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1 INTRODUCAO

A lesdo muscular ocorre por uma variedade de mecanismos, como forgas
diretas, incluindo lacerag¢des e contusdes no musculo, e forgas indiretas relacionadas
a tensao exercida sobre o musculo (FUKUSHIMA, 2001). Freqliientemente ocorrem
em praticas esportivas e atividades diarias. Porém, o processo de reparo €
geralmente similar em muitos casos (LI et al., 2005).

As lesbes osteomusculares sdo as mais frenquentes na pratica esportiva
(LASMAR, CAMACHO, 2001). O local de lesédo varia com o tipo de esporte
praticado, o membro inferior sem duvida € o local mais acometido pelo maior nimero
de lesdes por existir uma relagéo entre os esportes mais praticados pela populagéo
em geral (GARRICK, 1988).

Muitos estudos tém demonstrado um aumento nos marcadores de
Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) como &anion superoxido, peroxido de
hidrogénio e radical hidroxil em sangue e tecidos, humanos e de animais, durante e
ap6s a lesdao muscular (PATTWELL, 2004; NIELS, 2005; ZHAO, 2004). Embora
necessario para a defesa celular e demais fungdes, as ERO, quando produzidas em
excesso, podem provocar um desequilibrio entre a producdo e a capacidade de
defesa antioxidante, levando a uma condicdo denominada estresse oxidativo, e
agredir os constituintes celulares como lipidios, proteinas, carboidratos e acidos
nucléicos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

Apos a lesdo muscular inicial, o estresse oxidativo pode estar aumentado
devido a inumeros locais de geracdo de ERO dentro do musculo traumatizado.
Podemos incluir como fontes primarias de radicais livres durante e apds o trauma a
mitocdndria, xantina oxidase (XO), metabolismo de prostandides e o sistema
NADPH oxidase (REID, 1994).

Em geral, a lesdo muscular esquelética tem uma regeneragao rapida
formando miotubos em trés dias. Funcionalmente, as fibras musculares sé&o
reinervadas em 4 a 5 dias, e um reparo total apdés 21 a 28 dias (AMARAL, 2001).
Sabe-se que o processo de regeneragdo musculo esquelético vem sendo muito
estudado, no entanto, questdes permanecem obscuras, especialmente os efeitos de
varios tratamentos comumente usados para acelerar o processo de regeneragéo

muscular, como também o envolvimento das ERO durante esse processo.



Atualmente, diferentes alternativas terapéuticas vém sendo propostas
visando a recuperacao total do paciente portador de lesbes musculares no menor
tempo tempo possivel, devolvendo-lhe assim a condig¢ao fisica funcional normal e
possibilitando um melhor rendimento fisico ( LOPES, COSTA e MOURA, 1995).

O UST ¢é utilizado no tratamento de tecidos moles ha mais de seis
décadas, sendo atualmente um recurso muito utilizado na pratica fisioterapica (
WARDEN, 2002). Sendo assim, também o mais utilizado para o tratamento das
lesbes dos tecidos moles ( YOUNG e DYSON, 1990).

Os efeitos do UST sobre o processo de reparacdo muscular em lesbes
experimentais vem sendo estudado em diferentes aspectos. ( STRATOON,
HECKMANN e FRACIS, 1984) utilizaram diferentes intensidades do ultra-som
terapéutico para a avaliagcdo histoquimica dos seus efeitos frente o processo de
reparagcdo de lesdes musculares por contusdo e consideraram ser benéfico a
aplicacdo do ultra-som. (RANTANEN ET, AL) Concluiram que o ultra-som
terapéutico acelera a reparacdo muscular apdés a contusdo promovendo a
ploliferacéo significativa de células satélites para o sitio da lesé&o.

Dentro deste contexto, a terapia com ultra-som pulsado (TPU) é
comumente usada na reabilitacao fisioterapéutica devido a seus efeitos fisioldgicos
térmicos e ndo térmicos. Segundo Markert (2005) os estimulos ndo térmicos de
ultra-sonicacgéo sao a principal via de agdo da TPU, ao contrario dos efeitos térmicos
da terapia com ultra-som continuo. A acgdo terapéutica da ultra-sonicacdo pode
produzir efeitos de cicatrizagdo em biomarcadores de regeneracao muscular,
principalmente lesdes por contusdes e produzir mudangas na permeabilidade de
membrana e estimular o transporte de substadncias de mensageiros secundarios,
como calcio através da membrana celular (WILKIN, 2004).

Devido a essas caracteristicas da TPU, sua utilizacdo pode ser associada
com farmacos antioxidantes e antiinflamatorios (Fonoforese), com o objetivo de
potencializar os efeitos cicatrizantes dessas duas terapias (Hill et al., 2005).

Sistemas nanométricos sdo compostos de nanoparticulas com dimensdes
na faixa dos nanémetros — 1 nanometro € igual a 1 bilionésimo de metro, este € um
dos campos da nanotecnologia.

Essa revolugdo vem acontecendo na ciéncia e tecnologia desde o

entendimento que os materiais em escala nanométrica podem apresentar novos



comportamentos e/ou propriedades diferentes daquelas que geralmente apresentam
em escala macroscopica. (DURAN, 2006).

