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Resumo

Diabetes melito é um grupo de desordens metabélicas, com uma
caracteristica em comum, a hiperglicemia, causando feridas e uma
anormal cicatrizagio. A eletroestimula¢io é eficaz neste tratamento,
ativando macréfago, fibroblasto e coldgeno, além de ter agio vasodi-
latadora capilar. O objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos do
ultrassom associado 2 insulina no processo de cicatrizagio de animais
diabéticos induzidos. Foram utilizadas 20 ratas fémeas adultas da
linhagem Wistar induzidas & diabetes por inje¢dao endovenosa de
aloxana (Dioxiuracio monohidrato). Os animais foram divididos
em: Grupo Controle (GC) e Grupo Experimental (GE), os grupos
sofreram uma lesdo no musculo tibial anterior da pata traseira direita.
Apés a lesio, o GC recebeu o tratamento conservador, somente
de gel carbopol, e o GE recebeu tratamento de gel de carbopol
com insulina em fonoforese. O protocolo consistiu de ultrassom
de cabecote reduzido com 4rea efetiva de radiagio (ERA) de 0,6
cm? com intensidade de 0,4 W/cm?, frequéncia de 1 Mhz, modo
continuo e aplica¢io de um minuto, durante 5 sessées. Conclui-se,
portanto, que a insulina associada a fonoforese atua na reducéo das
agressdes teciduais causadas por atividade oxidativa excessiva, gerada
na resposta inflamatéria.

Palavras-chave: insulina, fonoforese, cicatrizacdo, diabetes.

Recebido em 15 de agosto de 2013; aceito em 17 de setembro de 2014.

Abstract

Diabetes mellitus is a group of metabolic disorders with a com-
mon characteristic, hyperglycemia, causing wounds and abnormal
wound healing. The electrical stimulation is effective in this treat-
ment, activating macrophages, fibroblasts and collagen, in addition
to capillary vasodilator. The aim of this work was to verify the effects
of ultrasound associated with insulin in the healing of induced dia-
betic animals. We used 20 adult female rats of the Wistar strain with
induced diabetes by intravenous injection of alloxan (dioxiuracio
monohydrate). The animals were divided into control group (CG)
and experimental group (EG), the groups suffered an injury in the
tibialis anterior muscle of the right hind paw. After the injury the
CG received conservative treatment only with carbopol gel and
EG received treatment carbopol gel with insulin in phonophoresis.
'The protocol consisted of head ultrasound small probe with effec-
tive radiation area (ERA) 0.6 cm? with an intensity of 0.4 W/cm?,
frequency of 1 MHz, continuous mode and applying a minute for
5 sessions. It is concluded, therefore, that phonophoresis associated
with insulin acts to reduce damaged tissue caused by excessive oxida-
tive activity generated in the inflammatory response.
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Introducao

A eletroterapia ¢ um dos elementos fundamentais para
a prética da fisioterapia [1]. O ultrassom terapéutico (UST)
¢ um destes elementos, que utiliza uma forma de energia
mecanica transmitida através de tecidos bioldgicos [2]. Na
prética fisioterdpica o UST ¢ utilizado para tratar lesbes de
tecidos moles, acelerar a reparacio da ferida e aumentar a
fase de reparo [3-5]. No tratamento de ferida cutdnea o UST
estimula a neoangiogénese, a formacao de tecido de granula-
¢do e a producio de fibroblasto, favorecendo a liberagio de
histamina, mastdcitos e macréfagos durante a fase inflamatdria
[6]. O ultrassom ainda pode promover a sintese de coldgeno,
relacionada com a quantidade do mesmo e arranjo ou alinha-
mento do coldgeno no leito da ferida, favorecendo, assim, o
remodelamento tecidual [7].

O processo de reparaciao tecidual é dividido de modo
geral, em trés fases, de limites nio muito distintos, a fase
de inflamacio, formacido de tecido de granulagio com
deposicio de matriz extracelular e remodelagio [8-9]. A
terapia com ultrassom pode afetar cada uma dessas fases,
resultando em uma aceleragio da cicatrizagio, portanto o
uso da eletroestimulagdo em tlceras é comprovado, pois as
ondas ultrassdnicas podem produzir uma agido mecanica
vibratéria em Ambito celular.

