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terapéutico em modelo experimental
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Anti-inflammatory action of the Ovis aries lipidic fraction associated to therapeutic
ultrasound in an experimental model of tendinitis in rats (Rattus norvegicus)

Marcelino Martins'2, Antonio L. M. Maia Filho'?, Charllyton L. S. Costa', Nayana R M. F Coelho'?, Maricilia S. Costa®, Regiane A. Carvalho!

Resumo

Contextualizagdo: Estudos demonstram o efeito benéfico da aplicacéo tépica de acidos graxos como agentes cicatrizantes. A fracdo
lipidica do Ovis aries apresenta uma acdo anti-inflamatéria que acelera o processo de cicatrizagéo. O ultrassom aumenta o fluxo
sanguineo bem como a extensibilidade das estruturas de colageno e tenddes. Objetivos: Analisar a agédo anti-inflamatéria da fragéo
lipidica do Ovis aries associado ao ultrassom terapéutico (UST) pulsado e a friccdo em modelo de tendinite induzida. Métodos: Cinquenta
ratos Wistar foram distribuidos nos seguintes grupos: controle, gel Ovis aries — uso tépico — UST pulsétil + logéo estéril (oil free), UST
pulsatil + gel Ovis aries, logao estéril (oil free) — uso tépico. Para induzir a tendinite, utilizou-se uma injecéo intratendinea de 10uL de
colagenase no tendéo do calcaneo direito. O tratamento consistiu em aplicagbes diarias de ultrassom, com os seguintes parametros:
modo pulsado 10%, frequéncia de 1 MHz, pulsétil a 10% com intensidade de 0,5W/cm?, durante sete ou 14 dias. Resultados: A variagéo
do numero de células inflamatérias, para os animais tratados por 14 dias, com relagéo aos grupos controle, UST + oil free e UST +
Ovis aries, apresentou resultados significativos p<0,001. O grupo Ovis aries + massagem e 0 grupo massagem + oil free apresentaram
resultados significativos, p<0,01. Nos animais tratados por sete dias, observou-se que o grupo UST + Ovis aries, em relagéo ao controle,
é estatisticamente significativo, p<0,05. Conclusédo: Pode-se concluir que o tratamento com UST + Ovis aries € mais efetivo que os
outros tratamentos, visto que consegue reduzir o numero de células inflamatérias no tempo de sete e 14 dias.
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Abstract

Background: Studies have demonstrated the beneficial effects of topical application of fatty acids as healing agents. The lipid fraction of Ovis
aries have an anti-inflammatory action that accelerates the healing process. Ultrasound increases blood flow and the extensibility of collagen
structures and tendons. Objectives: To assess the anti-inflammatory action of the Ovis aries lipid fraction associated to pulsed therapeutic
ultrasound and friction in an induced tendinitis model. Methods: Fifty Wistar rats were divided into four groups: control that consisted of
Ovis aries gel for topical use; pulsed ultrasound plus oil free sterile lotion; pulsed ultrasound plus Ovis aries gel; and oil free sterile lotion
for topical use alone. To induce tendinitis a 10uL intratendinous injection of collagenase was injected into the right Achilles tendon of rats.
Treatment consisted of daily applications of ultrasound using the following parameters: 10% pulsed mode, 10% pulsed frequency of 1 MHz
and intensity of 0.5 W/cm? for seven or fourteen days. Results: After 7 days of treatment, only the Ovis aries plus ultrasound group showed
statistically significant difference when compared to the control group.The variation in the number of inflammatory cells on animals treated for
fourteen days for the control, ultrasound plus oil free, ultrasound plus Ovis aries, Ovis aries plus massage and massage plus oil free groups
were statistically significant different, p<0.01. It was observed in animals treated for seven days that the ultrasound plus Ovis aries group was
statistically significant better than the control group, p<0.05. Conclusion: It can be concluded that treatment using ultrasound plus Ovis aries
is more effective than other treatments as it produces significantly better reduction on the number of inflammatory cells at 7 and 14 days.
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Introducgao