O uso terapéutico do ouro pode ser atribuido aos chineses e remonta a
2500 AC. O ouro coloidal vermelho ainda é usado hoje na india na forma de
medicamento para rejuvenescimento e revitalizacao (MAHDIHASSAN, 1981). O ouro
também tem uma longa histéria de uso no mundo ocidental como nervine, uma
substancia usada para revitalizar pessoas que sofrem de doencas nervosas
(FRICKER e BUCKLEY, 1996). No século XVI o ouro foi recomendado para o
tratamento da epilepsia e no principio do século XIX era utilizado para o tratamento
da sifilis. Na segunda década do século XX foi introduzido na terapia da tuberculose
(DANIEL e ASTRUC, 2004).

Uma das principais indicagbes clinicas dos compostos de ouro é para
tratamento de doencas reumaticas (SHAW, 1999; FELSON, ANDERSON e
MEENAN, 1990). A atividade antitumoral da cisplatina, descoberta em 1969 incitou
a investigacao desta atividade em outros metais, inclusive o ouro. Estimulando a
blindagem de muitas fosfinas que contém drogas a base de ouro, particularmente o
complexo bis(diphos)Au(l). Este complexo mostrou propriedades antitumorais
promissoras, porém exibiu toxicidade cardiovascular, 0 que impediu seu uso clinico
(BERNERS-PRICE et al, 1987).

Recentes estudos também sugerem que elas tenham toxicidade
comparavel com perfuragdes gastro-intestinais (WOUDE et al, 2004; KERBEL e
KAMEN, 2004). Existem inumeras possibilidades para explorar combinacdes
antiinflamatérias que podem ser de origem inorganica e com pouco ou nenhum
efeito colateral.

Considerando que o estresse oxidativo esta envolvido no processo de
cicatrizagdo muscular, o uso da TPU em conjunto com nanoparticulas de ouro pode
agir de forma muito efetiva nesse processo devido a essas terapias agirem em vias
importantes na producao de ERO.

Dimetilsulfoxido (DMSQO) 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 (MOHANRAJ,
1998).

Méis (1998) e Velasco (2003) postulam que a lesdo muscular isquémica
induz o parodoxo do calcio e do oxigénio que ocorrem por altas concentragcbes de
célcio intracelular, e o DMSO por possuir efeito direto nesse ion pode proteger a
célula de danos estruturais.

Considerando que o estresse oxidativo esta envolvido no processo de
cicatrizagdo muscular, o uso da TPU em conjunto com DMSO e nanoparticulas de
ouro podem agir de forma muito efetiva nesse processo devido a essas terapias

agirem em vias importantes na produgéo de ERO.

De acordo com o exposto, a pesquisa tem como questao problema:
Dentre o Gel comum, e o gel acrescido com DMSO e Nanoparticulas de ouro qual

apresentara melhores resultados.

E, as seguintes questoes norteadoras:

1. Quais os efeitos do gel comum , aplicado por meio do ultra-som sobre o
estresse oxidativo em ratos wistar submetidos a lesdo traumatica do musculo

gastrocnemio?

2. Quais os efeitos do gel comum acrescido com nanoparticulas de ouro e
DMSO, aplicado por meio de ultra-som pulsado sobre o estresse oxidativo em

ratos Wistar submetido a lesédo traumatica do musculo gastrocnemio?



Para responder, temporariamente, aos questionamentos, formularam-se as

seguintes hipoteses:

1. TPU é comumente utilizado na reabilitacdo devido aos seus efeitos
fisiologicos térmicos e nao térmicos (Johns ET AL.2002; Market, 2005). TPU € uma
forma né&o invasiva de energia mecanica transmitida via transcutanea em ondas de
pressdo acustica de altas freqiiéncias nos tecidos biolégicos ( Lu, 2009). Os efeitos
positivos do TPU numa grande variedade de tecidos conectivos e aos mecanismos
moleculares relacionados tem sido avaliados biomecanicamente ( Alfredo et al
.2009: Piedade, 2008; Freitas et AL.2010).

2. Nanoparticulas de ouro também chamadas de nanoouro, tém sido
ativamente investigadas em uma variada gama de aplicagbes biomédicas devido a
sua biocompatibilidade e facilidade de conjugacéo a biomoléculas (Sokolov et al.
2004; Levy et al. 2004). De acordo com Tsai (2007) nanoouro exerce efeito
antiinflamatério diminuindo a infiltracdo de citocinas proinflamatorias e macrofagos

em modelo de artrite.



Portanto, o estudo apresenta como objetivo geral: Analisar, dentre o gel
comum e o gel acrescido de nanoparticulas de ouro e DMSO , qual o de melhor
resultado, quando aplicado o ultra-som pulsado sobre o estres oxidativo em lesao

traumatica do musculo gastrocnemio em modelo animal.

E, como objetivos especificos:

1. Verificar os efeitos do gel comum aplicado por meio de ultra-som
pulsado,sobre o estresse oxidativo em ratos Wistar submetidos a lesGes traumaticas
do musculo gastrocnemio.

