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RESUMO: Este estudo objetivou comparar o efeito da reparacao tendinea por Abelmoschus
esculentus Linn (AEL) e ultrassom terapéutico (US) em modelo experimental de tenotomia.
Foram selecionados 40 ratos machos Wistar que passaram por uma tenotomia na pata
direita sendo tratados durante 7 e 14 dias consecutivos, os animais foram divididos em
grupos com tratamento de AEL por via tépica, US, conjunto das duas terapias, além do
grupo controle. ApGs o tratamento os tenddes foram removidos para analise histologica,
sendo realizado a contagem de células inflamatorias e fibroblasticas. A analise estatistica
foi feita através da variacdo do numero de células no respectivo grupo, utilizando a analise
de One Way ANOVA seguido pelo teste de Newman-keuls com nivel de significancia de
5% (p<0,05). Nos resultados foi visto a reducdo significativa (p<0,05) de células
polimorfonucleadas do grupo tratado com US + AEL em relacdo ao grupo controle no tempo
de 14 dias. Em relagcdo ao numero de células fibroblasticas houve aumento significativo nos
grupos tratados com sonoforese em relacéo ao grupo controle em 7 e 14 dias. Nos outros
grupos nado houve diferencas significativas. A terapia com US e AEL mostrou efeito
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adjuvante no processo de reparo do tendao, demostrando eficacia da sonoforese com AEL.
Palavras-chave: Ratos Wistar. Tendinite. Quiabo. Terapia por Ultrassom. Fonoforese.

REPAIR OF THE CALCANEAL TENDON IN RATS AFTER TENOTOMY AND
TREATMENT BY ABELMOSCHUS ESCULENTUS LINN AND THERAPEUTIC
ULTRASOUND

ABSTRACT: This study aimed to compare the effect of tendon repair by Abelmoschus
esculentus Linn (AEL) and therapeutic ultrasound (US) in an experimental model of
tenotomy. A total of 40 male Wistar rats were submitted to a tenotomy in the right paw
and were treated for 7 and 14 consecutive days. The animals were divided into groups
with AEL treatment topical, US, all of the therapies, as well as the control group. After
the treatment, the tendons were removed for histological analysis, counting
inflammatory and fibroblast cells. Statistical analysis was done by varying the number
of cells in the respective group, using One Way ANOVA followed by Newman-keuls
test with significance level of 5% (p<0.05). The results showed a significant reduction
(p <0.05) in polymorphonucleated cells from the US + AEL treated group compared to
the 14-day control group. In relation to the number of fibroblastic cells there was a
significant increase in the groups treated with phonophoresis in relation to the control
group in 7 and 14 days. There were no significant differences in the other groups. US
and AEL therapy showed an adjuvant effect on the tendon repair process,
demonstrating the efficacy of phonophoresis with AEL.

Keywords: RatsWistar. Tendinopathy. Abelmoschus. Ultrasonic Therapy.
Phonophoresis.

INTRODUCAO

A lesdo tecidual é iniciada pela fase inflamatéria onde fagocitos absorvem os
tecidos destruidos e o sangue extravasado. Seguida pela fase de proliferacdo no qual os
fibroblastos formam a nova matriz extracelular, e por fim se tem a fase de remodelamento
para o novo tecido ser reorganizado o mais préoximo do normal (DARBY et al., 2014,
MENDONCA; COUTINHO NETTO, 2009; WYNN; VANNELLA, 2016). No tecido tendineo,
esse processo pode demorar meses, e levar a complicacBes funcionais que prejudicam a
reabilitacdo (FARCIC et al., 2013).

Diversos recursos terapéuticos podem ser utilizados com a finalidade de aceleracao
do reparo tendineo, dentre eles esta o uso de fitoterapicos (ARO et al., 2015; SILVA et al.,
2015) e Ultrassom Terapéutico (US) (MOURA JUNIOR et al., 2015; BERTOLINI et al., 2012)
gue induz a degranulacdo dos mastocitos (MOSTAFA et al., 2015) ocasionando a liberacéo
de acido araquiddnico, sendo este um precursor para a sintese de mediadores
inflamatorios, assim acelerando as respostas inflamatérias e otimizando esse processo
(WATSON, 2008), esse recurso terapéutico pode também aumentar a sintese de colageno
e promover aumento na proliferacéo de fibroblastos (GUIMARAES et al., 2011).
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O US tem a propriedade de facilitar a penetracdo de substancias através da pele
chamada de fonoforese (SALIBA et al., 2007) onde a energia ultrassénica abre caminhos
através da pele permitindo que agentes farmacologicos se difundam e penetrem nos tecidos
mais profundos (ROOHI; KHOSHKHAHESH; BOHLOOLI, 2016). Na literatura essa
propriedade vem sendo amplamente utilizada na reparacao tecidual com fitoterapicos com
potencial cicatrizante (ALFREDO et al., 2008; LEAL et al., 2016; MAIA FILHO et al., 2011).