As lesoes dos tendbes sdo comuns na pratica esportiva,
pressupoe-se que elas correspondam de 30 a 50% do total'. Tais
lesdes constituem-se em um grande problema de satide nos
paises industrializados, precipitada nos dias atuais pela forca
de trabalho de uma méo de obra recente, com a ocupacéo das
pessoas exigindo uma série continua de movimentos repeti-
tivos®. Os tenddes sdo estruturas fibrosas, com extremidades
cilindroides ou em forma de fitas resistentes e formados por
tecido conjuntivo denso®. A lesdo dos tenddes pode ocorrer
devido aos mais diversos fatores, como sobrecarga, quando o
atleta ou desportista faz um esfor¢o acima de suas possibilida-
des, ou por esfor¢o repetitivo de um mesmo movimento, o que
pode ocasionar um processo inflamatério. O uso excessivo do
tenddo poderd levar a um processo degenerativo, comprome-
tendo a préatica de atividades pelo aparecimento de calcifica-
¢Oes na bainha do tendéo’.

Os 4cidos graxos sdo compostos que contém uma longa
cadeia hidrocarbonada e grupamento carboxila terminal,
apresentando trés funcdes principais: sdo componentes es-
truturais das membranas bioldgicas; fazem o papel de precur-
sores de mensagens intracelulares e, quando oxidados, geram
energia — ATP (trifosfato de adenosina)®®. Existem diversos
estudos que demonstram o efeito benéfico da aplicagdo topica
de 4cidos graxos no tratamento de feridas. Sdo substéncias de
baixo custo e amplamente utilizadas como agentes cicatri-
zantes pela cultura popular de diversos paises, apresentando
ainda a propriedade de servir de barreira protetora contra os
micro-organismos, evitando a desidratacdo tecidual além do
importante cardter imunomodulador’.

O ultrassom terapéutico (UST) é uma forma néo-invasiva
de tratamento na reparacdo de lesdes teciduais, sendo o
método pulsétil a modalidade mais escolhida por alguns
pesquisadores pelos efeitos benéficos, sobretudo, em baixa
intensidade®. O efeito térmico do ultrassom gerado pelo atrito
intermolecular nos tecidos ocorre por agitagdo do meio eletro-
litico dos liquidos intersticiais, tanto da 4gua como dos solutos
nela contidos, fazendo com que a onda de ultrassom continuo
seja contraindicada nos processos inflamatdrios agudos e trau-
matismos recentes, em areas isquémicas ou com alteracdes
da sensibilidade. Quanto a resposta do ultrassom na forma
pulsada, pela diminuigdo do efeito térmico, ela ¢é utilizada em
outras situacoes, como a inflamagéo aguda e subaguda, dor de
origem neuropdtica e edema’.

O ultrassom favorece a penetragdo transcutanea de varias
substéncias, como corticosteroides, dexametasona e hidro-
cortisona, em animais; vasodilatador metilnicotinato, em
humanos sauddveis, e anti-inflamatério indometacina, em

animais'®’. A fonoforese apresenta-se como uma alternativa

favoravel por ser uma técnica nao-invasiva. Os efeitos térmicos
e mecénicos do UST podem levar a alteracdes fisico-quimicas
dos tecidos bioldgicos, favorecendo a penetragao dos principios
ativos presentes nas substancias de uso tépico. O aquecimento
da érea a ser tratada pode aumentar a absor¢édo da medicagao
nos tecidos, pois ocorre o aumento do fluxo sanguineo, dila-
tacdo dos foliculos pilosos, redugdo da resisténcia da pele e
aumento da energia cinética da droga, facilitando a absorgéo.
Os efeitos mecénicos do UST agem mesmo que os pardmetros
sejam para produzir aquecimento'.

Alguns autores mostraram que o ultrassom é capaz de au-
mentarapenetracdo de alguns firmacos aplicados topicamente.
Essa agdo do UST, associada a farmacos, vem promovendo in-
vestigagdes nos diversos campos da medicina. As pesquisas
realizadas nas tltimas décadas mostram as lesdes tendinosas
como uma das principais causas de sofrimento dos trabalhado-
res em atividade manual, como também das indenizagoes tra-
balhistas® A incidéncia dessas patologias deve-se a exigéncia de
alta produtividade e qualidade, determinadas pelo trabalho, em
detrimento da conservacéo da satide do trabalhador. Na maio-
ria das vezes, tais patologias se desenvolvem devido a falta de
controle do ritmo e a velocidade dos movimentos, associados a
maquindrios e mobilidrios ergonomicamente incorretos'.