2. Analisar os efeitos do gel comum associado com nanoparticulaouro e
DMSO, aplicado por meio de ultra-som pulsado , sobre o estresse oxidativo em ratos

wistar submetidos a lesdo traumaticas do musculo gastrocnemio.

A nanoparticula de ouro é um modelo ideal para explorar tais
possibilidades por que: é biocompativel (HAINFELD et al, 2006; MUKHERJEE et al,
2005); é de preparacao relativamente simples; e porque o ouro é um acido mole,
podendo se ligar fortemente com bases moles como os tiois, por exemplo
(BHATTACHARYA e MUKHERJEE, 2008).

2. FUNDAMENTAGAO METODOLOGICA

2.1 Caracteristicas da Pesquisa

A pesquisa é do tipo experimental, na area da saude, sub-area
Fisioterapia, de natureza aplicada, quantitativa, explicativa, prospectiva, descritiva e
bibliografica. E um estudo randomizado, a realizar-se no Laboratério de Sintese de
Compostos com Atividade Biologica — LASICOM, em conjunto com o Laboratorio de
Fisiologia e Bioquimica do Exercicio — LAFIBE, localizados na UNESC e vinculados
ao programa de Po6s-Graduagdo em Ciéncias da Saude desta instituicdo. Sera

realizado de junho de 2010 a setembro de 2011.



2.2 Amostra

Serao utilizados 36 ratos Wistar (200-250g). Os animais serdo agrupados em
gaiolas especificas, temperatura ambiente controlada em 22°C, ciclo claro-escuro
12:12h e com livre acesso a agua e a alimentacgao.

Os animais seréao divididos aleatoriamente em 6 grupos:

e Grupo 1: Sham (Musculo sem les&o)

e Grupo 2: Lesdo muscular sem tratamento;

e Grupo 3: Lesao muscular e tratamento com gel salina (0.9%)

e Grupo 4: Lesao muscular e tratamento com gel DMSO (15 mg/kg)

e Grupo 5: Lesdo muscular e tratamento com gel nano-ouro (27 pg/kg)

e Grupo 6: Lesdo muscular e tratamento com USP (0.8 W/cm2) e gel saline
(0.9%)

e Grupo 7: Lesao muscular e tratamento com USP (0.8 W/cm2) e gel DMSO (15
mg/kg).

e Grupo 8: Lesao muscular e tratamento com USP (0.8 W/cm2) e gel nano-ouro
(27 pg/kg).

e Grupo 9: Lesdo muscular e tratamento com USP (0.8 W/cm2) em conjunto

com gel salina + DMSO + nano-ouro

Calculo do Tamanho da Amostra: Estimou-se uma relagcdo média (+ DP) da SOD
de 4,6 £ 2,5% no dia “0” ap6s a lesdo muscular e de 9,3 + 4,8% ap6s o quinto dia o
tamanho amostral necessario para detectar uma diferenga significativa,
considerando um nivel de significancia de 5% e poder de 80%, € de 28 animais

divididos em quatro grupos.



2.3 Procedimentos

Preparagdao de nanoparticulas de ouro: As nanoparticulas de ouro serdo obtidas
por meio de reducao quimica, segundo apresentado por Storhoff (1998). As vidrarias
serao lavadas com agua régia (3/1 HCI/ HNO3) e agua ultra pura para remocgéo de
agua régia residual. As nanoparticulas de ouro serdo preparadas pela reducdo do
acido aurocloridrico (HAuCl4) por citrato de sédio (Na3zCsHs07). Uma solugdo aquosa
de HAuCl4 (1mM) foi colocada em refluxo e adicionado 5 ml da solugéo de citrato de
sédio a 38.8mM, o somado resultou em uma mudanga em cor de amarelo claro para
vermelho. Apés a mudanga de cor manteve-se o refluxo por mais 15 minutos,

permitindo o resfriamento da temperatura.

Protocolo de lesdao muscular: O modelo de trauma muscular sera desenvolvido de
acordo com Rizzi e colaboradores (2006). Os animais serao anestesiados com
injecao 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) que através de uma guia com 18 cm de altura. O impacto
produz uma energia cinética de 0.811 J, conforme especificacbes do equipamento
(Figura 1). Os animais controles serao anestesiados para assegurar a padronizagéo,

porém expostos ao equipamento sem o trauma muscular.

Figura 1- Equipamento para trauma muscular

Fonte: do pesquisador



Tratamento: O tratamento com ultra-som pulsado (Imbramed, Brazil (6 min de
duragao, frequiéncia de 1.0 MHz, intensidade de 0.8 W/cm?, area de radiagdo efetiva
[ERA] 1 cm?) sera aplicado em 2, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144 €168 hs apos o
trauma. A area tratada com USP foi de aproximadamente 2 cm de acordo com Rizzi
et al. (2006). O movimento do cabecgote foi circular de acordo com Saliba et al.
(2007). Apds 2 horas da ultima aplicacdo os animais serdo eutanasiados por
decapitagdo e o tecido muscular ao redor da lesdo sera removido cirurgicamente
(FREITAS, 2007). Uma parte sera utilizada para estudo da fun¢cdo mitocondrial e

outra sera imediatamente congelada a —80° C para posteriores analises bioquimicas.