Os fitoterapicos sédo largamente utilizados pela populagcdo mundial em virtude
principalmente do seu baixo custo para tratamento de diversas enfermidades e pela
facilidade de acesso (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Entre essas plantas
medicinais esta o Abelmoschus esculentus Linn (AEL) conhecido por quiabo, utilizado como
alimento comestivel em virtude dos seus nutrientes (GEMEDE et al., 2015), cultivado em
varias regiées do mundo com climas temperados tropicais e subtropicais (SOLIMAN; EL-
MOHAMEDY, 2017). De acordo com evidéncias cientificas, o AEL pode ser util no
tratamento de disturbios inflamatérios (SOARES et al 2012; ORTAC et al., 2018), além de
apresentar efeitos neuroprotetores, eliminadores de radicais livres e quimioprotetores em
potenciais (SHAHREZA, 2016)

No entanto nenhum estudo presente na literatura verificou os efeitos do AEL na
inflamacédo tendinea e nem associado a sonoforese, a vista disso o objetivo desta pesquisa
foi comparar a eficacia da sonoforese com AEL na leséo tendinea.

METODOLOGIA

ASPECTOS ETICOS

Estudo com abordagem qualitativa e quantitativa, do tipo longitudinal. O protocolo
de pesquisa foi submetido & analise, obtendo parecer favoravel pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais do Centro Universitario Santo Agostinho (CEUA/FSA), pelo protocolo
n°2391/17 contemplando o que consta na resolucédo n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008,
conhecida como Lei Arouca.

AMOSTRA E DIVISAO DOS GRUPOS

Foram selecionados 40 ratos machos Wistar (Rattus norvegicus albinus) com idade
entre 30 e 60 dias (235 + 8 g), divididos em 8 grupos, subdivididos em dois tempos de
tratamento, seguindo um protocolo de 7 e 14 dias consecutivos de tratamento, com 1
tratamento diario (MOURA JUNIOR et al., 2015) (diagrama 1).

Os animais foram mantidos durante os protocolos experimentais em gaiolas padréo
de polietileno, devidamente etiquetadas, a temperatura ambiente controladade 24 +1°Ce
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umidade do ar de 60%, fotoperiodo de 12 h claro/escuro, recebendo agua e alimentacéo
ad libitum.

Tratados durante 7 dias 40 ratos Tratados durante 14 dias
consecutivos machos consecutivos

J

Tratamento de cada grupo:

W l’ W

Grupo omfrole, o ol realizada a lesdo tecidual sem TUpo 3
po 1 C le, onde fo1 realizada a | al y Grup
(n=3%) E qualquer tipo de tratamento N (n=3)
Grupa 1 - Fecebeu por wia topica o exfrato do AEL £ Grup? 6
(B=5) - N (n=5)
Gme' 3 N Tratado com US Gme' !
|:II.= 5 :I F |:]1= 5 :|
Gg:f;ﬁ 5 Associagio do gel do AEL com US : | G[rr'llf;lg

Diagrama 1 — Divisao dos grupos e tratamento que cada um recebeu.

Legenda - Abelmoschus Esculentus Linn (AEL); ultrassom terapéutico (US);
namero de ratos por grupo (n).

Fonte: Centro Universitario Santo Agostinho.

PROCEDIMENTO CIRURGICO

Todos os animais receberam um pré-tratamento com sulfato de atropina a 0,25
mg/mL na dose de 0,04 mL/100 g de peso corpéreo por via subcutanea (MOURA JUNIOR,
2015).

Para a intervencdo cirdrgica, os animais foram pesados e logo em seguida
anestesiados com injecéo intramuscular de cloridrato de ketamina 10% e cloridrato de
xilazina 2%, na dose de 0,09 mL/100g e 0,06 mL/100g respectivamente. Posteriormente foi
realizada a tricotomia e limpeza da pele com alcool iodado 2% sendo o tenddo exposto por
meio de uma incisdo de 1 cm na pele para ser realizada a tenotomia total do tend&o
calcaneo da pata direito, em seguida sendo realizada a sutura cutdnea com fio

RIES, ISSN 2238-832X, Cacador, v.8, n° 1, p. 41-55, 2019.



~ 45 ~

monofilamento de polipropileno e a assepsia com alcool iodado a 2%.

Apos a cirurgia os animais foram submetidos a profilaxia com o uso de pentabiotico
veterinario, em via intramuscular em dose Unica de 0,02 mL/100 g de peso corporeo. Os
animais aguardaram um tempo de 24 horas para dar inicio ao tratamento (MOURA
JUNIOR, 2015)

PRODUCAO DO EXTRATO

Foi utilizando 1 kg de AEL cortados em rodelas e desidratados na estufa a 100° C
por 2 dias (MOURA et al., 2014). Apos a desidratacdo foram triturados no liquidificador e
pesados obtendo o valor de 77,29.

Ap0s este processo, utilizou se o funil de decantacéo, onde o p6 foi misturado com
etanol PA 96% permanecendo por 7 dias no funil sendo colocado em seguida no
Rotaevaporador a 100°C, depois de se obter o extrato, a solucdo permaneceu no
dessecador por 7 dias, finalizando com aspecto denso (MOURA et al., 2014).