O objetivo geral do estudo foi analisar histologicamante
a acgdo anti-inflamatdria da fragéo lipidica do Ovis aries asso-
ciado ao UST em modelo experimental de tendinite em ratos.

Materiais e métodos

Foram utilizados, no estudo, 50 ratos machos adultos, da
espécie Rattus norvegicus, variedade Wistar (200-250 g), com
idade acima de 30 dias, divididos em dois grupos de 25 ratos,
com alimentacdo e 4gua a vontade. O experimento foi realizado
no Laboratério de Fisiologia da Faculdade Integral Diferencial
(FACID), Teresina, PI, Brasil. O estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da FACID, pelo protocolo n° 492/2008, no
dia 11/11/2008, de acordo com a resolugio n° 196/96, de 10 de
outubro de 1996, do Conselho Nacional de Satide (CNS).

Grupos experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em cinco gru-
pos, observando-se o periodo de sete e 14 dias, conforme pe-
riodo de cicatrizacdo, totalizando dez animais por grupo:

«  Grupo 1: controle;

«  Grupo 2: gel de Ovis aries, uso tépico (massagem);

«  Grupo 3: UST + logéo estéril (oil free);

«  Grupo 4: UST + gel Ovis aries;

«  Grupo 5: logéao estéril (il free), uso tépico (massagem).
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Inducdo da tendinite

Inicialmente, os animais foram anestesiados com cloridrato
de quetamina a 10%, administrado 0,1 ml para cada 100 gra-
mas de peso do animal, associado a mesma dose de cloridrato
e xilazina a 2% por via intramuscular, contando com o auxilio
de dois colaboradores para segurar o animal.

Para induzir a tendinite experimentalmente, utilizou-se
uma inje¢do intratendinea de 10 pL de colagenase (10mg/ml;
SIGMA; C6885) no tendéo do calcineo direito, usando uma
agulha de 30G. A colagenase foi dissolvida em uma solugéo
salina tamponada estéril de fosfato’.

Preparacdo do extrato da fracdo lipidica do Ovis aries

O procedimento de preparagédo do extrato de Ovis aries
descrito a seguir foi realizado no Laboratdrio de Produtos Na-
turais do Departamento de Quimica da Universidade Federal
do Piaui (UFPI), Teresina, PI, Brasil. O material adiposo/pro-
teico obtido de Ovis aries (caprino) foi submetido a trituracéo
mecédnica manual, rendendo 1 kg de material triturado e com
fragmentos com dimensdes ndo-superiores a 2 cm. O material
adiposo/proteico foi transferido para frasco de extragéo e, sobre
ele, foram adicionados 21 de hexano P. A., marca Vetec. A cada
dois dias, o material era filtrado em papel de filtro preparativo,
e novo solvente era adicionado ao material, realizando-se um
total de trés extragoes, as quais se deram em temperatura am-
biente e com pouca luminosidade. Ao término de cada passo
de extracéo, o filtrado era concentrado sob pressao reduzida
a 55°C, em evaporador rotatério. Ao término do processo de
concentracdo do solvente, obteve-se o extrato lipidico de Ovis
aries, utilizado no presente trabalho™.

Preparacdo da logdo a 5% de lipideos de Ovis aries

Preparou-se uma logédo carregada com 5% do extrato lipi-
dico de Ovis aries com a finalidade de permitir uma aplicagéo
homogénea sobre os locais lesionados. A logao oil free foi ad-
quirida em uma farmdcia de manipulacéo e, entdo, se adicio-
nou quantidade suficiente do extrato lipidico de Ovis aries para
estabelecer uma concentragcdo de 5% massa/massa. A consis-
téncia do preparado foi ajustada com a adi¢do de quantidade
suficiente de dgua destilada. O material foi armazenado em
frasco opaco sob refrigeracdo até sua utilizagao.