Producgédo de Espécies Reativas de Oxigénio:

a) Anion Superoxido: determinada pela taxa de oxidacdo da adrenalina lido em

espectrofotdbmetro a 480nm conforme descrito por Mccord (1969).

Modulagao das defesas antioxidantes:

a) Catalase (CAT): A atividade da CAT sera determinada pela queda na absorbancia

(240nm) correspondente ao consumo de peroxido de hidrogénio, conforme

previamente descrito por Aebi (1984).

Determinacao da Proteina: a quantidade de proteina nos ensaios bioquimicos sera

mensurada usando a técnica de Lowry et al (1951).

Tratamento Estatistico: Os dados serdo expressos em media e erro padrao médio
e analisados estatisticamente pela analise de variancia (ANOVA) one-way, seguido
pelo teste post hoc Tukey. O nivel de significancia estabelecido para o teste
estatistico € de P<0,05. Sera utilizado o SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences) versado 12.0 como pacote estatistico.



3 CRONOGRAMA DE EXECUGAO DA PESQUISA

Atividades Calendario
2010 2011
ONDJ FIMAM|J J|A|S | O|N
Elaboracdo e Qualificagéo | X | X | X
do Projeto
Comité de Etica X | X
Referencial Tedrico X[ X[ X[ X[ X | X]|X|[X|X
Preparacao do gel salina + X | X
Au-NPs
Estudos biologicos in vivo X | XXX
Analise e interpretagao final dq XX | X
resultados
Elaboragao final do artigo XX | X
Cientifico.
Defesa X

4 PREVISAO ORGAMENTARIA

Discriminagéo Valor (R$)
72 animais (ratos Wistar) 400,00
Reagentes para dosagens bioquimica 2.000,00
HAuCl3 687,00
Analises quimicas (AA, FTIR, MEV) 800,00
Material de expediente 500,00
TOTAL 4.387,00

O projeto sera financiado com recursos do Laboratério de Fisiopatologia
Experimental e Laboratorio de Sintese de Complexos Multifuncionais da UNESC e

do Conselho Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento (CNPQ).
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Resumo

Introdugdo: O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da terapia com Ultrasson Pulsado
nos parametros de estresse oxidativo apos uma lesdo traumatica do musculo. Ratos machos
wistar foram divididos e randomizados em nove grupos (n=6). Grupo Controle (musculo ndo
lesionado); lesdo muscular sem tratamento; lesdo muscular com tratamento com GNP gel;
lesdo muscular com tratamento com DMSO gel; lesdo muscular com tratamento com gel Plus
(DMSO + GNP); Lesdao muscular e TPU + gel Salina; lesdo muscular e TPU + gel GNP; lesao
muscular e TPU + gel DMSO; lesdo muscular e TPU + gel Plus. A lesdo do gastrocnemio foi
induzida por um unico impacto traumatico brusco. Foi utilizado TPU (6 mim de duragio,
freqtiéncia de 1.0 Mhz, intensidade de 0,8 W/em?) foram utilizados 2, 12, 24 ¢ 48 horas apos
o trauma.

Resultados: Nossos resultados sugerem que TPU + gel Plus apresentam efeitos benéficos no
processo de cura, induzindo a redugdo na producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS).
Palavras Chaves: Lesdo Muscular, Stress Oxidativo, Ultrassom Terapéutico Pulsado,
Fonoforese, nanoparticulas de Ouro.

Abstract

Introduction: The aim of this study was to evaluate the effects on TPU with gold
nanoparticles on oxidative stress parameters after traumatic muscle injury. Male Wistar rats
were divided randomly into nine groups (n=6): sham (uninjured muscle); muscle injury
without treatment; muscle injury and treatment with DMSO gel (15 mg/kg); muscle injury
and treatment with AuN gel (27 pg); muscle injury and treatment with Plus gel (DMSO +
AuN); muscle injury and TPU; muscle injury and TPU + DMSO gel;

muscle injury and TPU + AuN gel, muscle injury and TPU + Plus gel. Gastrocnemius injury
was induced by a single impact blunt trauma. TPU (6-min duration, frequency of 1.0 MHz,
intensity of 0.8 W/cm2) was used 2, 12, 24 and 48 h after trauma. Results: Suggest that TPU
+ Plus gel presents beneficial effects on the muscular healing process, inducing a reduction in
the production of ROS.

Key words: muscle injury; oxidative damage; therapeutic pulsed ultrasound; phonophoresis;
gold nanoparticles.



INTRODUCAO

A recuperagdo da musculatura esquelética em resposta ao trauma depende
do tipo de lesdo como, contusdo, estiramento e laceragdo e na sua severidade.
No entanto geralmente o processo de recuperacdo consiste em trés fases: fase de
destrui¢do, fase de reparo e fase de remodelamento. A fase de destruicdo ¢
caracterizada por necrose, hematoma e formagdo das células de influxo
inflamatério [1].

