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1 INTRODUGAO

1.1RADICAIS LIVRES

Os radicais livres (RL) sdo atomos ou moléculas que em virtude de seus
elétrons desemparelhados, apresentam uma grande reatividade, que os faz reagir
com outras moléculas, a fim de encontrar um estado quimico estavel. Cada radical
livre possui pelo menos um elétron ndo pareado em seu orbital externo, o qual os
torna altamente reativos (POWERS; HOMLEY, 2000).

Por outro lado quando em excesso, podem reduzir os elétrons (oxidar) de
compostos como proteinas, lipideos e DNAs provocando sérios efeitos deletérios ao
sistema biolégico (HALLIWEL; GUTTERIDE, 1999).

Durante o exercicio fisico, os (RL) podem contribuir para fadiga muscular,
inativacao de varias enzimas do ciclo de Krebs, e alteracdo no equilibrio da
produgéo de energia na cadeia transportadora de elétrons (POWRES; HOMELY,
2000).

1.2 FORMAGAO DOS RADICAIS LIVRES DURANTE O METABOLISMO

Normalmente 2 a 5% do oxigénio utilizado na fosforilagao oxidativa (STE)
séo desviados para a formacgéo de RL. Porém nem todos RL formados nos sistemas
bioldgicos sao derivados do oxigénio (MATSUO; KANEKO, 2000).

Na parte final da cadeia de transporte de elétrons, a enzima citocromo
oxidadase remove um elétron de cada vez das quatro moléculas reduzidas de
citocromo c oxidando-as, e adicionando os quatro elétrons O, para formar agua (em
torno dos 95 a 98% dos 85 a 90 citados acima). A existéncia desta enzima é capaz
de neutralizar a tendéncia monoeletrénica do oxigénio, forcando a reagéo a ocorrer
numa unica etapa sem a formacgéo de intermediarios; os restantes cerca de 2 a 5%

sdo diminuidos univalentemente, em compostos denominados espécies reativas de
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oxigénio (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 1999). Algumas das reacbes de formacao da
ERO que dao origem ao anion superdxido, perdxido de hidrogénio e radical hidroxila

estio ilustradas abaixo.

Reagdo1 0O, +e —» 0O,°

Reagdo2 0,° +e +2H" —» H,0;

Reacdo3 H;0, +e — OH + OH°

Reacdo4 Fe* /Cu’+ H,0, — OH® + OH° + Fe* /Cu®*
Fé/Cu

Reagcdo 5. H,0, + 0,° >O0H" + OH + O,

Reagdo 6: (0,°*+NO_ ONOO _5 ONOO + H" 5 OH*

(HALLIWEL; GUTTERIDGE, 1999).

1.3 ROTAS METABOLICAS NA PRODUCAO DAS ERO DURANTE OS
EXERCICIOS

Dependendo do tipo de exercicio e intensidade, tém sido propostos varios
mecanismos na geracdo de ERO. De acordo com (KONIG; BERG, 2002) as rotas
metabdlicas para producdo das ERO durante os exercicios podem acontecer das

seguintes maneiras:

1) Aumento na producéo de O2°- na cadeia respiratoria;

2) Xantina Oxidase (XO) cataliza a degracdo do AMP durante o trabalho muscular
isquémico levando ao aumento na producdo de 02°-;

3) Ativacado de neutréfilos polimorfos (PNM) ap6s danos musculares induzidos por
exercicios;

4) Menor homeostase do calcio em musculos estressados;

5) Aumento de citocinas e ativagdo de NF-kB, auto-oxidacédo da catecolaminas, etc.;

6) Metabolismo das gorduras.
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1.4 EXERCICIO EXCENTRICO

Os exercicios excéntricos sao acometidos por agdo muscular dupla de
alongamento e contracdo (forca) no mesmo instante (APPEL; SOARES; DUARTE,
1992). O custo energético neste tipo de exercicio e o numero de unidades motoras
recrutados durante a fase excéntrica comparando com a fase concéntrica (1/3 a 1/5)
sdo menores (ARMSTRONG; WARREN; WARREN, 1991). Esta menor ativagdo no
numero de unidades motoras é responsavel por uma maior produgao de forgca por
fibra muscular e um alongamento excessivo provocando intensas lesdes musculares
(FAULKER; BROOKS; OPITECK, 1993).

1.5 ELETROTERAPIA

A corrente elétrica € usada para fins terapéuticos em geral e
especialmente para combater a dor, ela apresenta uma histéria muito extensa, a
qual nos deteremos em algumas delas, ja na antiguidade, Egito, 2750 a.C.,
descargas de peixes elétricos foram utilizadas com finalidade terapéutica (AGNE,
2005).

Segundo Low e Reed (2001), a eletroterapia pode ser definida como o
tratamento de pacientes com a utilizacdo de meios elétricos.

Kahn (2001) cita que a eletricidade pode ser denominada como um
agente terapéutico. O uso da eletricidade com fins terapéuticos tem aumentado nos
ultimos anos e agora inclui uma ampla variedade de aparelhos. O espectro
eletromagnético, variando desde o radio e as transmissdes de TV até as radiagdes
cosmicas e gama, € a fonte da maioria das modalidades da eletroterapia.
Recebendo radiagbes solares, o corpo humano € capaz de separar seletivamente
cada componente de acordo com sua composi¢cdo anatdbmica e necessidade, e
absorver comprimentos de onda do espectro para efeitos fisioldgicos especificos de

acordo com o comprimento ou frequéncia de onda.
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Starkey (2001) ainda cita (sobre correntes elétricas) que dependendo
do percurso do fluxo sdo classificadas em correntes diretas (CD) ou correntes
alternadas (CA). Uma terceira classificagdo, corrente em pulso, representa uma
corrente que foi modificada a fim de produzir efeitos biofisicos especificos. Os
termos “alternados” e “diretos” descrevem o fluxo ininterrupto de elétrons, ao passo
que “em pulso” indica que o fluxo de elétrons é periodicamente interrompido.
Correntes em pulso podem fluir em uma direcdo, de forma semelhante a CD, ou
podem ter movimento bidirecional, como na CA. Entretanto, as correntes em pulso

sdo caracterizadas por periodos sem fluxo de corrente.

1.6 ULTRASSOM TERAPEUTICO

O ultrassom é uma modalidade de penetracdo profunda, capaz de
produzir alteragbes nos tecidos, por mecanismos térmicos e nao-térmicos
(mecanicos). Os efeitos da aplicacédo de ultra-som podem incluir o aumento da
velocidade de reparo do tecido e da cura de lesdes, aumento do fluxo sanguineo,
aumento da extensibilidade do tecido, dissolu¢cao de depdsitos de calcio, redugao da
dor e de espasmo muscular, por meio da alteracdo da conducdo nervosa, e
alteracbes da permeabilidade da membrana celular. A energia ultra-sénica também
€ utilizada para liberar medicamentos em tecidos subcutaneos e para ajudar a cura
de fraturas (STARKEY, 2001).

Indo na mesma direcdo Kahn (2001) fala que diferente das modalidades
elétricas o ultrassom é o unico em que a forma de onda longitudinal associada com
som nao é de natureza eletromagnética. As formas de onda eletromagnéticas
podem ser transmitidas no vacuo, tal como no espaco interplanetario, mas as ondas
sonoras exigem um meio para sua transmissdo. Como uma forma de onda, o som
segue as regras da fisica no que diz respeito a reflexdo, absorcéo, refracédo e
dispersdo. As vezes, essa forma de onda longitudinal se torna transversa e pode

apresentar problemas quanto a formacgéo indesejada de calor.
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O ultrassom também é utilizado para a dor e outras condi¢des
patolégicas, pela capacidade das ondas sonoras introduzirem moléculas de
substancias quimicas através da pele por um processo chamado fonoforese.