Dentre as vdrias formas de aplicagao do UST, a fonoforese
ou sonoforese ¢ uma das técnicas que vem ganhando amplo
espago na terapéutica nao invasiva, pois aumenta os efeitos dos
agentes farmacoldgicos, utilizando energia ultrassénica [10].

O Diabetes Mellitus (DM) é um grupo de doengas meta-
bélicas, que se caracteriza por hiperglicemia cronica, resultante
dos defeitos da secrecao da insulina, acio, ou ambos [11].
Associada ainda a intolerincia a glicose, hipertensio, dislipi-
demia, estado pré-coagulante e aumento de doenga vascular
[12]. As feridas cronicas tipicamente cicatrizam com lentiddo
na populagio diabética, pelo fato de ocorrer um retardo da
resposta inflamatéria e reducio na formagio do tecido de
granulacio [13], uma vez que a produgio do tecido de gra-
nulagio depende da insulina, uma quantidade insuficiente
deste hormonio gera um atraso na formagao desse tecido.

Devido ao desenvolvimento evolutivo da patologia diabé-
tica, a ferida cutinea possui evolugao insidiosa, é refratdria a
diversos tipos de tratamentos e decorre de condigio predispo-
nivel, que dificulta a normal cicatrizagao do tecido cutineo.

Este estudo teve o objetivo de avaliar os efeitos da insu-
lina em fonoforese no processo de reparo do musculo tibial
anterior em ratos.

Material e métodos

Este é um estudo experimental controlado e foi realizado
no laboratério de Biologia Celular, do departamento de Bio-
medicina da Fundagiao Herminio Ometto — UNIARARAS.
A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica para utilizacio
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animal da Funda¢io Herminio Ometto — UNIARARAS sob
o parecer n° 059/2010.

Animais de experimentacao

Para este experimento, foram utilizados 20 ratos (Rathus
Novergicus Wistar), fémeas, sadias, sedentdrias, com 90 dias
de idade, com peso corporal de 175 + 10 g. Os animais foram
fornecidos pelo Biotério Central da Fundagio Herminio
Ometto — UNIARARAS, mantidos em gaiolas de polieti-
leno padrio, sob condigées ambientais controladas (ciclo
claro/escuro de 12/12 horas, temperatura na faixa de 22°C
¢ ambiente higienizado), recebendo ragio prépria comum e
4gua ad libitum.

Grupos experimentais

Os animais foram devidamente pesados e divididos alea-

toriamente em dois grupos (n = 10):

* Grupo 1 — (GC) Grupo Controle — animais diabéticos,
lesados e tratados com ultrassom e gel de carbopol.

* Grupo 2 — (GE) Grupo Experimental — animais diabéti-
cos, lesados e tratados com ultrassom e gel de carbopol +
insulina em fonoforese.

Modelo experimental de diabetes

Para a realizagio da inducio a diabetes, os animais ficaram
24 horas em jejum, apds isto os animais foram submetidos a
injegao endovenosa na regido peritoneal de aloxana para in-
dugio de diabetes melito (5,6 Dioxiuracil Monobidrato) [14].

Apbs a injegio de aloxana, os animais receberam glicose
10% durante 24 horas, a fim de se evitar hipoglicemia e
hiperinsulinemia. O sucesso do protocolo foi testado através
dos valores glicémicos, fazendo um leve corte na extremidade
da cauda dos animais. Os valores normais da glicemia, em
ratos, variam entre 47,7 a 107 mg/dl [15]. Com isso, foram
considerados diabéticos os animais que atingiram niveis de

glicemia = 110 mg/dl
A lesao

Os animais foram pesados e anestesiados com Ketamina
(03 mL)/Xilazina (0,1 mL) e sofreram tricotomia da pata tra-
seira direita. A pele foi seccionada e o musculo tibial anterior
(TA) e sua fdscia foram expostos. Nestes animais foram feitos
um corte de 3 mm de largura por 3 mm de profundidade com
auxilio da lamina de bisturi, de maneira a seccionar as fibras
transversalmente no terco médio do musculo [6]. Realizou-
-se a sutura com flo cirtirgico somente do tecido cutineo a
fim de preservar a lesao muscular. Foi realizada a assepsia no
local com dlcool 70%, logo no pds-operatério imediato, os
animais receberam paracetamol (100 mg kg™') nas primeiras
24h apés o procedimento cirtrgico.
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O tratamento