A lesdo induz um aumento da geragdo de ROS no musculo esquelético, que
altera o balan¢o intracelular oxidante-antioxidante em favor da lesdo e pode
resultar em dano oxidativo do musculo traumatizado, quando a produgdo de
ROS subjugar o sistema de defesa antioxidante [2]. Multiplos sitios potenciais
de gera¢do de ROS no musculo esquelético tém sido identificados, incluindo a
mitocondria, enzima oxidase NADPH, processo A2-dependente fosfolipase e
Xantina Oxidase [3].

Neste contexto TPU é comumente utilizado na reabilitagdo devido aos seus
efeitos fisioldgicos térmicos e ndo térmicos [4,5]. TPU é uma forma nio
invasiva de energia mecanica transmitida via transcutanea em ondas de pressao
acustica de altas frequéncias nos tecidos biologicos [6]. Os efeitos positivos do
TPU numa grande variedade de tecidos conectivos e os mecanismos moleculares
relacionados tém sido avaliados biomecanicamente [7,8,9].

A nivel celular tem se colocado hipoteses de que mudancas nas taxas
difusdo e na permeabilidade da membrana aos ions podem estimular a
regeneracdo das células por aumento da sinalizacdo molecular [10,11].

Por causa disto, TPU pode seu utilizado junto a drogas antiinflamatdrias e
antioxidantes, promovendo uma absor¢do ampliando os efeitos dessas drogas.
Utilizando as ondas de ultrassom, a fonoforese objetiva alcancar concentragdes
terapéuticas relevantes da droga introduzida por via transdermica nos tecidos
sujeitos ao procedimento [12].

Nanoparticulas de ouro também chamadas de nanoouro, tém sido
ativamente investigadas em uma variada gama de aplicacdes biomédicas devido
a sua biocompatibilidade e facilidade de conjugagdo a biomoléculas [13,14]. De
acordo com Tsai [15], nanoouro exerce efeito antiinflamatorio diminuindo a
infiltragdo de citocinas proinflamatorias e macréfagos em modelo de artrite.

Devido as propriedades antiinflamatorias do TPU e o crescente interesse
em pesquisas com nanoparticulas de ouro este estudo tem como objetivo na
juncdo destes dois tratamentos (Fonoforese) avaliando seus efeitos nos
parametros de estresse oxidativo apds lesdo muscular traumatica.



MATERIAIS E METODOS

Sintese de nanoparticulas de ouro foram preparadas como descrito anteriormente
por Turkevchet [16].
Resumidamente, uma solugdo aquosa de citrato de sodio foi adicionada a solugdo
de tetra aurocloreto de hidrogénio (HAuCl,) previamente aquecida a 90 ° C. O sistema
foi mantido sob refluxo, com agitacdo magnética por 20 min. Nanoparticulas de ouro
foram caracterizadas por UV-vis e TEM (microscopia eletronica de transmissdo). O
espectro eletronico mostra um pico de absor¢@o a aproximadamente 520 nm, atribuida
a absor¢ao de ressonancia de plasmons de superficie. Imagem TEM de nanoparticulas
revelaram a presenca de particulas esféricas com uma média de diametro de particulas
de 25 nm.
E um estudo randomizado, realizado no Laboratério de Sintese de Compostos
com Atividade Biologica — LASICOM, em conjunto com o Laboratorio de Fisiologia e
Bioquimica do Exercicio — LAFIBE, localizados na UNESC e vinculados ao programa
de Pés-Graduacdo em Ciéncias da Saude desta instituicdo. Serd realizado de junho de
2010 a setembro de 2011.

Animais

Ratos machos Wistar (250-300g) obtidos a partir do Biotério da Universidade do
Extremo Sul Catarinense, Santa Catarina, Brasil, foram enjaulados em grupos de seis e
oferecida racdo comercial e agua ad libitum e mantidos em ciclo de 12h
claro/escuro. Os animais foram divididos aleatoriamente em nove grupos; Grupo
Controle (musculo ndo lesionado); Lesdo muscular sem tratamento; lesdo muscular
com tratamento com GNP gel; lesdo muscular com tratamento com DMSO gel; lesdo
muscular com tratamento com gel Plus (DMSO + GNP); Lesao muscular e TPU + gel
Salina; lesdo muscular ¢ TPU + gel GNP; lesdo muscular ¢ TPU + gel DMSO; lesao
muscular ¢ TPU + gel Plus. Todos os estudos foram realizados em conformidade as
diretrizes do National Institutes of Health e com a aprovacdo do Comité de Etica da
Universidade do Extremo Sul Catarinense, Santa Catarina, Brasil.

Modelo de lesdao muscular

O modelo de trauma muscular utilizado foi descrito por Rizzi et al [17]. O
animais foram anestesiados com inje¢do intraperitoneal de cetamina (70 mg / kg) e
xilazina (15 mg / kg). A lesdo do gastrocnémio foi induzida por um trauma tnico de
impacto direto uma prensa desenvolvida pelo Centro Industrial de Equipamentos de
Ensino e Pesquisa (CIDEP / Porto Alegre, RS, Brasil). Resumidamente, a lesdo foi
produzida por uma massa de metal (0,459 kg) caindo através de um guia de metal de
uma altura de 18 cm. A energia de impacto cinético enpregues foi 0,811 Joules. Os
Ratos controle também foram anestesiados para garantir a normalizacdo, mas sem
trauma muscular.