A corrente alternada de alta-freqiiéncia de 1MHz é imposta ao cristal PZT
do transdutor ou cabecote, transformando a energia do cristal em uma vibragao ou
oscilagbes deformantes da estrutura do cristal na mesma frequéncia, 1MHz. O
cristal & sustentado por cimento em contato com a placa metalica ou interface
plastica do transdutor e conseqlientemente causa vibragdo na corrente no mesmo
1MHz de frequéncia (KAHN, 2001).

As ondas ultra-sbénicas penetram de 4 a 6 cm nos tecidos. Entretanto, os
fatores de absorcao, refracéo, reflexdo e dispersao devem ser sempre considerados
o tempo todo, na propagacgao das ondas longitudinais ou transversais. Tecidos com
alto teor de fluidos tais como o sangue e os musculos, irdo absorvem ondas sonoras
melhor do que os tecidos menos hidratados (KAHN, 2001).

O ultrassom também tende a aumentar as reagbes e 0OS processos
quimicos locais, e assegura a circulagdo dos elementos e radicais necessarios por
recombinacao (KAHN, 2001).

Starkey (2001) cita que o ultrassom é produzido por uma corrente
alternada que flui através de um cristal piezoelétrico, como um quartzo, titanato de
bario, zirconato de chumbo ou titanato, alojado em um transdutor. Os cristais
sintéticos substituiram os naturais, produzindo um campo de energia melhor e mais
consistente. Os cristais piezoelétricos produem cargas elétricas positivas e
negativas quando se contraem ou se expandem. Ocorre um efeito piezoelétrico
inverso quando uma corrente alternada passa através do cristal piezoelétrico,
resultando na contragéo e expansao dos cristais. O ultrassom € produzido por meio
do efeito piezoelétrico inverso. A vibragdo dos cristais causa a produgdo mecanica
de ondas sonoras de alta freqUiéncia.

As vibragdes acusticas pelo UST induzem mudancas celulares alterando
o gradiente de concentracdo das moléculas e ions calcio e potassio, o que estimula
a atividade celular. Esse fendmeno pode resultar em diversas altera¢cdes, como
aumento da sintese protéica e secrecao de mastocitos, modificagbes na mobilidade
dos fibroblastos, dentre outras. Embora esses mecanismos nao sejam ainda

perfeitamente conhecidos, outros trabalhos demonstram a influéncia do UST na
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reparacao tecidual pelas alteragcées provocadas na permeabilidade da membrana
das células. Alguns autores sugerem que estes efeitos ocorram devido a cavitagao,
outros afirmam que o ultrassom produz modificagcbes hemodinamicas
microvasculares, aumentando a perfusdo, o tecido de granulagdo, a reparagéo
tecidual, a proliferacao fibroblastica e o aumento de células precursoras. (TER
HAAR, 1998 apud MATHEUS et al, 2008).

1.7 DIMETILSULFOXIDO (DMSO)

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; FENWICK;
MATTHEWS, 2005).

Dimetilsulféxido (DMSQO) é um solvente dipolar amplamente usado para
solubilizar pequenas moléculas organicas (CAMICI; STEFFEL; AKHMEDOV, 2006).
Atualmente, DMSO é comumente usado em estudos no musculo esquelético como
um seletivo antioxidante ou como solvente para numerosas drogas (VELASCO;
TRUJILLO; VASQUEZ, 2003). Sendo altamente permeavel, o DMSO tem acg&o néo
enzimatica e seu poder antioxidante se da primariamente como scavenger de
radical hidroxil e de outras ERO (MOHANRAJ; MEROLA; WRIGHT, 1998).

Meis (1998) e Velasco; Trujillo; Vasquez (2003) postulam que a lesdo
muscular isquémica induz o paradoxo do calcio e do oxigénio que ocorrem por altas
concentracbes de calcio 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
cicatrizagcdo muscular, o uso da UTP 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 producédo de ERO.
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1.8 NANOPARTICULAS DE OURO

Nos ultimos anos surgiram novas idéias em relagdo a ciéncia e
tecnologia, a mais nova e estudada se chama nanotecnologia, que ja mostrou ser
eficaz na geracao e elaboracao de novas matérias. (KATZ; WILLNER, 2004).

Atualmente, nanomateriais cujas dimensdes estdo compreendidas de 1 a
100nm, tem sido usado para criar dispositivos unicos numa escala nanométrica.
Além de ser importante na criagdo de novos tipos de ferramentas analiticas para
biotecnologia e ciéncias da (COLVIN, 2003; OBERDORSTER, 2004).

Nos ultimos anos, nanoparticulas inorganicas cujas estruturas exibem
funcionalidade e propriedades biol6gicas devido ao seu tamanho, tem despertado
muito interesse e curiosidade de diferentes grupos e areas de pesquisa
(BHATTACHARYA; MUKHERJEE, 2008).

Estas descobertas vém 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. A nanotecnologia é claramente uma area de pesquisa e
desenvolvimento muito ampla e interdisciplinar, uma vez que se baseia nos mais
diversificados tipos de materiais (polimeros, cerédmicas, metais, semicondutores,
compdésitos e biomateriais), estruturados em escala nanométrica — nanoestruturados
de modo a formar blocos de construgdo (building blocks) como chusters,
nanoparticulas, nanotubos e nanofibrilas, que por sua vez sdo formados a partir de
atomos ou moléculas (DURAN, 2006).

No momento as nanoparticulas de ouro, que recebem atencéo especial
devido as propriedades o6pticas, eletronicas, redox e cataliticas (DANIEL; ASTRUC,
2004).

Os compostos de ouro sdo muito indicados para o tratamento de doenca
reumaticas (SHAW, 1999). A sua atuacgdo 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
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antitumorais promissoras, porém exibiu toxicidade cardiovascular, o que impediu
seu uso clinico (BERNERS-PRICE; SADLER, 1987).

Devido as propriedades anti-angiogénicas das nanoparticulas de ouro e
também pela auséncia de achados sobre seus efeitos na cadeia respiratoria
mitocondrial e estresse oxidativo sua aplicagdo na lesdo muscular em conjunto com

ultra-som pulsado podem ter efeitos positivos na cicatrizagao.

2 JUSTIFICATIVA

Na tentativa de reduzir os efeitos deletérios induzidos pelas espécies
reativas de oxigénio (ERO) produzidas pelo exercicio excéntrico (EE), poucos
estudos tém utilizado o ultrassom como forma de tratamento. Contudo, acredita-se
que a terapia com ultrassom possa acelerar o processo de recuperagao muscular
apoés a lesdo induzida por EE em animais. Da mesma forma, o DMSO e a
nanoparticulas de ouro ainda tem muito o que ser desvendada, mais ja consegue
mostrar a sua grande importancia para alguns fins como para a tecnologia e para
fins terapéuticos.

Por isso, neste estudo, temos como principal objetivo mostrar a
importancia do uso do ultrassom, DMSO e a nanoparticulas de ouro na reversao de

lesdo muscular de ratos.

2.1 PROBLEMA

A associacao entre exercicio fisico e marcadores de estresse oxidativo
tem sido alvo de muitos estudos (SENTURK et al, 2001; MASTALOUDIS et al, 2004;
WILBER et al, 2004). Os exercicios fisicos de intensidade elevada causam estresse
oxidativo resultando em lipoperoxidacao (ALESSIO et al, 2000) dano em DNA
(HARTMANN; NIESS, 2000) e oxidacao de proteinas (ALESSIO et al, 2000;
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TIROSH; REZNICK, 2000), diminuicdo da performance (LEE et al, 2002), fadiga e
overtraining (CARMELI; LAVIAM; REZNICK, 2000).

