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RESUMO

As causas mais comuns de lesdo muscular sdo os traumas diretos como a contusao.
Na fase de reparo ocorre a sintese de proteinas como o colageno. O objetivo desta
pesquisa é avaliar os niveis de proteinas no musculo gastrocnémio de ratos
submetidos a lesdo muscular e tratados com fonoforese e massoterapia utilizando
um gel contendo carreador lipidico nanoestruturado com quercetina (CLN-Q). Os
grupos foram divididos em: G1 — controle; G2 — lesdo sem tratamento; G3 — leséo,
tratado com ultrassom; G4 — lesao, tratado com gel CLN-Q; G5 — leséo, tratado com
gel CLN-Q e ultrassom; G6 — lesao, tratado com gel CLN-Q e massoterapia; G7 —
leséo, tratado com massoterapia. As proteinas foram medidas no homogeneizado na
diluicdo 1:10 (m:v) utilizando o método de Lowry et al. (1951). Foram observadas
pequenas diferencas entre os grupos em relacdo a massa proteica. O aumento de

proteinas pode estar associado ao processo de reparo tecidual.
Palavras-chave: Lesdo muscular; Método de Lowry; Nanociéncias; Proteina.
Eixo Tematico: Tecnologia, Inovacado e Desenvolvimento Sustentavel (TIDS).

1. INTRODUCAO

As lesdes musculares podem ocorrer por uma variedade de mecanismos
decorrentes de perturbacfes mecéanicas, ambientais ou genéticas. As causas mais
comuns sao traumas mecanicos e lesées diretas como a contusdo, que pode causar
degradacao da proteina muscular e necrose (HAUPENTHAL et al., 2020; SILVEIRA
et al., 2010). Embora existam diferentes fatores que levam a lesdo como atividade
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fisica, contragcdes excéntricas extenuantes, traumas diretos e doencas sistémicas, 0o
processo de reparo e regeneracao € semelhante na maioria dos casos (SILVEIRA et
al., 2010).

As lesdes musculoesqueléticas decorrentes de contusdo sdo caracterizadas
pela compressao das células musculares, devido a um forte impacto na superficie do
musculo, causando danos aos elementos contrateis da estrutura muscular. Em
decorréncia da lesdo, ocorre a destruicdo das fibras musculares, miofilamentos,
linha Z e sarcémeros. As fibras lesadas sofrem um processo de necrose e a ativacao
das células inflamatérias induz a uma resposta inflamatoéria local (TOMAZONI et al.,
2017). Esse processo inflamatdrio aumenta a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS). Em concentracdes fisioldgicas, as EROS desempenham um papel
na manutencao das funcdes celulares, mas quando produzidas em excesso, causam
estresse oxidativo que gera danos aos constituintes celulares como lipidios,
proteinas e DNA (HAUPENTHAL et al., 2020). O estresse oxidativo pode ocorrer em
uma série de locais potenciais dentro do masculo traumatizado, sendo que as fontes
primarias de radicais livres incluem as mitocondrias, enzimas xantina oxidase,
metabolismo prostanoide e NADPH oxidases (SILVEIRA et al., 2010).

O mecanismo de reparo da lesdo tecidual se divide em etapas de
degeneracéo, inflamacéo, regeneracéao e fibrose, dependendo da gravidade da leséo
(URSO, 2013). Dentre os tratamentos para estimular a regeneracdo muscular estao
a fonoforese e massoterapia. Na técnica de fonoforese realiza-se a aplicagdo de um
ultrassom terapéutico no local da leséo, geralmente com a utilizacdo de um gel, cuja
finalidade é aumentar a absorcéo transdérmica de farmacos (AZAGURY et al., 2014;
POLAT et al.,, 2011). A massoterapia consiste na manipulacdo fisica do musculo
lesionado para reduzir a dor e promover a recuperacdo (CRANE et al., 2012).

Os flavonoides séo alvos de estudos para o tratamento de diversas doencas
devido a suas propriedades terapéuticas. A quercetina exerce diversos efeitos
bioldgicos benéficos ao organismo como efeitos anti-inflamatério, antioxidante, anti-
infeccioso, anticancer, quimiopreventivo, neuroprotetor e anti-hipertensivo. Sua
capacidade de eliminar radicais livres previne o estresse oxidativo. No entanto, esse

composto possui uma biodisponibilidade baixa e seu metabolismo é complexo



ISSN: 2316-9745
TRABALHO COMPLETO

EDUCAGAO, SAUDE > :
ETECNOLOGIA ¢
- T x niversidade Franciscana

26 A 28 DE OUTUBRO DE 2021

Simpésio de Ensino, Pesquisa e Extensao

(CARULLO et al., 2017). Integrar a quercetina ao carreador lipidico nanoestruturado
(CLN) melhora a sua biodisponibilidade e solubilidade aquosa. O CLN apresenta
uma estrutura composta por lipidios solidos e liquidos, que melhora a permeacao
intracelular e protege a substancia contra o pH fisiolégico e enzimas
(MONTENEGRO et al., 2016). As caracteristicas do CLN o tornam promissor para
tratamentos transdérmicos. Portanto, o desenvolvimento de um gel contendo
carreadores lipidicos nanoestruturados com quercetina (CLN-Q) permite que ele seja
associado a fonoforese e a massoterapia para potencializar a permeac¢ado cutanea

da substancia no tratamento da contusdo muscular.

