Exercicio e do Esporte. O Conselho Editorial avaliard a qualidade do artigo, a
relevancia do tema escolhido e o comprovado destaque dos autores na drea
especifica abordada.

ARTIGOS DE OPINIAO

Serdao encomendados pelo Conselho Editorial a individuos de notdrio saber nas
areas de Medicina do Exercicio e do Esporte e das Ciéncias do Esporte, que
emitirdo sua opinido pessoal sobre assuntos de particular interesse.

RELATOS DE EXPERIENCIA

A RBME estimula profissionais que possuam uma experiéncia relevante em alg
aspecto especial, original ou inovador em Medicina do Exercicio e do Esporte ¢
das Ciéncias do Esporte a partilha-la, sob a forma de um Relato de Experiéncia

RELATO DE CASO

A RBME estimula autores a submeter artigos de relato de caso, descrevendo ca
clinicos especificos que tragam informagdes relevantes e ilustrativas sobre
diagndstico ou tratamento de um caso particular que seja raro na Medicina do
Exercicio e do Esporte. Os artigos devem ser objetivos e precisos, contendo os
seguintes itens: 1) Um Resumo e um Abstract contendo as implicacdes clinicas
Uma Introduc¢do com comentdrios sobre o problema clinico que serd abordado,
utilizando o caso como exemplo. E importante documentar a concordéncia do
paciente em utilizar os seus dados clinicos; 3) Um Relato objetivo contendo a
histdria, o exame fisico e os achados de exames complementares, bem como o
tratamento e o acompanhamento; 4) Uma Discussao explicando em detalhes as
implicacgdes clinicas do caso em questdo, e confrontando com dados da literatur
incluindo casos semelhantes relatados na literatura; 5) Referéncias bibliografic:

CARTA AO EDITOR

Cartas enderecadas ao Editor-Chefe da RBME serao consideradas para publicax
se promoverem discussao intelectual sobre um determinado artigo recentement
publicado. As cartas devem conter um titulo informativo e seguir as instrugdes
acima para publicacdo. As cartas devem ter ndo mais do que 500 palavras. Se
aceita, uma cépia serd enviada ao autor do artigo original que suscitou a discuss
com um convite para submeter uma réplica que serd publicada junto com a cart

LIVROS PARA REVISAO
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A RBME estimula as editoras a submeterem livros para apreciagdo pelo Consel
Editorial. Devem ser enviadas duas c6pias do livro ao Editor-Chefe (vide o
endereco acima), as quais ndo serdo devolvidas. O envio dos livros ndo garante
sua apreciacdo. Contudo, os livros recebidos e ndo apreciados serdo listados no
ultimo nimero de cada ano da Revista. Os livros selecionados para apreciagao ¢
encaminhados para revisores com experiéncia e competéncia profissional na
respectiva drea do livro, cujos pareceres deverdo ser emitidos em até trés meses
poderdo ser adaptados pelos Editores da Revista, sem qualquer interferéncia da:
editoras dos livros apreciados. O resultado da apreciac¢do serd publicado na Rev
juntamente com as informagdes editoriais do livro.

Envio de manuscritos

Os autores devem enviar:

Carta de encaminhamento assinada por todos os autores ou pelo
primeiro autor em nome dos demais, contendo: 1) informacao a
respeito de submissdo prévia ou dupla ou submissdo de qualquer
parte do trabalho atual; 2) uma declaracio de relagdes,
financeiras ou ndo, que possam levar a conflito de interesse; 3)
uma declaracdo de que o trabalho foi lido e aprovado por todos
0s co-autores e que os critérios necessarios para a declaracado de
autoria (consultar Uniform Requirements for Manuscripts
Submitted to Biomedical Journals) foram alcangados por todos
os autores e que cada autor afirma que os dados do manuscrito
sdo verdadeiros; 4) o nome, endereco telefone e e-mail do autor
para correspondéncia, que serd o responsavel em comunicar-se
com o0s outros autores a respeito de revisdes e provas grificas. A
carta deverd dar outras informacdes uteis ao Editor, como a
sessdo a que o artigo estd sendo submetido.

Termo de Divulgacio de Potencial Conflito de Interesses
(conforme modelo a seguir).

Termo de Transferéncia de Direitos Autorais (conforme modelo
a seguir).

Trés copias do artigo, digitadas em espago duplo, impressas em
papel tamanho A4 ou oficio em somente um dos lados, com
margens de 2,5 cm e espago 1,5, sem numerar linhas ou
pardgrafos, e numerando as paginas no canto superior direito; as
legendas das figuras, as figuras propriamente ditas e as tabelas
devem vir ao final anexas a cada cdpia; assinalar no texto os
locais adequados para inser¢do das figuras e tabelas.

Um disquete 3,5 polegadas de alta densidade ou CD contendo
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somente um arquivo de texto, correspondente ao artigo, € 0s
arquivos correspondentes a fotos ou figuras.

Os manuscritos que nao estiverem de acordo com as instrugdes a
seguir em relagdo ao estilo e formato serdo devolvidos sem
revisdo pelo Conselho Editorial.

PREPARO DO DISQUETE

e Disquete formatado compativel com IBM/PC

e Usar editor de texto (Microsoft Word para Windows ou
equivalente)

¢ O arquivo de texto deve conter somente o texto, da pagina-titulo
até as referéncias, e as tabelas

e As figuras ndo devem ser incluidas no mesmo arquivo do texto

e Certificar-se de colocar no disquete a ultima versdo do artigo,
idéntica a versao impressa

e Etiquetar o disquete informando o programa e a versao
utilizados, bem como o nome do arquivo.

ENVIO DE ARTIGOS POR E-MAIL

A RBME estimula a submissdo de artigos através de correio eletronico
(e-mail). Este tipo de submissdo permite maior agilidade no processo de
revisdo. Para isso, serd necessdrio o envio dos arquivos contendo o texto
e as figuras do artigo para o enderecgo eletronico da revista
(revista@medicinadoesporte.com.br).

Devera ser enviada uma mensagem ao Editor-Chefe com identificagao
dos autores, bem como os seus enderecos convencional e eletronico,
mais informagdes sobre o formato utilizado. O artigo devera ser enviado
em anexo (como attachment), nos formatos MS Word para Windows,
respeitando rigorosamente as normas abaixo. As figuras deverdo estar
nos formatos jpg ou tif.

O Termo de Transferéncia de Direitos Autorais dos artigos submetidos
por e-mail deverdo ser enviados via correio convencional e sua data de
postagem nao devera ultrapassar em dez dias a data de submissao
eletronica do artigo.