Em funcdo da elevada taxa metabdlica oxidativa durante e ap6s os
exercicios extenuantes, verifica-se um aumento expressivo na utilizacdo de
oxigénio, em relagdo aos niveis de repouso, resultando substancialmente no
aumento do fluxo de elétrons mitocondrial, e um concomitante aumento na geragéao
das espécies reativas de oxigénio (CARMELI; LAVIAM; REZNICK, 2000).

O estresse oxidativo produzido durante os exercicios fisicos depende do
tipo, intensidade e duracdao (MASTALOUDIS et al, 2004). Durante a realizacédo do
exercicio excéntrico, por exemplo, a geracao de EROs tem sido atribuido a ativacao
da Xantina Oxidase, a producdo de NADPH oxidase, perfusdo por isquemia, surto
oxidativo dos fagdcitos, rompimento nas proteinas que contém ferro, excesso de
Ca"™ acumulado, geralmente resultado da alta intensidade dos exercicios
(MCHUGH et al, 1999; CHILDS et al, 2001; GOLDFARB; BLOOMER; MCKENZIE,
2005).

Dados da literatura mostram que os danos oxidativos estdo diretamente
relacionados com o exercicio realizado. Esses danos liberam espécies reativas de
oxigénio (ERO) ou radicais livres como anion superéxido. Para o tratamento desses
danos muitas vezes s&o utilizados alguns recursos eletroterapéuticos, como o ultra-
som. Ha evidéncias que a nanoparticula de Ouro e o DMSO pode podem
potencializar a recuperacédo da lesdo. Partindo desses principios vale questionar: A
juncdo desses trés mecanismos de reversao pode ser mais eficaz do que o

tratamento para lesao muscular de forma isolada?
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETVO GERAL

Avaliar os efeitos de nanoparticulas de ouro em conjunto com ultrassom
pulsado e DMSO em parametros de estresse oxidativo e inflamacdo em um modelo

animal de lesdo de quadriceps causada por exercicio excéntrico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar o efeito do UTP sobre os paradmetros de ERO na lesao
muscular, induzida por exercicio excéntrico;

e Analisar o efeito do gel DMSO sobre os parametros de ERO utilizado
no tratamento de lesdo muscular, induzida por exercicio excéntrico;

¢ Investigar os efeitos das nanoparticulas de ouro sobre os parametros
de ERO ap6s induzir lesdo muscular por exercicio excéntrico;

e Analisar o efeito das trés terapéuticas em conjunto sobre os
parametros de ERO apds induzir lesdo muscular por exercicio
excéntrico;

e Analisar os danos oxidativos.
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4 ASPECTOS METODOLOGICOS

4.1 CARACTERISTICAS DA PESQUISA

Pesquisa experimental com animais; Local: Universidade do Extremo Sul
Catarinense UNESC,; Laborat6rio de fisiologia e bioquimica do exercicio LAFIBE;
Periodo: de janeiro de 2011 a julho de 2011.

4.2 JUSTIFICATIVA PARA USO DE ANIMAIS

Justifica-se o0 uso de animais a partir da necessidade de investigar
parametros moleculares e bioquimicos diretamente no tecido muscular, o que em

seres humanos, torna-se invasivo.

4.3 AMOSTRA

Serdo utilizados 42 ratos wister machos (200-250g) do biotério da
Universidade. Os animais serdo agrupados em gaiolas e divididos em 7 grupos, a

saber:

Grupo 1 - Controle

Grupo 2 - Lesado sem tratamento

Grupo 3 - Lesao/tratamento/UTP+DMSO

Grupo 4 - Lesao/tratamento/UTP+nanoparticulas de ouro

Grupo 5 - Lesao/tratamento/UTP+nanoparticulas de ouro+DMSO
Grupo 6 — Lesao/Tratamento/Nanoparticulas de ouro

Grupo 7- Nanoparticulas de ouro + DMSO
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Os animais terdo acesso livre a agua e comida com temperatura
ambiente de 23°C controlado com termostato e ciclo de claro e escuro de 12h. Em

todos os experimentos o espago amostral sera seis animais por grupo.

4.4 PROTOCOLO DE ADAPTACAO AO EXERCICIO

Os animais serao adaptados em esteira ergométrica durante seis dias
consecutivos, uma vez ao dia (45 min de corrida), com velocidade constante
(1.0m.min™") e sem inclinagdo. Sera feita a randomizagao dos animais (dos 42 ratos
que correrem melhor, nesta semana, serdo selecionados 36 animais para 0s grupos
com exercicio). Lactato sanguineo: Os niveis de lactato serdo determinados
imediatamente ap0s a primeira e a ultima segcdo de exercicio na semana de
adaptacao, antes e ap6s o protocolo de exercicio excéntrico de longa duragdo em

todos os animais (FAVIER et al, 1986) utilizando o lactimetro.

4.5 PROTOCOLO DO EXERCICIO EXCENTRICO DE LONGA DURACAO

Quarenta e oito horas apds a ultima sesséo de exercicio os animais serao
submetidos ao exercicio excéntrico de longa duragdo. O modelo de exercicio
excéntrico utilizado sera a corrida em declive (declive “-16" graus”) (ARMSTRONG;
WARREN; WARREN, 1991). Os animais serdo submetidos a corrida em declive
com duracao de 2:08 horas (tempo médio de maratonista) com uma velocidade

constante de 1Tm/min™".

4.6 PREPARACAO DE NANOPARTICULAS DE OURO

As nanoparticulas de ouro serdo obtidas por meio de redugao quimica,

segundo apresentado por Storhoff (1998). As vidrarias serdo lavadas com agua
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régia (3/1 HCI/ HNO3) e agua ultra pura para remoc¢édo de agua régia residual. As
nanoparticulas de ouro serdo preparadas pela redugédo do acido aurocloridrico
(HAuCl,) por citrato de sédio (Na3zCsHs07). Uma solugao aquosa de HAuCI4 (1mM)
foi colocada em refluxo e adicionado 5 ml da solugéo de citrato de sodio a 38.8mM,
o0 somado resultou em uma mudang¢a em cor de amarelo claro para vermelho. Apds
a mudanca de cor manteve-se o refluxo por mais 15 minutos, permitindo o
resfriamento da temperatura. As nanoparticulas seréo preparadas no laboratério de

sintese e complexo multifuncionais - LASICOM.