2. METODOLOGIA

2.1 Experimento in vivo

Para essa pesquisa foram utilizados 70 ratos machos distribuidos
aleatoriamente em 7 grupos (n = 10): G1 — grupo controle, sem lesdo e sem
tratamento; G2 — grupo lesdo sem tratamento; G3 — grupo leséo, tratado com
ultrassom; G4 — grupo leséo, tratado com gel CLN-Q; G5 — grupo leséo, tratado com
gel CLN-Q e ultrassom; G6 — grupo leséo, tratado com gel CLN-Q e massoterapia;
G7 — grupo lesao, tratado com gel comum e massoterapia. Os ratos passaram por
uma semana de ambientacdo, mantidos em uma sala com ciclo claro/escuro de 12
h, temperatura de 22 + 1 °C e acesso livre a comida e agua. Este experimento foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFN), sob o nimero
02/2019.

O gel com CLN-Q foi produzido, caracterizado e aplicado com fonoforese e
massoterapia sobre o musculo gastrocnémio dos ratos submetidos a lesao
muscular. A contusdo foi realizada conforme o método de Crisco et al. (1994),
utilizando um equipamento que lesiona o0 musculo a partir de um impacto. O
tratamento iniciou 24 h apos a lesdo. Foram realizadas 5 aplicacdes com 12 horas
de intervalo entre elas. As aplicacdes do ultrassom foram executadas por 5 minutos
com um ultrassom terapéutico de 1 MHz, intensidade de 0,5 W/cm? SPTA (do inglés
spatial peak-temporal average), na forma de onda pulsada, ciclo de trabalho de 20%

(2 ms de tempo on e 8 ms de tempo off). O tratamento com massoterapia e gel
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CLN-Q também foi realizado de 12 em 12 h, durante 5 minutos com movimentos
leves deslizando no sentido longitudinal da fibra muscular. Ao final do tratamento os
ratos sofreram eutanasia por anestesia intraperitoneal, com uma sobredose de
cetamina de 500 mg/kg de massa corporal. Em seguida, extraiu-se o sangue,
coracdo, rins, figado e o muasculo gastrocnémio. Todas as amostras foram
armazenadas em freezer -80 °C para posterior analise. O musculo gastrocnémio foi
homogeneizado em soro fisiolégico (diluicdo 1:10), centrifugado a 800 x g/10 min, a
4 °C e parte do sobrenadante do homogeneizado foi destinado a determinacédo das

proteinas.

2.2 Determinacdo de proteinas

O conteudo de proteinas do musculo gastrocnémio foi determinado pelo
método de Lowry et al. (1951) utilizando albumina sérica bovina como padrdo. A
unidade esta em mg proteina/mL.

2.3 Anédlise estatistica
Os dados foram analisados por ANOVA seguidos do teste de Dunnett, com o0s
tratamentos comparados ao grupo controle (G1). Os dados estdo representados

pelas médias + desvio padrdo (DP). O nivel de significancia é de 5% (p < 0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

O musculo esquelético é composto por 2 componentes principais, as fibras
musculares e o tecido conjuntivo. As fibras musculares apresentam nervos e sao
responsaveis pela funcao contratil do musculo, enquanto o tecido conjuntivo fornece
a estrutura que une as células musculares individuais. As miofibrilas, os capilares e
0s nervos sdo envolvidos pelo tecido conjuntivo, formando a estrutura muscular
(JARVINEN et al., 2005), conforme a figura 1.
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Figura 1. Estrutura muscular (adaptada de Dave Carlson).

Artéria, veia
e nervo

Fasciculo
muscular

TendZo Musculo
s

= ‘ : > Do A Fibra muscular

Miofibrila

Sarcémero

Filamento de Actina

Filamento de Miosina

Fonte <https://www.carlsonstockart.com/photo/muscle-structure-illustration/>

Quando o musculo esquelético é lesado, as fibras musculares sdo rompidas e
ocorre a formacao de um hematoma no local. O dano a matriz celular e a necrose
das células desencadeia um processo inflamatorio, caracterizado por vasodilatacdo
e aumento da permeabilidade vascular (HAUPENTHAL et al., 2020; URSO, 2013). A
fibrina derivada do sangue e a fibronectina se reticulam para formar o tecido de
granulacdo precoce (JARVINEN et al., 2005). Na fase inflamatdria aguda (24 — 48
h), inicia a liberacdo de citocinas pro-inflamatoérias no local da leséo, incluindo TNF-
a, IFN-y e IL-1B que estimulam os macréfagos a fagocitar o tecido necrético. Em
seguida, inicia-se a fase de reparo tecidual, onde ha liberacdo de citocinas anti-
inflamatérias que estimulam a proliferacdo e diferenciacdo celular por células
satélites, deposicéo de colageno e angiogénese (HAUPENTHAL et al., 2020; URSO,
2013). Durante a fase de reparo, as células satélites se proliferam e diferenciam em
mioblastos que se fundem com as fibras musculares lesadas. Concomitante com a
regeneracdo das fibras musculares ocorre a producdo de cicatriz do tecido
conjuntivo e o crescimento capilar (URSO, 2013). Os fibroblastos comecam a