Tratamento

Tratamento pulsado de ultrassom (Imbramed, Amparo, Sdo Paulo, Brasil (6
min duracdo, freqiiéncia de 1,0 MHz, a intensidade de 0,8 W/cm2, area de
radiagdo efetiva [ERA] cm2, ciclo de trabalho de 50% de 1:2 [5 ms on, 5 ms
off], as aplicacoes foram realizadas 2, 12, 24, 48 h apos o trauma muscular [18].
A érea tratada com ultrassom foi de aproximadamente 2 cm, de acordo com
Rizzi et al. [17]. O movimento do feixe foi circular, de acordo com Saliba et al
[19]. Os grupos com lesdo muscular e tratamento com gel GNP e gel Plus
também foram expostos ao tratamento por 6 min.

Protocolo de Sacrificio

Duas horas apos a ultima aplicacdo, os animais foram sacrificados por
decapitagdo e o sangue foi coletado. A regido lesada do musculo gastrocnémio
foi cirurgicamente removido ¢ imediatamente processado, aliquotado e estocado
a -70 ° C para posterior analise.

Preparacio de amostras

O gastrocnémio foi homogeneizado no buffer usado para cada técnica. Os
homogeneizados foram centrifugados a 1000 g por 10 min a 4 ° C e os
sobrenadantes mantidos a -70° C até ser utilizado para os experimentos. O
periodo maximo entre a preparacdo do homogeneizado e andlise bioquimica foi
sempre inferior a 5 dias.

Ensaios bioquimicos
Anion superéxido

Anion superoxido foi determinada no tecido através da taxa de oxidagdo do
adrenalina lida apartira da absorvancia a 780 nm, como descrito por McCord
[20]. Resultados foram expressos em nmol / min / mg de proteina.
Atividade da catalase (CAT)

Atividade da catalase foi medida pela taxa de diminui¢do do perdxido de

hidrogénio absorvancia a 240 nm = Amax [21] e os resultados foram expressos
em U CAT / mg proteina.



Determinacio de proteinas

A quantidade de proteina nas amostras testadas para TBARS, carbonil

proteina e atividades de enzimas foram determinados usando a técnica de Lowry
[22].

Analise estatistica
Os dados foram analisados por meio da analise de variancia (ANOVA)
seguido pelo Teste de Tukey quando os valores de p foram significativos (P

<0,05). Todas as analises foram realizadas utilizando o software Statistical
Package for the Social Science (SPSS, Lagoa Santa, Sdo Paulo, Brasil).

RESULTADOS
Producio de anion superoxido

O grupo de ratos com lesdo muscular e nenhum tratamento teve um
aumento significativo em relagdo ao grupo controle, e apenas o grupo TPU + gel
Plus exibiu um significativo decréscimo em comparagdo com o grupo muscular

lesionado sem tratamento (Figura 1).

Figura I - Niveis de Anion Superéxido pos-testes. (N=06)
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Efeito do ultra-som pulsado terapéutico (TPU) + gel Plus em producdo de
anion superoxido no musculo esquelético apos a lesdo (48 h). Os dados sdo
expressos como média = SEM de seis animais. Diferente do sham (* p <0,05) e
diferente de lesdo muscular sem tratamento (# p <0,05). (Teste de Tukey).



Catalase

Um aumento significativo foi observado na atividade das trés enzimas
antioxidantes no grupo lesdo muscular sem tratamento. Somente o TPU + Plus
gel grupo apresentou uma diminui¢do significativa na atividade das trés enzimas
antioxidantes (Figura 2).

Figura II - Niveis de Catalase pos-testes.
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Efeito do ultra-som pulsado terapéutico (TPU) + Plus gel sobre os niveis
de catalase no musculo esquelético apods a lesdo (48 h). Os dados sdo expressos
como média + SEM de seis animais. Diferente do sham (* p <0,05) e diferente
de lesdo muscular sem tratamento (# p <0,05). (Teste de Tukey).



DISCUSSAO

Estudo teve como objetivo investigar e comparar os efeitos de
nanoparticulas de ouro e DMSO em conjunto com TPU na lesdo muscular
induzida. Para demonstrar este efeito, foram avaliados pardmetros de estresse
oxidativo 48 h apos a realizacdo de lesdes.

Estudos realizados nos ultimos 15 anos indicam que as espécies reativas de
oxigénio (Superoxido, radicais hidroxila, 6xido nitrico, peroxinitrito e radicais
livres derivados perdxido de hidrogénio do produto) desempenham um papel
importante na inflamac¢do e ou infec¢do induzida por alteragdes na funcgdo
muscular [23, 24, 25, 26]. ROS s3o essenciais para proteger a célula contra a
invasdo de agentes infecciosos. No entanto, quando a produg¢do de ROS ¢
excessiva, biomoléculas podem ser danificados e do processo de recuperagdo do
tecido lesado poderia ser prejudicado [27].