4.7 PROTOCOLO DE LESAO MUSCULAR E TRATAMENTO

O modelo de lesao muscular sera desenvolvido de acordo com Armstrong
et al. (1991). O tratamento com ultrassom pulsado (Imbramed, Brazil (6 min de
duracéo, freqiiéncia de 1.0 MHz, intensidade de 0.8 W/cm?, area de radiagao efetiva
[ERA] 1 cm?) e com a nanoparticulas de ouro sera aplicado em 2, 6, 12, 24, e 36
horas ap6s a lesdo. A area tratada com USP, gel nanoparticulas de ouro (AuN) e
USP+ gel AuN sera de aproximadamente 2 cm de acordo com Rizzi (2006). O
movimento do cabecote sera circular de acordo com Saliba et al. (2007), sera
realizado da forma pulsada por causa da localizagdo do quadriceps que € mais
superficial e a forma pulsada do ultra-som atinge estruturas mais superficiais. Todo
o tratamento sera aplicado no quadriceps, apds 2 horas da ultima aplicacdo os
animais serao anestesiados com injegao intraperitonial de cetamina (80 mg/kg) e
xilazina (20mg/kg) posteriormente eutanasiados por decapitacdo e o tecido do
quadriceps sera removido cirurgicamente (FREITAS; FREITAS; SILVEIRA, 2007).
Uma parte sera utilizada para estudo da fungdo mitocondrial e outra sera
imediatamente congelada a —80° C para posteriores analises bioquimicas que serdo
realizadas no laboratério de fisiologia e bioquimica do exercicio - LAFIBE. O
descarte dos animais sera feito do acondicionamento em saco branco leitoso e
armazenados em freezer -40 para posterior tratamento e deposi¢éo final em aterro
sanitario, conforme procedimentos estabelecidos pela Vigilancia Sanitaria (RDC
306/2004).
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4.8 PROCEDIMENTOS PARA MINIMIZAR, ELIMINAR OU PROTEGER O
DESCONFORTO OU RISCO CAUSAL DO ANIMAL

Os ratos serdo anestesiados para a realizagdo dos procedimentos
cirurgicos através da administracao intraperitoneal de xilasina e cetamina e a perda
dos reflexos pedal e caudal serdo usados como controle da anestesia. Apos o

procedimento cirurgico todos os animais receberdo analgésicos (dipirona sédica 30

mg/Kg, i.p.).

4.9 CRITERIOS DE SUSPENSAO OU ENCERRAMENTO DA PESQUISA

A pesquisa podera ser encerrada por motivos eventuais que
comprometam o0s objetivos previstos nesse estudo, como por exemplo, surgir
alguma doencga que afete o estado de saude dos animais ou ainda se os animais
nao conseguirem realizar as se¢des de exercicio na esteira, como previsto neste

projeto.

4.10 INCLUSAO E EXCLUSAO DE ANIMAIS NA PESQUISA

Sera utilizado como critério de incluséo ser Ratos Wistar macho, com 8
semanas de idade, fornecidos pelo Biotério Central da UNESC. Como critério de
exclusdao o ndo preenchimento dos requisitos citados e que nao responderem

adequadamente ao exercicio na esteira.

4.11 ENSAIOS BIOQUIMICOS

a) Marcadores de dano celular
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Creatina Kinase: sera determinada com auxilio de kits especificos
fornecido pela Labtest Diagnostica SA. A dosagem sera feita a partir de sistema
enzimatico com reacdo de ponto final em amostras plasmaticas sanguineas,

segundo as orientagdes técnicas observada na bula dos referidos kits.

b) Producao de Espécies Reativas de Oxigénio

Anion Superoéxido: determinada pela taxa de oxidacdo da adrenalina lido
em espectrofotdmetro a 480nm (MCCORD; FRIDOVICH,1969).

c) Atividade de enzimas antioxidantes

Superoxido dismutase (SOD): a atividade enzimatica da SOD sera
determinada pela inibicdo da auto-oxidacdo da adrenalina medida
espectrofotometricamente (480nm) (BANNISTER; CALABRESE,1987).

Catalase (CAT): A atividade da CAT sera determinada pela queda na
absorbancia (240nm) correspondente ao consumo de peréxido de hidrogénio (AEBI,
1984).

Glutationa Peroxidase (GPX): A GPX é uma enzima selénio-dependente
que catalisa a redugéo do H,O, e hidroperoxidos orgénicos (ROOH) para H,O e
alcool, usando a glutationa (GSH) como doador de elétrons. Esta localizada tanto no
citosol quanto na matriz miticondrial. A determinagdo da atividade da glutationa
peroxidase (GPX) é feita a partir da taxa de decaimento da NADPH, determinada
por espectofotdmetro (340nm) (FLOHE; GUNZLER, 1984).

d) Marcadores de Danos Oxidativos
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Espécies Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS): Como indice de
peroxidacao de lipideos sera verificado a formacdo de substancias reativas ao
aquecimento do acido tiobarbiturico medido espectrofotometricamente (532nm)
(DRAPER; HADLEY,1990).

Carbonilacédo de Proteinas: Os danos oxidativos em proteinas serao
mensurados pela determinagcdo de grupos carbonil baseados na reagdo com
dinitrofenilhidrazina como previamente descrito por Levine et al. (1990). O conteudo
de carbonil sera determinado espectrofotometricamente em 370nm usando um
coeficiente 22.0000 Molar.

Sulfidrilas: O acido ditionitrobenzdico € reduzido por tidis gerando um
derivado amarelo (TNB) lido espectrofotometricamente a 412 nm. Este método
determina os tidis totais da amostra, sendo um parametro de medida de dano
oxidativo as proteinas da mesma (AKSENOV; MARKESBERY, 2001).

4.12 CALCULO DO TAMANHO DA AMOSTRA

Estimando-se uma relacédo média (£ DP) da superéxido dismutase de 4,6
1 2,5% no dia “0” dos diferentes modelos de treinamento fisico € de 9,3 + 4,8% apds
0s programas de treinamento o tamanho amostral necessario para detectar uma
diferenca significativa, considerando um nivel de significancia de 5% e poder de

80%, é de 30 camundongos divididos em (n=6) sete grupos.

4.13 ANALISE DE DADOS

Os dados serédo expressos em média e erro padrdo 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 é de
p<0,05. Sera utilizado o SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versao

16.0 como pacote estatistico.
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5 CRONOGRAMA

O estudo foi desenvolvido conforme o cronograma a seguir:

ATIVIDADES

CALENDARIO 2010

CALENDARIO 2011

Set| Out| Nov | Dez

Jan

Fev

Mar

Abr

Mai

Jun

Jul

Ago

Set

Out

Nov

Elaboragao

do Projeto

XX

Submissao
do Projeto ao
Comité de

Etica

Aquisigdo de

Animais

Treinamento

Eutanasia

Ensaios

Bioquimicos

Analise

Estatistica

Discussao

Producdo de
Artigo

Defesa

Submissao
de Artigos
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6 ORCAMENTO

Discriminagao Quantidade | Valor Unitario (R$) | Valor Total (R$)
Animais 36U 15,00 450,00
Material de Expediente 200,00
Fitas de Lactato 2cx 350,00 300,00
Reagentes 2.000,00
Outros 1.000,00

Total R$ 3.950,00

Os custos serao financiados pelo Laboratério de Fisiologia e Bioquimica
do Exercicio - LAFIBE.
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RESUMO

Introdugdo: As lesdes musculares causadas por exercicio excéntrico afetam
diversas pessoas praticantes de atividade fisica. O UTP, dimetilsulféxido (DMSO) e
as nanoparticulas de ouro surgem como alternativa no tratamento destas lesdes
musculares. Objetivo: Analisar o efeito bioquimico mediante a aplicagcédo do UTP,
DMSO (fonoforese) e da nanoparticulas de ouro (fonoforese) em quadriceps de
ratos induzidos a lesdo muscular por exercicio excéntrico. Métodos: Foram
utilizados 42 ratos wistar, machos (200-250g), com 8 semanas de idade. Os animais
foram agrupados em gaiolas (n=6) e divididos em 7 grupos, Grupo 1: controle /
Grupo 2: lesdo sem tratamento / Grupo 3: leséo / tratamento / UTP + DMSO / grupo
4: |lesao / tratamento /UTP + nanoparticulas de ouro / Grupo 5: leséo / tratamento /
UTP + nanoparticulas de ouro + DMSO / Grupo 6: Lesao/ tratamento Nanoparticulas
de ouro / Grupo 7:Lesdo / tratamento Nanoparticulas de ouro + DMSO e
randomizados. Os animais foram induzidos a lesdo muscular através do exercicio
excéntrico (declive “-16° graus”). O tratamento com ultra-som pulsado associado ao
DMSO e com a nanoparticulas de ouro foi aplicado em 2, 6, 12, 24, e 36hs apds a
lesdo. Ap6s 2 horas da ultima aplicagdo os animais foram anestesiados e
posteriormente eutanasiados por decapitacao e o tecido do quadriceps foi removido
cirurgicamente. Foi analisada a produgéo de ERO, atividade da creatina quinase,
marcadores de danos oxidativos e atividade das enzimas antioxidantes.
Resultados: Os resultados mostram que o UTP+DMSO+nanoparticulas de ouro
ajudaram na reducao da lesdo muscular. CK, anion, niveis de Tbars e carbonilagéo
de proteinas, SOD e GPX diminuiram no grupo tratado com
ultrassom+DMSO+nanoparticulas em relacdo ao grupo lesdao sem tratamento.
Conclusao: Nossos achados demonstram que o ultrassom, DMSO e a
nanoparticulas de ouro sao eficazes na reducdo da lesdo muscular e do estresse
oxidativo acelerando o processo de recuperagcdo muscular e reduzindo o extresse

oxidativo.