Tratamento da tendinite

Utilizou-se o ultrassom (marca Ibramed, modelo sonopulse)
com os seguintes parametros: modo pulsado 10%, frequéncia de
1 MHz, pulséatil a 10% com intensidade de 0,5 W/cm? método

de acoplamento direto com movimentos oscilatérios numa
ERA de 1 cm? durante 2 minutos. Esse protocolo obedece a
literatura, pois, para lesdes superficiais com drea pequena,
utiliza-se o protocolo acima'”'®. O aparelho foi devidamente
calibrado por empresa especializada, antes e apds o tratamento
proposto, com o intuito de verificar se ndo tinha havido perda
de intensidade durante o tratamento®. Todos os animais foram
tratados diariamente, respeitando o periodo de sete e 14 dias.
O tratamento foi iniciado 24 horas ap6s a inducéo da tendinite.

Andlise histologica

Os animais foram sacrificados apds o tratamento, respei-
tando o perfodo de cicatrizacdo de sete e 14 dias. Os tendoes
foram desidratados apds fixagdo e inclusos em parafina; em
seguida, foram confeccionados 150 campos para serem cor-
tados em micrétomo, de forma semisseriada, com secc¢des de
5 pm de espessura, cinco cortes por animal, para serem cora-
dos com hematoxilina-eosina (H&E) e tricromico de Masson
(TM). A histomorfometria foi realizada com a utilizagcdo de um
microscépio éptico binocular, com aquisi¢do de fotos na obje-
tiva de 40X, para a diferenciagéo celular do nimero de células
inflamatdrias totais do campo de observagao, intratendineo,
utilizando o programa de computador Image J® na sua funcao
cell conter. Vale considerar que todas as fotos apresentadas nos
resultados tiveram o mesmo aumento. Néo foi feita diferencia-
céo celular e, sim, contadas células totais.

Analise estatistica

Os dados coletados foram avaliados quanto ao coeficiente
de variacgdo e a distribuicdo amostral para determinagédo do
teste estatistico, considerando o nivel de significancia de 5%
(p<0,05)*. Realizou-se a andlise estatistica da variagdo do nd-
mero de células inflamatdrias obtido nos grupos tratados e
néo-tratados, utilizando-se ANOVA, com pés-teste de Tukey,
por meio do programa estatistico GraphPad Prism®, versao 3.0.
Para confeccdo da barra de rolagem dos gréficos, levou-se em
consideragio o erro-padrio da amostra. Os dados obtidos apre-
sentaram distribui¢cdo normal, segundo teste de Kolmogorov-
Smirnov.

Resultados

Ap6s andlise da Figura 1, comparativo da varia¢do do nii-
mero de células inflamatérias foi considerado estatisticamente
significativo com valor de p<0,05, porém observou-se nido
existir diferenca estatistica significativa quanto ao niimero de
células inflamatdrias entre os grupos tratados e ndo-tratados.
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Figura 1. Grafico comparativo da variacdo (A) do nimero de células
inflamatdrias ap6s sete dias de tratamento.
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Figura 2. Grafico comparativo da variagdo (A) do nimero de células
inflamatdrias ap6s 14 dias de tratamento.
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Figura 3. Microscopia do tenddo calcaneo de rato. Grupo (3) tratado
com UST+ logdo estéril (oil free). Foto A, intratendineas, sete dias,
coradas com H&E e objetiva de 100X, evidenciando grande celularidade
as custas de células inflamatdrias (1), fibroblastos (2) e edema (3), 0
que demonstra tratar-se de tecido de granulagdo recém-formado.
Foto B, intratendineas, 14 dias, coradas com H&E e objetiva de 100X,
gvidenciando uma diminuicdo da celularidade devido a diminuicdo de
células inflamatdrias. Os fibroblastos agora predominam e encontram-
se mais ordenados (4). Foto C, intratendineas, sete dias, coradas com
tricrdmio de Masson utilizando objetivas de 100X. Foto D, intratendineas,
14 dias, coradas com Tricrdmio de Masson, utilizando objetivas de
40X. As duas Ultimas fotos evidenciam o amadurecimento do tecido de
granulagdo com 0 aumento da deposicdo de matriz extracelular, visto na
Foto D, quando comparada com a C.