A producdo de anion superdxido foi reduzido apenas no grupo de TPU +
Plus gel, quando comparado ao grupo lesdo ndo tratado, mostrando que a
fonoforese foi eficaz na melhorara deste paradmetro no grupo DMSO + GNP (gel
Plus) (Figura 1). Baixa freqiiéncia do TPU tem se mostrado eficiente no
aumento da penetracdo cutanea dos medicamentos topicos in vivo sobre a pele
humana. A explica¢do para o aumento da permeabilidade transdérmica devido a
baixa freqiiéncia do TPU esta ligada em parte aos seus efeitos térmicos, ¢ ¢
atribuido principalmente a cavitagédo [10, 28, 29].

Devido a variedade de efeitos biologicos do DMSO, este anti-inflamatorio
topico tem se tornado objeto de intimeros estudos farmacoldgicos. Essas
propriedades incluem melhora do fluxo de sangue, a restricdo de entrada de Na+
e Ca,+ toxicos nas células, o bloqueio de trombose causada por fatores teciduais,
edema e moléculas inflamatorias [30].

Recentes avangos na tecnologia de ouro permitiram a criacdo de sondas
com propriedades e desempenho melhoradas para os estudos da célula: maior
densidade de rotulagem, melhor sensibilidade e maior penetragdo nos
tecidos. De acordo com Tsai [15], nanoouro tem efeito anti-inflamatério agindo
positivamente sobre citocinas pro-inflamatorias e infiltragdo de macrofagos em
um modelo de artrite. E provavel que essas terapias tenham realmente agindo
em conjunto, o que explica a diminui¢do significativa na produgdo de anion
superdxido.

Para demonstrar que a fonoforese usada em conjunto com GNP + DMSO
foi eficaz na redugdo do estresse oxidativo apds lesdo muscular, foram avaliados
parametros de dano oxidativo e atividade enzimatica antioxidante. Quanto a
atividade da enzima antioxidante (Figura 2) o grupo de TPU + Plus gel foi o
unico com uma reducdo significativa na atividade da catalase. Isto mostra que o
grupo de TPU + Plus gel mostrou maior eficiéncia contra o estresse oxidativo na
lesdo muscular induzida.



O uso de ultra-som por si s6 acelera a recuperacdo de lesdes musculares
[31], mas estes efeitos podem ser potencialmente melhorados com o uso adjunto
de agentes farmacoldgicos. Assim, o uso combinado de ultra-som e agentes anti
inflamatdrios representa uma alternativa importante no tratamento de lesdes
musculares [18].

DMSO estabiliza as membranas celulares da formagdo de excesso radicais
livres e entrada anormal de Ca2+ nas células, melhorando a cicatrizagdo do
musculo. A administragdo  DMSO durante reoxigenagdo resultou em um
aumento significativo no ATP associado significativamente a niveis menores de
lactato ¢ uma boa recuperacdo muscular [32]. Assim, um aumento na ATP
combinado com reduzido consumo de energia pode refletir mudancas favoraveis
na balanca da oferta ¢ demanda de energia durante eventos isquémicos /hipoxia,
tais como na lesdo traumatica [33].

A inflamacdo aguda do tecido ¢ uma resposta a uma lesdo inicial, ¢
caracterizada por um rapido aumento do fluxo sanguineo local, a permeabilidade
vascular e um influxo de neutréfilos [34]. Portanto, a terapia anti angiogénica
poderia ser uma op¢ao de tratamento para a lesdo muscular traumatica. Em um
estudo que utilizou a avaliagdo radiografica, Bhattacharya e Mukherjee [35],
confirmaram que a administragdio de nanoparticulas de ouro reduziu
significativamente a inflamagao articular. Da mesma forma, no presente estudo,
coloragdo imuno- histoquimica revelou uma diminui¢cdo significativa na
infiltracdo de macrofagos para a sindvia de ratos com artrite no grupo tratado
com nanoparticulas de ouro.

Hoje em dia, numerosos estudos tém sido realizados para avaliar o efeito
do ultrassom pulsado em combinacdo com agentes anti-inflamatorios,
demonstrando que esta associacio melhora a resposta da inflamagdo
muscular. Apesar do carater preliminar dos resultados do presente estudo,
sugerimos que TPU + DMSO + GNP apresenta efeitos benéficos na cicatrizagdo
muscular, provavelmente por acelerar a fase inflamatéria e induzir uma redugdo
na produgdo de ROS. Mais estudos estdo sendo realizados em nosso laboratorio
para entender melhor os efeitos biologicos dessa terapia na cicatrizacio
muscular.
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Revista Indexada na LILACS - Literatura Latinoamericana e do Caribe em Ciéncias da Saude,
CINAHL, LATINDEX

Abreviagéo para citagéo: Fisioter Bras

A revista Fisioterapia Brasil € uma publicacdo com periodicidade bimestral e esta aberta para a

publicacéo e divulgacao de artigos cientificos das varias areas relacionadas a Fisioterapia.

Os artigos publicados em Fisioterapia Brasil poderdo também ser publicados na versao eletrénica da
revista (Internet) assim como em outros meios eletrénicos (CD-ROM) ou outros que surjam no futuro.

Ao autorizar a publicagédo de seus artigos na revista, os autores concordam com estas condigdes.