Palavras Chave: Exercicio excéntrico, Lesdo muscular, Ultrassom, Dimetilsulfoxido,

Nanoparticulas de ouro.
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ABSTRACT

Introduction: The muscle damage caused by eccentric exercise affect most people
who exercise. Ultrasound, dimethylsulfoxide (DMSQO) and gold nanoparticles appear
as an alternative in the treatment of muscle injuries. Objective: To analyze the
biochemical effect through the application of pulsed ultrasound, DMSO and gold
nanoparticles (phonophoresis) in rat quadriceps muscle injury induced by eccentric
exercise. Methods: 42 male Wistar rats (200-250g), with 8 weeks of age. The
animals were group in cages (n = 7) and divided into seven groups: Group 1: control
/ Group 2: untreat lesions / Group 3: injury / treatment / DMSO + UP / Group 4: injury
/| treatment / gold nanoparticles + DMSO / Group 5: injury / treatment / gold
nanoparticles + UP + DMSO / Group 6: Gold nanoparticles / Group 7: Nanoparticles
of gold + DMSO and randomized. Animals were induced muscle injury by eccentric
exercise (slope "° -16 degrees"). Treatment with pulsed ultrasound associated with
DMSO and the gold nanoparticles was applied at 2, 6, 12, 24, and 36 hours after
injury. After two hours of the last application the animals were anesthetized and then
euthanized by decapitation and the tissue of the quadriceps muscle was surgically
removed. We analyzed the production of ROS, creatine kinase activity, markers of
oxidative damage and antioxidant enzyme activities. Results: The results show that
ultrasound + DMSO + gold nanoparticles help in reducing muscle damage. CK,
anion, levels of TBARS and protein carbonylation, SOD and GPX decreased in the
group treated with ultrasound + DMSO + nanoparticles compared to the untreated
injury group. Conclusion: Our findings demonstrate that ultrasound, DMSO and
gold nanoparticles are effective in reducing muscle damage and oxidative stress

accelerating the process of muscle recovery and reducing oxidative stress.

Keywords: Eccentric exercise, Muscle injury, Ultrasound, dimethylsulfoxide, gold

nanoparticles
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INTRODUCAO

Lesbes musculares esqueléticas podem ocorrer em profissionais ou
esportistas recreativos. Essas lesbes ocorrem através de uma variedade de
mecanismos, tais como (laceragdo e contusdes), direta ou indireta (isquemia ou
tensdo), mas o processo geral de reparacao muscular € semelhante na maioria dos
casos .

Durante o exercicio fisico, os radicais livres (RL) podem contribuir para
fadiga muscular, inativacdo de varias enzimas do ciclo de Krebs, e alteracdo no
equilibrio da producéo de energia na cadeia transportadora de elétrons causando a
lesdo muscular @,

Muitos estudos tém demonstrado um aumento nas especies reativas de
oxigénio (ERO) e marcadores de dano oxidativo no sangue e nos tecidos de seres
humanos e animais durante e apds a lesao muscular M,

Os exercicios excéntricos sdo acometidos por acdo muscular dupla de
alongamento e contragéo (forga) no mesmo instante. O custo energético neste tipo
de exercicio e o numero de unidades motoras recrutados durante a fase excéntrica
comparando com a fase concéntrica (1/3 a 1/5) sdo menores ©.

A eletroterapia pode ser definida como o tratamento de pacientes com a
utilizagcdo de meios elétricos. O uso da eletricidade com fins terapéuticos tem
aumentado nos ultimos anos e atualmente inclui uma ampla variedade de
aparelhos. Os efeitos da aplicacdo de ultrassom podem incluir o aumento da
velocidade de reparo do tecido e da cura de lesdes, aumento do fluxo sanguineo,
aumento da extensibilidade do tecido, dissolu¢cédo de depdsitos de calcio, reducao da
dor e de espasmo muscular, por meio da alteracdo da conducdo nervosa, e
alteracdes da permeabilidade da membrana celular .

O ultrassom ¢é utilizado para a dor e outras condigbes patoldgicas, pela
capacidade das ondas sonoras introduzirem moléculas de substancias quimicas
através da pele por um processo chamado fonoforese @),

Dimetilsulfoxido (DMSO) € um solvente dipolar amplamente utilizado para
solubilizar pequenas moléculas organicas. Atualmente o DMSO é comumente usado
em estudos de musculos esqueléticos como um antioxidante seletivo ou como um

solvente em numerosas drogas ©.
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Atualmente, nanomateriais cujas dimensbes estdo compreendidas de 1 a
100nm, tem sido usado para criar dispositivos Unicos numa escala nanomeétrica.
Além de ser importante na criacdo de novos tipos de ferramentas analiticas para
biotecnologia e ciéncias da saude ).

Considerando que o} estresse oxidativo acontece no
processo de cicatrizacao apds a lesdo muscular, o objetivo do estudo foi avaliar a
eficacia UTP, dimetilsufoxido (DMSO) e da nanoparticulas de Ouro no tratamento da

lesdo muscular em ratos induzido por exercicio excéntrico.
MATERIAIS E METODOS
Animais

Foram utilizados 42 ratos wistar machos (200-250g) provenientes do
biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense, Santa Catarina, Brasil. Os
animais foram agrupados em gaiolas e divididos em 7 grupos, a saber: Grupo 1:
controle / Grupo 2: lesdo sem tratamento / Grupo 3: lesédo / tratamento / UTP +
DMSO / grupo 4: lesao / tratamento /UTP + nanoparticulas de ouro / Grupo 5: lesdo
/ tratamento / UTP + nanoparticulas de ouro + DMSO / Grupo 6: Lesao/ tratamento
Nanoparticulas de ouro / Grupo 7: Leséo / tratamento Nanoparticulas de ouro +
DMSO. Os animais tiveram acesso livre a agua e comida com temperatura ambiente
de 23°C controlado com termostato e ciclo de claro e escuro de 12h. Em todo o

experimento o espago amostral foi composto por seis animais por grupo.