O tratamento consistiu de ultrassom de cabecote reduzido
com 4rea efetiva de radiacio (ERA) de 0,6 cm?, intensidade de
0,4 W/cm?, frequéncia de 1 Mhz, modo continuo e aplicagio
de um minuto.

As aplicagtes foram feitas por meio de massagem longitu-
dinal, paralela, bem lenta, durante 5 sessoes. No tltimo dia
de tratamento foi realizada a eutandsia dos animais e a coleta
dos materiais para posterior andlise.

Processamento das amostras e eutandsia dos
animais

Ao término do periodo experimental, os animais foram
pesados e anestesiados e, em seguida, submetidos & técnica de
puncio cardiaca. O masculo tibial anterior foi utilizado paraa
confecgao das laminas histoldgicas. Para isso, os tecidos foram
fixados em solugio de formalina tamponada 10% por 24 horas
e mais 24 horas em 4lcool 70%. Posteriormente, o material
foi processado em parafina e emblocado. Os cortes foram
transversais seriados com 6 pm de espessura através de um
micrétomo (Leica RM — 2145, Germany). As laminas cortes
foram coradas em: Hematoxilina-Eosina (HE) para andlise
descritiva. Além disso, foi realizada a andlise bioquimica em
relagio ao estresse oxidativo pelo método de Thiobarbituric

Acid Reative Substances (TBARS).
Andlise bioquimica

Para a realizacio das andlises bioquimicas o tecido mus-
cular foi realizado a medida das substincias que reagem ao

TBARS (Thiobarbituric Acid Reative Substances).
Score de inflamacao

Os aspectos histolégicos observados foram tabulados para
andlise descritiva qualitativa, por 2 avaliadores treinados. Os
cortes histolégicos foram avaliados ao longo de toda sua exten-
sio com um aumento de (100x). Para avaliacio do infiltrado
inflamatdrio, foram utilizados escores semiquantitativos,
conforme abaixo:

Presenca de inflamacéo discreta;

Infiltrado inflamatério de intensidade moderada;

Infiltrado inflamatério intenso.

Resultados e discussao
Analise descritiva das laminas de HE

Os resultados foram obtidos através de andlise qualitativa
e semiquantitativa. No musculo dos animais do Grupo Con-
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trole, submetidos a lesao, sacrificados com 5 dias ap6s a lesao
(Ls) e tratados com gel de carbopol, o tecido conjuntivo ainda
mostra alguns vasos sanguineos ¢ um infiltrado de células
inflamatérias, porém, aparentemente, com mais fibroblastos
e fibras coldgenas, além de algumas células adiposas. Os cotos
seccionados das fibras musculares comecam a esbogar certa
organizaco, porém ainda é possivel observar fibras musculares
necroéticas sendo fagocitadas. Observa-se a fenda incisional
relativamente limpa de restos necréticos, sendo invadida
gradativamente por células inflamatérias.

O tecido analisado proveniente dos animais do Grupo
Experimental, submetidos 2 lesao e tratados 5 dias seguidos
com insulina em fonoforese, mostra fibras com microlesées.
Podemos observar que o tecido muscular estd se reorganizan-
do. Isso é comprovado pela presenca de vdrios miotubos com
morfologia bem caracteristica, porém com auséncia de uma
membrana plasmitica (sarcolema) bem definida. Nesta fase
pode ser observado que as fibras regeneradas apresentam-se de
forma fragmentada. O tecido conjuntivo da regiio incisional
apresenta-se rico em fibroblastos, fibras coldgenas e células
inflamatérias, em meio ao tecido muscular em fase de regene-
racio. Pouco tecido necrético é observado nesta fase. Dentre
as células mononucleares presentes, notam-se macréfagos,
plasmocitos, linfdcitos e células gigantes multinucleadas.
Nesse tecido conjuntivo, sio evidentes a presenca de vasos
sanguineos ¢ leitos vasculares, além de células infiltradas
relacionadas a eles. H4 presenca de intimeros miotubos, em
diferentes fases de maturacio, além de fibras j4 em estado
avancado de regeneracio, onde se observa fusdo de suas
membranas celulares. Entre as fibras musculares que esto se
regenerando pode ser observada a organizacio e diferenciagio
de células satélites para dar origem a um miotubo.