Ao se analisar a Figura 2, para os animais tratados por 14
dias, os grupos tratados com ultrassom apresentaram resulta-
dos significativos p<0,001.

A Figura 3, Foto A, corada com H&E mostra que, para os
animais tratados durante sete dias, hd presenca de tecido de
granulacdo em amadurecimento, edema e vasos neoformados,
porém em menor quantidade que no tecido de granulagédo
recém-formado, com vasos mais organizados e proliferacdo de
fibroblastos com deposi¢do de matriz extracelular (ME). Aos
14 dias de tratamento, como ilustrado na Foto B, corada com
H&E, ocorre fibrose em organizacéo, proliferacdo de fibroblas-
tos e vasos mais organizados e em menor quantidade que no
tecido de granulacdo, porém ainda em maior niimero que no
tecido fibroso maduro.

Nos animais tratados por sete dias, corados com TM, Foto
C, observa-se deposicdo de ME de maneira desorganizada,
com fibras mais delgadas que no tecido conjuntivo habitual.
Na Foto D, corada com TM, apés 14 dias de tratamento, ocorre
area de fibrose com dreas azuis (ME depositada) em maior
quantidade que na area vermelha ( fibroblastos proliferados).
A fibrose encontra-se em processo de organizagao.

Analisando a Figura 4, quanto aos animais tratados por
sete dias, corados com H&E, observa-se, na Foto A, tecido de
granulacdo em amadurecimento, edema e neoformagéo vascu-
lar, porém em menor quantidade que no tecido de granulagéo
recém-formado. Os vasos também sdo mais organizados que
no tecido de granulagdo recém-formado. Ha proliferagdo de
fibroblasto e deposi¢do de ME. Apés 14 dias de tratamento e

Figura 4. Microscopia do tenddo calcaneo de rato. Grupo (4) tratado
com UST + gel Ovis aries. Foto A, intratendineas, sete dias, coradas
com H&E e objetiva de 40X, visualizando vasos capilares (5). Foto B,
intratendineas, 14 dias, coradas com H&E e objetiva de 40X. Foto C,
intratendineas, sete dias, coradas com Tricrdmio de Masson, utilizando
objetivas de 40X, visualizando matriz extracelular — tecido elastico (6).
Foto D, intratendineas, 14 dias, coradas com Tricromio de Masson,
utilizando objetivas de 40X.
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corados com H&E, a Foto B mostra fibrose em organizacéo,
proliferacéo de fibroblastos, com vasos mais organizados e em
menor quantidade que no tecido de granulacgdo, porém ainda
em menor nimero que no tecido maduro.

Para os animais tratados por sete dias e corados com TM,
a Foto C mostra fibras mais delgadas e desorganizadas que no
tecido conjuntivo habitual. Para os ratos tratados por 14 dias
e corados com TM, a Foto D mostra areas de fibrose e outras
vermelhas ( fibroblasto proliferado) e fibrose em organizagéo.

Discussao

A terapia com UST e Ovis aries apresentou resultado signi-
ficativo no periodo de sete dias no que diz respeito ao processo
inflamatério. Aos 14 dias de tratamento, observou-se maior
presenca de fibroblastos no grupo UST + oil free e UST + Ovis
aries, com tecido coldgeno mais organizado, sugerindo a agio
anti-inflamatéria dessa terapia.

Os autores relataram, em estudo, que os acidos oleico e
linoleico, presentes na fracéo lipidica do Ovis aries, podem ser
usados como agentes anti-inflamatérios durante a primeira
fase do processo de cicatrizagdo, contribuindo ainda de ma-
neira eficaz na aceleracéo do processo de reparagio tecidual’.

Existe a influéncia da administragdo tdpica dos écidos
a-linolénico (n-3), linoleico (n-6) e oleico (n-9) no processo de
cicatrizacdo de feridas em ratos. Observou-se que, a partir do
5¢ dia de tratamento, topicamente, com acidos oleico e lino-
leico, houve redugéo significativa da ferida e inibicdo de 6xido
nitrico no local nas primeiras 48 horas®.