Modelo de lesao muscular

Os animais foram adaptados em esteira ergométrica durante seis dias
consecutivos, uma vez ao dia (45 min de corrida), com velocidade constante
(1.0m.min™") e sem inclinagdo, quarenta e oito horas apo6s a ultima sess&o de
exercicio os animais foram submetidos ao exercicio excéntrico de longa duragéo. O

modelo de exercicio excéntrico utilizado foi a corrida em declive (declive “-16°

46



graus”) ®. Os animais foram submetidos & corrida em declive com duragao de 2:08

horas (tempo médio de maratonista) com uma velocidade constante de 1m/min™".
Tratamento

O tratamento com ultrassom pulsado (Imbramed, Brazil (6 min de
duracso, freqiiéncia de 1.0 MHz, intensidade de 0.8 W/cm?, area de radiagao efetiva
[ERA] 1 cm?)) e com a nanoparticulas de ouro foi aplicado em 2, 6, 12, 24, e 36 hs
apos a lesdo. A area tratada com UTP, gel nanoparticulas de ouro (AuN) e gel
DMSO foi de aproximadamente 2 cm “. O movimento do cabecote foi circular,
realizado da forma pulsada devido a localizacdo do quadriceps que €& mais
superficial. Todo o tratamento foi aplicado no quadriceps, ap6s 2 horas da ultima
aplicacado os animais foram anestesiados com injegao intraperitonial de cetamina
(80 mg/kg) e xilazina (20mg/kg) posteriormente eutanasiados por decapitacdo e o
tecido do quadriceps foi removido cirurgicamente © Uma parte foi utilizada para o
presente estudo e outra foi imediatamente congelada a —80° C para posteriores

analises bioquimicas.
Protocolo de Eutanasia

Duas horas apdés a ultima aplicacdo, os animais foram mortos por
decapitagdo, a regido lesionada do musculo quadriceps foi removida e

imediatamente congelada no freezer -80 para posteriores analises.
Ensaios Bioquimicos

Creatina Kinase (CK): foi determinada com auxilio de kits especificos
fornecido pela Labtest Diagnéstica SA. A dosagem foi feita a partir de sistema
enzimatico com reacdo de ponto final em amostras plasmaticas sanguineas,
segundo as orientagdes técnicas observada na bula dos referidos kits.

Anion Superéxido: Foi determinado pela taxa de oxidagdo da adrenalina

lido em espectrofotdmetro a 480nm".
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Espécies Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS)

Como indice de peroxidacéo de lipideos foi verificado a formagédo de
substancias reativas ao aquecimento do acido tiobarbiturico medido
espectrofotometricamente (532nm) ©

Carbonilacédo de Proteinas: Os danos oxidativos em proteinas foram
mensurados pela determinagdo de grupos carbonil baseados na reagdo com
dinitrofenilhidrazina.® O conteudo de carbonil foi determinado
espectrofotometricamente em 370nm usando um coeficiente 22.0000 Molar.

Superoxido dismutase (SOD): A SOD constitui a primeira linha de defesa
enzimatica contra a produgdo intracelular de radicais livres, catalisando a
dismutagdo do radical anion superoxido, a atividade enzimatica da SOD foi
determinada pela inibicdo da auto-oxidacdo da adrenalina medida
espectrofotometricamente (480nn) "0

Catalase (CAT): A catalase é uma hemoproteina que catalisa a
degradagdo do H;0,, a atividade da CAT foi determinada pela queda na
absorbancia (240nm) correspondente ao consumo de peroxido de hidrogénio (-

Glutationa peroxidase (GPX): A GPX é uma enzima selénio-dependente
que catalisa a redugcéo do H,O, e hidroperoxidos orgéanicos (ROOH) para H,O e
alcool, usando a glutationa (GSH) (como doador de elétrons). A determinacao da
atividade da glutationa peroxidase (GPX) é feita a partir da taxa de decaimento da

NADPH, determinada por espectofotdmetro (340nm). (2

Os dados foram expressos em meédia 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 é de
p<0,05. Foi utilizado o SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versao

16.0 como pacote estatistico.
RESULTADOS

A figura 1 apresenta a relacédo da atividade da CKu/l em musculo

esquelético apds lesdo causada por exercicio excéntrico.
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Figura 1. A atividade da CKu/l em musculo esquelético de ratos apés lesdo causada

por exercicio excéntrico.
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Os resultados apontam para um aumento na CK nos grupos lesdo sem
tratamento, US + NANO, NANO e NANO + DMSO, quando comparado ao grupo
controle, e uma diminuigdo no grupo (US + DMSO e US + DMSO + NANO) quando

comparado ao grupo lesdo sem tratamento.

A figura 2 apresenta a relacéo entre a produgédo de anion superoxido em

musculo esquelético de ratos apos lesao causada pelo exercicio excéntrico.

Figura 2. Niveis de producao de anion superéxido em musculo esquelético de ratos
apos lesédo causada por exercicio excéntrico.
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De acordo com a figura 2, houve um aumento significativo na produgéo
de superoxido no grupo lesdo sem tratamento, US + DMSO, US + NANO, NANO e
NANO + DMSO em relagcdo ao grupo controle, contudo, o grupo US + DMSO +

NANO diminuiu a producéo de anion em relagao ao grupo lesdo sem tratamento.

A figura 3 apresenta os niveis de TBARS em musculo esquelético de

ratos apos lesao causada pelo exercicio excéntrico.

Figura 3. Niveis de TBARS em musculo esquelético de ratos ap6s lesao causada

or exercicio excéntrico.
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De acordo com a figura 3 houve aumento nos niveis de TBARS no grupo
lesdo sem tratamento, US + DMSO, US + NANO, NANO e NANO + DMSO e uma
diminuicdo no grupo US + DMSO + NANO quando comparado ao grupo lesdo sem

tratamento.

A figura 4 analisa os niveis de carvonilagdo de proteinas em musculo

esquelético de ratos apés lesao causada pelo exercicio excéntrico.

Figura 4. Niveis de carbonilagcdo de proteinas em musculo esquelético de ratos
apos lesdo causada por exercicio excéntrico.
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Conforme mostrado na figura 4 houve um aumento na carbonilagdo de
proteinas em todos os grupos quando comparado ao grupo controle, porém, o grupo
US + DMSO + NANO teve uma diminuicdo significativa na carbonilacédo de

proteinas quando comparado ao grupo lesdo sem tratamento.

A figura 5 apresenta a atividade da superéxido dismutase (SOD) em

musculo esquelético de ratos apos lesdo causada pelo exercicio excéntrico.
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Figura 5. Atividade da superdxido dismutase (SOD) em musculo esquelético de
ratos apos lesao causada por exercicio excéntrico.
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A figura 5 demonstra um aumento nas atividades da SOD apés o
exercicio excéntrico nos grupos lesdo sem tratamento, US + DMSO, US + NANO,
NANO e NANO + DMSO quando comparado ao grupo controle. Observamos que s6
o grupo US + NANO + DMSO mostrou uma diminui¢cao significativa nos niveis da

SOD quando comparado ao grupo lesdo sem tratamento.

A figura 6 apresenta a atividade da CAT em musculo esquelético de ratos

apos lesdo causada pelo exercicio excéntrico.
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Figura 6: Atividade da catalase em musculo esquelético de ratos apds lesdo

causada por exercicio excéntrico.
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A figura 6 demonstra um aumento na atividade da CAT apos o exercicio
excéntrico no grupo lesédo sem tratamento, US + NANO, US + NANO + DMSO,
NANO e NANO + DMSO quando comparado ao grupo controle e que s6 o grupo US
+ DMSO mostrou uma diminuigdo significativa nos niveis da CAT quando

comparado ao grupo lesdo sem tratamento.