Score de inflamacao

Nos grupos estudados, o0 Grupo Controle apresentou score
2 (n=5)escore 3 (n=5). O Grupo Experimental apresentou
score 1 (n =7) escore 2 (n = 3). O teste estatistico para este
agrupamento foi o t-Student, p = 0,00048 (Gréfico 1).

Griéfico I - Grau de Inflamagio.
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Analise bioquimica

Para a andlise sanguinea, foi utilizado o método de
TBARS, que determina os produtos finais da lipoperoxidagao.
Foi avaliado o estresse oxidativo durante o processo inflama-
tério, estimando-se o dano celular no plasma sanguineo dos
animais do Grupo Controle (animais diabéticos e tratados
com ultrassom convencional) e do Grupo Experimental (ani-
mais diabéticos e tratados com insulina em fonoforese). Como
demonstrado houve uma diminuigio significativa nos niveis
de produtos finais no Grupo Experimental, quando com-
parado com a curva padrao do Grupo Controle (Figura 3).

O método de TBARS consiste na andlise dos produtos
finais da peroxidacio lipidica (peréxidos lipidicos, malon-
dialdeido, e outros aldeidos de baixo peso molecular). De-
terminagio do éxido nitrico por método fluorimétrico: esta
determinacio é realizada de forma indireta, através da reagio
do composto nao-fluorescente DAN (diaminonaftaleno) com
um agente N-nitrosante derivado do NO, tendo como produ-
to o composto altamente fluorescente NAT (2,3 naftotriazol).
A quantifica¢do do NAT por espectroscopia de fluorescéncia
serve como indicador dos niveis de NO.

Foram diluidas 20uL de plasma em 4 mL de H,SO,
(0,04 M). Adicionou-se 0,5 mL de 4cido fosfotungstico
10%, aguardou-se 5 minutos e centrifugou-se a 3000 rpm
por 10 minutos. Descartou-se o sobrenadante e suspendeu-
-se novamente o sedimento em 2 mL de H,SO, (0,04 M),
seguido da adicio de 0,3 mL de 4cido fosfotungstico 10%.
Apés centrifugagio a 3000 rpm, descartou-se o sobrenadante
e suspendeu-se outra vez o sedimento em 0,5 mL de H,O.
A essa mistura foi adicionado 1 mL da solugio reagente de
4cido tio-barbitirico, composta de 4cido tio-barbitirico
0,67% em 4cido acético 50%. Incubou-se a mistura final em
banho-maria (90°C) por 1 hora. Em seguida, esfriou-se em
banho de gelo e efetuou-se a extragio dos TBARS (substan-
cias reativas ao dcido tio-barbittirico) com 5 mL de butanol,
agitando-se vigorosamente. Finalmente a medida da emissio
da fluorescéncia da fase organica foi feita a 553 nm com
excitacio de 515 nm [16]. Para se calcular a concentragao de
TBARS, usou-se uma curva padrio de tetractoxipropano. Os
resultados foram expressos em nmol/mL de plasma.