sintetizar as proteinas e proteoglicanos da matriz extracelular para restaurar a
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integridade da estrutura do tecido conjuntivo. Dentre as proteinas sintetizadas a
tenascina-C e a fibronectina possuem propriedades elésticas e fornecem forca e
elasticidade ao tecido de granulacéo inicial. A formacéo de fibronectina € seguida
pela formacdo de colageno tipo Ill e, apds alguns dias, inicia-se a producédo de
coladgeno tipo I, que condensa o tecido de granulacdo em uma massa de tecido
conjuntivo, gerando o tecido cicatricial. Por fim, na fase de remodelag&o, ocorre a
maturacdo das miofibrilas regeneradas, a reorganizacdo do tecido cicatricial e a
recuperagéo da capacidade funcional do masculo (JARVINEN et al., 2005).

Em geral, o masculo esquelético lesado se regenera rapidamente formando
miotubos em 3 dias, fibras musculares funcionalmente reinervadas em 4 a 5 dias e
fibras totalmente reparadas apos 21 a 28 dias (SILVEIRA et al., 2010). Dentre os
tratamentos utlizados, o papel do ultrassom na regeneracdo e reparo dos tecidos
moles tem sido amplamente discutido. Em nivel celular, as mudancas nas taxas de
difusdo e permeabilidade da membrana aos ions devido ao fluxo acustico e
cavitacao estavel podem estimular as células pela regulacéo positiva das moléculas
de sinalizacdo. Com isso, a utilizacdo do ultrassom terapéutico em conjunto a
farmacos anti-inflamatérios ou antioxidantes pode potencializar os efeitos positivos
no tratamento (HAUPENTHAL et al., 2020; SILVEIRA et al., 2010). A massoterapia é
uma forma bem conhecida de medicina alternativa que consiste na manipulagéao
fisica do musculo e do tecido conjuntivo em um local de leséo, inflexibilidade ou dor
para promover a recuperacdo. A massagem terapéutica modera a inflamacéo,
melhora o fluxo sanguineo e reduz a rigidez do tecido, reduzindo a dor local (CRANE
et al., 2012; WEERAPONG; HUME; KOLT, 2005).

3.1 Resultados: Quantificacdo de Proteinas

A quantidade de proteina (mg/mL) do musculo gastrocnémio com ou sem
contusdo muscular estao representados na tabela 1. Os teste-t de Dunnet realizam
uma comparacdo entre o grupo controle e os grupos com lesdo. Os valores de
significancia dos grupos quando comparados ao grupo controle indicam que houve
diferenca significativa (P<0,05) apenas nos grupos de lesao tratada com Gel CLN-Q

e lesdo tratada com massoterapia e Gel CLN-Q, cujos valores foram de 0,009 e
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0,015, respectivamente. Os resultados demonstram que nao ocorreu diferenca
significativa entre o grupo controle (sem leséao) e o grupo leséo (sem tratamento).

Tabela 1. Quantidade de proteina do miUsculo gastrocnémio com ou sem contusdo muscular.

GRUPOS MEDIA + DP (mg/mL) P
G1 — Controle 53+0,8 ns
G2 - Leséo 57+0,8 ns
G3 - Lesédo e UST 59+0,6 ns
G4 - Lesao e Gel CLN-Q 6,5+0,7 0,009 *
G5 - Lesao, UST e Gel CLN-Q 6,2+0,7 ns
G6 — Lesdo, massoterapia e Gel CLN-Q 6,4+0,6 0,015 *
G7 — Lesao e massoterapia 6,2+0,9 ns

Os resultados representam médias + desvio padrao (DP). Os dados foram analisados por ANOVA e
teste de Dunnett. As diferencas entre as médias sdo significativas para P < 0,05. UST: ultrassom

terapéutico; CLN-Q: Carreador lipidico nanoestruturado com quercetina; ns: ndo significante.

4. CONCLUSAO

As lesBes musculares resultam de uma varidade de mecanismos que
apresentam caracteristicas comuns ao inicio da lesdo muscular e aos processos de
reparo e regeneracdo. Os resultados demonstram que ndo houve diferenca entre o
grupo lesé@o e o grupo controle, porém foram observadas pequenas diferengas entre
0S grupos em relacdo a massa proteica. Apesar dos tratamentos apresentarem
efeitos positivos, ndo ha indicacdes que eles influenciam os niveis de massa
muscular. O pequeno aumento de proteinas ocorre devido ao processo de
reparacao e regeneracao, que sintetiza proteinas como fibronectina, tenascina-C e
colageno no local da lesdo. Com isso, podemos concluir que a contusao nao afetou

a massa muscular.
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