A figura 7 apresenta a ativacdo da glutationa peroxidase em musculo

esquelético de ratos apds lesdo causada pelo exercicio excéntrico.
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Figura 7. Ativacdo da glutationa peroxidase em musculo esquelético de ratos apos
lesdo causada por exercicio excéntrico.
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De acordo com a figura 8 os resultados demonstraram um aumento nas
atividades da GPX apo6s o exercicio excéntrico nos grupos lesdo sem tratamento,
US + DMSO, US + NANO, NANO e NANO + DMSO quando comparado ao grupo
controle, o grupo US + NANO + DMSO mostrou uma diminui¢cdo significativa nos

niveis da GPX quando comparado ao grupo lesdo sem tratamento.
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DISCUSSAO

O exercicio excéntrico induz o dano muscular e altera os marcadores de
estresse oxidativo (') Apos a lesdo muscular a regeneragao pode ser mais lenta ou
aumentada dependendo da terapia utilizada e duragdo da intervengdo '*. Sendo
assim presume-se com 0 nosso estudo que a terapia com o ultrassom terapéutico
aplicado na forma pulsada associado ao dimetilsuféxido (DMSO) e a nanoparticulas
de ouro (fonoforese) pode atenuar esses efeitos "). O exercicio excéntrico induz a
lesdo muscular evidenciado pela perda de forga e amplitude de movimento (ADM),
dor muscular de inicio retardado (DMT), inchaco e aumento da atividade de CK
sérica, a lesao inicial é atribuida a perturbagcdo mecanica da fibra, e os danos
subseqientes estdo ligados a processos inflamatérios e as mudancas no
acoplamento excitagao-contragdo no musculo, deixando-o menos vulneravel '°.

O UTP tem sido utilizado visando a diminuigéo dos sinais da inflamacéo e
acelerando o processo de regeneracdo ". O uso isolado do ultrassom acelera o
processo de recuperacao apos a lesdo muscular, entretanto esses efeitos podem
ser potencializados com o uso de agentes farmacolégicos que irdo facilitar a
passagem de agentes secundarios estimulando a proliferacao de células satélites
(16)

O DMSO é normalmente usado como um antioxidante ou como um
solvente para muitos tipos de drogas, apresenta um efeito sobre a miosina pela
atividade da ATPase, assim ele influéncia positivamente a actina e reguladores de
proteinas '").

As nanoparticulas de ouro sdo capazes de facilitar o carreamento de
moléculas grandes sem que aja alteragao no carreamento das pequenas moléculas.
Isso potencializa a agdo de alguns farmacos ('®).

Devido as caracteristicas do UTP, sua utilizagado pode ser associada com
farmacos antioxidantes e antiinflamatérios (Fonoforese), com o objetivo de
potencializar os efeitos cicatrizantes dessas duas terapias .

Os resultados do presente estudo mostraram uma elevagao da atividade
da CK, reduzido significativamente nos grupos US + DMSO e US + DMSO + NANO
quando comparado ao grupo lesdo sem tratamento, provavelmente devido a

diminuicdo do dano muscular. O ultra-som pulsado acelera o processo regenerativo
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(1) mostrando grande efetividade quando aliado ao DMSO e a nanoparticulas de

ouro proporcionado pelo aumento da permeabilidade celular. Varios estudos
mostram que o exercicio excéntrico provoca estresse oxidativo''?,

A geragdo de ERO pelos musculos em exercicio € confirmada pela
liberacé&o de a&nion superoxido e 6xido nitrico no meio extracelular e por um aumento
dos biomarcadores oxidativos, como carbonilagéo de proteinas e acido tiobarbiturico
(13)

Na figura 2 a producdo de anion aumentou consideravelmente nos
grupos US + DMSO, US + NANO, NANO e NANO + DMSO e apenas o grupo US +
NANO + DMSO nao apresentou esse aumento mostrando que o tratamento com
US + NANO + DMSO diminuiu a produgdo de anion superoxido, isso pode ter
relacdo com a diminuicdo da resposta inflamatoria estimulada pelo por essas trés
terapéuticas, a inflamagao aguda no tecido € uma resposta imediata do organismo,
caracteriza-se pelo rapido aumento do fluxo sanguineo local e pela exacerbacao de
neutréfilos para o local da inflamacdo . Sendo assim a diminuigdo do &nion
superoxido observada na figura 2 pode estar relacionada ao fato de o DMSO
bloquear os ions calcio inibindo a atividade da xantina oxidase, e reduzindo a
produgédo de ERO @) Aliado a nanoparticulas de ouro que através da sua
composi¢cao quimica, forma e tamanho se caracterizam por conseguir se ligar as
proteinas fazendo com que estas, por sua vez, consigam uma interagdo maior com
as células @?, tudo isso sendo utilizado através do ultrassom que ja tem a sua
eficacia de forma isolada comprovada “.

Peroxidacao lipidica é considerada um evento crucial da acgéo citotdxica
da ERO ®). Os resultados do presente trabalho estdo de acordo com outros
trabalhos demonstrando aumento na peroxidacéo lipidica e oxidacdo de proteinas

apos EE (¥

, € esses danos oxidativos diminuiram significativamente quando
analisados apenas os grupos US+NANO+DMSO.

O ultrassom transmite ondas mecanicas que irao aplicar uma espécie de
estresse nos tecidos, promovendo a sintese de proteina e calcio em diferentes
células, levando ao aumento da penetracdo de agentes antiinflamatorios através da
fonoforese devido a cavitacdo (geragdo de bolhas de gas que oscilam e podem

implodir na superficie da pele ajudando na penetracao do agente utilizado @,
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Segundo Deng, 2010 as nanoparticulas de ouro sao eficazes
neutralizagdo da ERO, incluindo o peroxido de hidrogénio o radical anion
superoxido. Através da sua composigdo quimica, forma e tamanho, as nano
particulas se caracterizam por conseguir se ligar as proteinas fazendo com que
estas, por sua vez, consigam uma interagdo maior com as células. E possivel que o
efeito do DMSO na liberagdo de calcio auxilia na redugédo do dano oxidativo em
proteinas e lipidios.

O crescimento das atividades das enzimas antioxidantes no musculo
esquelético em resposta a lesdo muscular esta associada com a producéo de ROS
29 No presente estudo, a atividade da SOD e GPX mostraram um aumento no
grupo lesédo sem tratamento quando comparado ao grupo controle, e diminuicdo do
grupo UTP+NANO+DMSO em relagéo ao grupo lesdo sem tratamento, UTP+DMSO
diminuem a atividade antioxidante apos lesdo causado por trauma mecanico "4, é
possivel que essa diminuigdo na atividade das enzimas ocorra em resposta a
terapia (UTP+NANO+DMSO), haja vista a diminuicdo dos danos oxidativos apds o
tratamento. Provavelmente elas aumentaram em virtude que o quadriceps estava

num ambiente de estresse oxidativo ?%

, observamos que a atividade da SOD no
grupo treinado foi maior do que no grupo controle, sendo assim somente o grupo
US+NANO+DMSO (fonoforese) teve a diminuicdo dessas enzimas, e o que
fortalece essa idéia é o fato de que os danos em lipideos e proteinas também
baixaram, sendo assim, podemos acreditar que a terapia modulou a diminuigdo do
dano por ativar proteases, e outros mecanismos de defesa.