A revista Fisioterapia Brasil assume o “estilo Vancouver” (Uniform requirements for manuscripts
submitted to biomedical journals) preconizado pelo Comité Internacional de Diretores de Revistas
Médicas, com as especificagdes que sao detalhadas a seguir. Ver o texto completo em inglés desses
Requisitos Uniformes no site do International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE),

www.icmje.org, na verséo atualizada de outubro de 2007.

Submissdes devem ser enviadas por e-mail para o editor executivo ( artigos@atlanticaeditora.com.br

). A publicacdo dos artigos € uma decisdo dos editores. Todas as contribuicbes que suscitarem

interesse editorial serdo submetidas a revisao por pares anénimos.

Segundo o Conselho Nacional de Saude, resolucdo 196/96, para estudos em seres humanos, é
obrigatério o envio da carta de aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa, independente do
desenho de estudo adotado (observacionais, experimentais ou relatos de caso). Deve-se incluir o
numero do Parecer da aprovacdo da mesma pela Comisséo de Etica em Pesquisa do Hospital ou
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Editores, que podem publicar uma ou varias Opinides de especialistas sobre temas de atualidade.

2. Artigos originais



Sao trabalhos resultantes de pesquisa cientifica apresentando dados originais com relagdo a

aspectos experimentais ou observacionais, em estudos com animais ou humanos.

Formato: O texto dos Artigos originais & dividido em Resumo (inglés e portugués), Introdugéo,

Material e métodos, Resultados, Discussdo, Conclusdo, Agradecimentos (optativo) e Referéncias.

Texto: A totalidade do texto, incluindo as referéncias e as legendas das figuras, n&o deve ultrapassar
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resumo, introdu¢do, metodologia, resultados (que podem ser subdivididos em tépicos), discusséo,
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Texto: A totalidade do texto, incluindo a literatura citada e as legendas das figuras, ndo deve

ultrapassar 30.000 caracteres, incluindo espacos.
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Sao artigos que apresentam dados descritivos de um ou mais casos clinicos ou terapéuticos com
caracteristicas semelhantes. S6 seréo aceitos relatos de casos ndo usuais, ou seja, doengas raras ou

evolugdes ndo esperadas.
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e Referéncias.



Texto: A totalidade do texto, incluindo a literatura citada e as legendas das figuras, ndo deve

ultrapassar 10.000 caracteres, incluindo espagos.

Figuras e Tabelas: maximo de duas tabelas e duas figuras.

Literatura citada: Maximo de 20 referéncias.

5. Opiniao

Esta secédo publica artigos curtos, que expressam a opiniao pessoal dos autores: avancos recentes,
politica de saude, novas idéias cientificas e hipoteses, criticas a interpretacdo de estudos originais e
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dos editores quanto a pertinéncia do tema abordado.
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Texto: Ndo deve ultrapassar 5.000 caracteres, incluindo espacos.

Figuras e Tabelas: Maximo de uma tabela ou figura.
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Imagens coloridas serdo aceitas excepcionalmente, quando forem indispensaveis a

compreenséao dos resultados (histologia, neuroimagem, etc).

Pagina de apresentagéao
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- Local de trabalho dos autores;

Autor correspondente, com o] respectivo endereco, telefone e E-mail;
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Agradecimentos
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Referéncias

As referéncias bibliograficas devem seguir o estilo Vancouver. As referéncias bibliograficas devem ser
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(Informar por e-mail com o envio do artigo).
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Physical Therapy Brazil is indexed in LILACS (Literatura Latinoamericana e do Caribe em Ciéncias da
Saude), CINAHL, LATINDEX

Abreviation for citation: Fisioter Bras
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PTB endorses the Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals put forth
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All submissions accepted for peer review are privileged communications. Author identity is kept

confidential from reviewers, unless otherwise indicated.

PTB reviews and considers a manuscript for exclusive publication with the understanding that the
manuscript - including any original research findings or data reported in it - has not been published
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Authors agree to execute copyright transfer as requested during the submission process. Manuscripts
published in PTB become the property of Atlantica Editora and may not be published elsewhere, in
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1. Editorial

The editorial comments recent events, technological innovations, or highlight important works
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2. Original research article
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Format: The text of original research article is divided into Abstract (Portuguese and English),
Introduction, Material and Methods, Results, Discussion, Conclusion, Acknowledgments and

References.

Text: Manuscript should be typed single-spaced, maximum word length 30,000 characters (including

title page, abstract, text, references, tables;-and figure legends and spaces).
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Maximum number of Figures and Figure Legends: 8 (.tif or .gif)
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3. Review
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Discussion, Conclusion and References.
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title page, abstract, text, references, tables;-and figure legends and spaces).

Maximum number of Tables: 2 (Excel ou Word)

Maximum number of Figures and Figure Legends: 2 (.tif or .gif)
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5. Opinion



This section publishes short articles, which express the personal opinion of the authors: recent
advances, health policy, new scientific ideas, critic of original studies and proposals for alternative
interpretations, for example. The publication is subject to evaluation of the editors.

Format: The text of Opinions is free format, without abstract.

Text: 5.000 characters.

Figures and Tables: 1

References: 20

6. Letters
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Acknowlegments
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References
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