Grifico II - Estresse oxidativo.
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Discussao

A injecio de aloxana via intravenosa provocou nos animais
um aumento da glicose, confirmando o estado diabético dos
mesmos e caracterizando a hiperglicemia, induzindo o animal
a um estado pré-inflamatério que inclui células inflamatérias
e estresse oxidativo, tido como um dos mecanismos mais
importantes na génese do dano tecidual quando relacionado
a hiperglicemia. Através deste mecanismo, o DM aumenta-
ria a producdo de espécies reativas do oxigénio em termos
celulares, que pela sua toxicidade, seria capaz de promover o
desenvolvimento das lesées diabéticas cronicas [17]. O au-
mento da hiperglicemia ocasiona um estresse celular que leva
a diminuicao das defesas antioxidantes intracelulares e ainda
pode ocasionar um aumento na concentragio dos produtos
da glicosilagio avangada, alterando assim a funcio celular.
Nio obstante, a hiperglicemia pode ainda ativar fatores de
transcri¢do nuclear desencadeando um aumento na expressio
de mediadores inflamatérios. A combinagio desses mecanismos
ird alterar a produgio de oxidantes, causando estresse celular
¢ o consequente dano estrutural [18]. No presente estudo,
observou-se, através das anélises bioquimicas, que houve uma
reducio da quantidade produtos de reagoes oxidativas quando
implementada a inoculagio tépica de insulina associada 4 fono-
forese. Além disso, notou-se também uma redugio da expressi-
vidade do infiltrado inflamatério, verificado pela diminuigio do
scote de inflamacio, pela andlise semiquantitativa, a associagio
da insulina em fonoforese faz men¢io a uma melhora no indice
de reparo nos animais do grupo experimental.

Em estudo realizado por Alfredo et al. [6], verificou-se o
efeito do ultrassom de 1 MHz em fonoforese, utilizando-se da
arnica montana sobre a fase inflamatéria aguda de uma lesdo
cirdrgica muscular em ratos Wistar nao diabéticos. A andlise
histoldgica revelou estdgio mais avancado de regeneracio
nos tecidos dos grupos ultrassom no modo convencional e
ultrassom em fonoforese com arnica montana igualmente. A
similaridade de resultados entre estes grupos leva a concluir
que a fonoforese com arnica apresentaram semelhanca no
processo inflamatdrio, sugerindo que ambos os modos tem
utilizacio semelhante.

Contraditoriamente, em um estudo realizado por Ricoldy
et al. [19], verificou-se o efeito do ultrassom em fonoforese,
utilizando-se do gel de caléndula, e o grupo experimental
tratado com o gel em fonoforese apresentou diminuicio do
tecido necrdtico na fenda incisional, e atividade fagocitdria
maior, indicando que a utilizagao do ultrassom proporcionou
aumento da atividade cicatricial do tecido, sugerindo-se que
nos animais submetidos a essa insonacio a fase de cicatrizagao
¢ antecipada. Com relagio a regeneracio das fibras musculares,
relativamente melhor em grupos tratados com ultrassom, al-
guns estudos descrevem que essa regeneragio acelerada ocorre
pelo aumento da atividade fagocitdria local.

Em nossa pesquisa, observamos que os grupos que foram
submetidos ao ultrassom em fonoforese apresentaram redugio
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da 4rea lesionada, como foi comprovado pela estatistica (p =
0,00048). A utilizagao do ultrassom terapéutico foi efetivo na
reparagio muscular, aumentando a capacidade de reparo da
lesdo, a resisténcia local e o limite eldstico das fibras tratadas.
A associagio do ultrassom com a insulina foi utilizada na
recuperacio de lesoes de pele ou tlceras varicosas, pois na
populagao diabética a falta do horménio insulina, leva a um
atraso do reparo.

Estes achados corroboram os dados encontrados em nossa
pesquisa, em que a fase de cicatrizacdo mediante a inflamacao
aguda parece ter sido antecipada, apesar da diferenciagio do
agente farmacoldgico utilizado, porém sio escassos os traba-
lhos que tratam desta temdtica.

Conclusao

Concluimos que o grupo tratado com ultrassom e insu-
lina em fonoforese apresentou um processo de reparo mais
eficiente, comparado ao grupo tratado convencionalmente
com ultrassom e gel carbopol. Sugere-se que a insulina as-
sociada a fonoforese atue na redugio das agressées teciduais
causadas por atividade oxidativa excessiva, gerada na resposta
inflamatéria. Acelerando, assim, o processo de cicatrizagio da
populac¢io insulinodependente.
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