E possivel que o efeito do DMSO na liberagdo de calcio ©® pode também
justificar esta reducéo de prevencgao da formagao de ROS. Além disso, o UTP altera
a atividade das plaquetas, neutrofilos e macréfagos envolvidos na fase inflamatoria
do processo de cicatrizagdo do musculo, acelerando este processo. Outro efeito é o
aumento na velocidade da angiogénese ©®  Ultrassom + DMSO diminuem a
atividade antioxidante apos lesdo causado por trauma mecanico () Em um estudo
recente resultados mostraram que a administragdo de nanoparticulas de cério
(Ce02) antes e depois da indugéo da hepatotoxidade diminuem o estresse oxidativo
(25)

Em relagdo a atividade antioxidante da catalase, os resultados mostram
uma elevagcéo na atividade da CAT nos grupos US+NANO, US+NANO+DMSO,
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NANO E NANO+DMSO em relagéo ao grupo controle, e apenas o grupo US+DMSO
teve uma diminuicdo significativa em relacao ao grupo lesao sem tratamento, é
possivel que a alta producao de superoxido tenha tido efeito inibitorio oxidando esta
enzima, consequentemente inativando sua a¢ao no grupo lesdo sem tratamento (24),
De acordo com os nossos resultados, Aebi também demonstrou desequilibrio entre
as atividades enzimaticas da catalase e da superdoxido dismutase. Contudo, a
atividade da GPX demonstrou um aumento suprindo a inibicdo da catalese. Com
isso podemos concluir que o DMSO e a nanoparticulas de ouro séo eficazes na
reducdo da lesdo muscular e do estresse oxidativo somente quando utilizados
através do ultrassom, estudos adicionais com outros tipos de leses musculares séo

necessarios para elucidar o exato mecanismo dessa terapia.
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As tabelas devem ser elaboradas em espaco 1,5, devendo ser planejadas para ter
como largura uma (8,7cm) ou duas colunas (18cm). Cada tabela deve possuir um
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FIGURAS

Serao aceitas fotos ou figuras em preto-e-branco. Figuras coloridas poderao ser
publicadas quando forem essenciais para o conteldo cientifico do artigo. Nestes
casos, os custos serao arcados pelos autores. Para detalhes sobre ilustracOes
coloridas, solicitamos contactar diretamente a Atha Editora (atharbme@uol.com.br).
Figuras coloridas poderdo ser incluidas na versdo eletrOnica do artigo sem custo
adicional para os autores. Os desenhos das figuras devem ser consistentes e tao
simples quanto possivel. Nao utilizar tons de cinza. Todas as linhas devem ser
sOlidas. Para graficos de barra, por exemplo, utilizar barras brancas, pretas, com
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As figuras devem ser impressas com bom contraste e largura de uma coluna
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representar uma radiografia ou fotografia sugerimos incluir a escala de tamanho
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ARTIGOS DE REVISAO

Os artigos de revisao sao habitualmente encomendados pelo Editor a autores com
experiéncia comprovada na area. Artigos de revisdo deverdo abordar temas
especificos com o objetivo de atualizar os menos familiarizados com assuntos,
tipicos ou questdes especificas nas areas de Medicina e Ciéncias do Exercicio e do
Esporte. O Conselho Editorial avaliara a qualidade do artigo, a relevancia do tema
escolhido e o comprovado destaque dos autores na area especifica abordada. A
inadequacdo de qualquer um dos itens acima acarretard na recusa do artigo pelos
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editores, sem que o mesmo seja enviado para o processo de revisao pelos pares. O
artigo de revisdo deve ter, no maximo, 30 (trinta) paginas e 100 (cem) referéncias.

REVISAO SISTEMATICA

A RBME encoraja os autores a submeterem artigos de revisdo sistematica da
literatura nas areas de Medicina e Ciéncias do Exercicio e do Esporte. O Conselho
Editorial avaliard a qualidade do artigo, a relevancia do tema escolhido, o
procedimento de busca e os critérios para inclusdao dos artigos. A inadequacdo de
qualquer um dos itens acima acarretara na recusa do artigo pelos editores, sem que
0 mesmo seja enviado para o processo de revisao pelos pares. O artigo de revisao
sistematica deve ter, no maximo, 30 (trinta) paginas e 100 (cem) referéncias.

META-ANALISE

A RBME encoraja os autores a submeterem artigos de anadlise meta-analatica nas
areas de Medicina e Ciéncias do Exercicio e do Esporte. O Conselho Editorial
avaliara a qualidade do artigo, a relevéncia do tema escolhido, o procedimento de
busca de artigos, os critérios para inclusdo dos artigos e o tratamento estatistico
utilizado. A inadequagao de qualquer um dos itens acima acarretara na recusa do
artigo pelos editores, sem que o mesmo seja enviado para o processo de revisao
pelos pares. O artigo de meta-analise deve ter, no maximo, 30 (trinta) paginas e 100
(cem) referéncias.

ARTIGOS DE OPINIAO

Serao encomendados pelo Conselho Editorial a individuos de notdrio saber nas
areas de Medicina do Exercicio e do Esporte e das Ciéncias do Esporte, que
emitirdao sua opinido pessoal sobre assuntos de particular interesse. O artigo de
opinido deve ter, no maximo, 20 (vinte) paginas e 20 (vinte) referéncias.

RELATOS DE EXPERIENCIA

A RBME estimula profissionais que possuam uma experiéncia relevante em algum
aspecto especial, original ou inovador em Medicina do Exercicio e do Esporte ou
das Ciéncias do Esporte a partilha-la, sob a forma de um Relato de Experiéncia. A
inadequacado de qualquer um dos itens acima acarretara na recusa do artigo pelos
editores, sem que o mesmo seja enviado para o processo de revisao pelos pares. O
relato de experiéncia deve ter, no maximo, 15 (quinze) paginas e 15 (quinze)
referéncias.

RELATO DE CASO

A RBME pode aceitar artigos de relato de caso, descrevendo casos clinicos
especificos que tragam informacOes 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 implicagOes clinicas; 2) Uma Introdugao
com comentério§ sobre o problema clinico que sera abordado, utilizando o caso
como exemplo. E importante documentar a concordancia do paciente em utilizar os
seus dados clinicos; 3) Um Relato objetivo contendo a histéria, o exame fisico e os
achados de exames complementares, bem como o tratamento e o
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acompanhamento; 4) Uma Discussdao explicando em detalhes as implicacoes
clinicas do caso em questdo, e confrontando com dados da literatura, incluindo
casos semelhantes relatados na literatura; 5) Referéncias bibliograficas. O relato de
caso deve ter, no maximo, 20 (vinte) paginas e 30 (trinta) referéncias.

CARTA AO EDITOR

Cartas enderecgadas ao Editor-Chefe da RBME serao consideradas para publicagao
se promoverem discussao intelectual sobre um determinado artigo recentemente
publicado. As cartas devem conter um titulo informativo e seguir as instrugOes
acima para publicagao. As cartas devem ter nao mais do que 500 palavras. Se
aceita, uma cOpia sera enviada ao autor do artigo original que suscitou a discussao,
com um convite para submeter uma réplica que sera publicada junto com a carta.

LIVROS PARA REVISAO

A RBME estimula as editoras a submeterem livros para apreciagao pelo Conselho
Editorial. Devem ser enviadas duas cOpias do livro ao Editor-Chefe (vide o enderego
acima), as quais nao serao devolvidas. O envio dos livros ndao garante a sua
apreciacdo. Contudo, os livros recebidos e ndo apreciados serdo listados no ultimo
nUmero de cada ano da Revista. Os livros selecionados para apreciagdo serao
encaminhados para revisores com experiéncia e competéncia profissional na
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editoras dos livros apreciados. O resultado da apreciacdo sera publicado na Revista
juntamente com as informagdes editoriais do livro.

Envio de manuscritos
Todos os artigos deverao ser submetidos diretamente no site
http://submission.scielo.br/index.php/rbme. Na submissdo eletrénica do artigo, os
autores deverao anexar como Documento Suplementar:

Termo de Divulgacao de Potencial Conflito de Interesses

Termo de Transferéncia de Direitos Autorais (a seguir) Nao serdo aceitas
submissOes por e-mail, correios ou quaisquer outras vias que nao a submissao
eletronica no site supramencionado.
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