Neste trabalho, observou-se uma agéo terapéutica im-
portante dos 4cidos linoleico e oleico, encontrados na fragdo
lipidica do Ovis aries™*, no processo de cicatrizagéo, cujos re-
sultados da contagem do niimero de células inflamatdrias estdo
representados na Figura 1. Os resultados obtidos mostram que
houve uma diminui¢do do nimero de células inflamatérias e
evidenciou-se também o poder de aceleracédo do processo anti-
inflamatdrio, o que esta de acordo com a literatura®*,

Os 4cidos graxos tém se mostrado como aceleradores do
processo cicatricial, atuando como agentes quimiotaticos
paraleucécitos, promovendo a angiogénese, como hidratante
das feridas**.

Os efeitos do UST dependem de vérios fatores fisicos e bio-
légicos, como: a intensidade; o tempo de aplicacédo; o estado
fisioldgico da area a ser tratada e a estrutura espacial e tempo-
ral do campo ultrassonico que vai ser tratado®. Essas varidveis
devem ser entendidas para que se tenha uma correta compre-
ensdo do mecanismo do UST na ac¢do com o tecido bioldgico.
A irradiacdo ultrassonica tem uma importante participagdo no

processo de cicatrizagdo cutanea, acelerando a reparacéo teci-
dual e colaborando com a velocidade de cicatrizagdo quanto
a qualidade do tecido cicatricial®. Essas mudangas incluem
aumento da sintese proteica, mastdcitos, granulagio, absor-
¢éo de célcio e mobilidade de fibroblastos que, segundo vérios
estudos, poderiam acelerar o processo cicatricial”.

Os resultados desta pesquisa mostram que a terapia com ul-
trassom associado ao Ovis aries apresenta efeito anti-inflamaté-
rio significativo na fase aguda do processo de inflamagéo (Figura
1) tratado por um periodo de sete dias, com relagéo ao grupo
controle. Nesse periodo da inflamacéo aguda, ocorre inicial-
mente uma resposta vascular, com producédo de vasoconstri¢éo
pela acdo da noradrenalina e contragdo do endotélio, seguida de
vasodilatacdo, e as células inflamatdérias (leucdcitos e neutrdfi-
los) séo atraidos para a drea da lesdo. Nesse momento, os macré-
fagos removem os restos celulares e componentes extracelulares
alterados, e os fibroblastos iniciam a sintese de coldgeno®*.

Tem-se estudado um melhor entendimento dos acidos gra-
xos poli-insaturados sobre o sistema imune com a finalidade
de conhecer a dinamica dos eicosanoides derivados do 4cido
araquidonico na modulagéo das respostas inflamatdrias e na
imunidade, importante para o organismo e para as células®.

O pesquisador® relata os efeitos positivos do UST na fo-
noforese comparados com os efeitos da aplicacdo topica de
hidrocortisona no processo de reparo do tendéo de Aquiles de
rato, apds tenotomia. O tratamento demonstrou ser o método
mais eficiente, concluindo que o UST estimula a aceleracdo do
processo de reparo tecidual e induz a penetragéo transcutanea
da hidrocortisona.

Este estudo avaliou a aplicacéo do gel Ovis aries, utilizando o
ultrassom pulsatil no processo de aceleracdo no tratamento da
inflamagdo. O uso concomitante de anti-inflamatdrios tépicos
na forma de gel e UST vem se tornando uma pratica comum
nos servicos de reabilitagéo pelo favorecimento da penetracao
de substéncias através da via transcuténea’®.

Conclusao

O modelo utilizado no presente estudo mostra que o efeito
da terapia da fracéo lipidica do Ovis aries, associado ao ultras-
som pulsado e a fric¢do em modelo de tendinite induzida em
ratos, interfere na cicatrizagdo tendinea. Houve uma variagio
do ntimero de células inflamatdrias para os animais tratados
por 14 dias em relagéo ao grupo controle, apresentando resul-
tado significativo.

Dessa maneira, sugerem-se mais estudos para explicar o
mecanismo de ac¢do do UST e da fonoforese bem como validar
os parametros utilizados.
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