Foram pesados 2,5 g do extrato e solubilizado em 20 ml da mistura dos solventes
etanol/agua na e foi adicionada a solucao de 5009 do gel de carbopol para obtencéo do gel
com extrato a 5%.

Para evitar contaminacao utilizou se uma fita plastica para recobrir o cabecote do
ultrassom, e o frasco do extrato era sempre manuseado com luva estéril, sendo descartada
logo em seguida.

TRIAGEM FITOQUIMICA

Foi realizada a triagem fitoquimica para verificacdo de metabdlitos secundarios do
AEL. Para andlise de flavondides foi realizada a reacéo de shinoda e reacdo com cloreto
de aluminio; para investigacao de taninos foi feito testes de para identificacdo de taninos e
reacao de stiasny; para verificacdo de antraquinonas foi realizada a reacéo de born-traeger
indireta com hidrélise e microssublimacgéo; a analise de saponinas foi feita por intermédio
do teste qualitativo de espuma; a identificacdo de glicosideos cardiotbnicos foi exercido
através da reacdo de Liebermann-Buchard e da Reacéo de Keller-Kiliani (SIMOES, 2001;
CUNHA; GRACA 2004; COSTA 1994).

PARAMETROS DO ULTRASSOM TERAPEUTICO UTILIZADO

O modelo utilizado foi 0 Sonopulse Special ®, serie 000827 de 1 MHz com éarea de
radiacdo de 1 cm?, pulsado a 10%, com frequéncia de 100 Hz e densidade de poténcia de
0,5 W/cm?, aplicado na regido durante 1 minuto, com movimentos oscilatérios (KITCHEN;
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BAZIN, 2003), uma vez ao dia.

ANALISE DAS AREAS LESIONADAS

A remocéao por dissecacdo do tendéo foi feita preconizando a primeira incisdo na
regido osteotendinea, e a segunda incisdo na insercdo miotendinea. Em seguida cada
amostra foi acondicionada separadamente em frascos identificados contendo formol a 10
%, e em caixas separadas por grupos de 7 e 14 dias. Em seguida foi realizado quatro cortes
semi-seriados com 5um de espessura por animal em um micrétomo e corados com
hematoxilina e eosina (H&E) (MOURA JUNIOR et al., 2015).

As laminas foram examinadas no microscépio Olympus CX31® acoplados a uma
camera digital para realizar a captura das imagens. As fotomicrografias foram obtidas com
sob o aumento de 400 vezes, em seguida capturadas em dois campos microscépicos
priorizando a regido onde havia maior concentracao celular, em seguida armazenadas no
formato TIFF (Tagged Image File Format).

A analise histolégica se deu por meio da avaliacdo de células inflamatorias
mononucleares, polimorfonucleares e células fibroblasticas. Para contagem manual das
células inflamatorias e fibroblasticas, as imagens foram avaliadas com auxilio do programa
de andlise computacional de imagens Image J® na funcao Cell Counter (verséo 1,32 para
Windows, National Instituteof Health, Bethesda, MD, EUA) de dominio publico.

ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada através da variacdo do namero de células no
respectivo grupo, utilizando a analise de One Way ANOVA (ndo paramétrico) seguido pelo
teste de Newman-keuls, com nivel de significancia de 5% (p<0,05), por meio do programa
estatistico GraphPad Prism® na versao 5.0.

RESULTADOS

Os resultados da triagem fitoquimica sdo vistos na tabela 1, e mostra a presenca
dos compostos de flavondides, taninos e glicosideos cardiotbnicos, e revela auséncia de
antraquinonas e saponinas no fruto AEL de nosso estudo.
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Tabela 1 — triagem fitoquimica do fruto AEL

Classe do metabdlito secundario Resultado
Flavonoides +

(flavonol, dihidroflavonol)
Taninos +

(taninos condensados ou catéquico, presencga de
taninos hidrolisaveis)
Antraquinonas -

Saponinas -

Glicosideos cardioténicos +
(presenca de nucleo terpénico, formacao de anel)

Legenda: + resultado positivo, - resultado negativo.
Fonte: Laboratério de Ciéncias farmacéuticas do UNIFSA.

A variacdo do numero de células inflamatdrias mononucleares vista em dois tempos
experimentais 7 dias (Grafico 1A) e 14 (Gréafico 1B) revelou que ndo houve nenhuma
diferenca significativa na comparacéo entre grupos (p>0,05).
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Gréfico 1 - Comparativo da variagdo do numero de células mononucleadas em 7 (A) e 14 (B) dias, os valores
apresentados representam a média + E.P.M.
Fonte: Centro Universitario Santo Agostinho.

No grafico 2A estdo expressos a analise do numero de células inflamatorias
polimorfonucleres evidenciando que em 7 dias ndo houve diferenca significativa (p>0,05).
Ja na comparacéo entre grupos com o tempo de 14 dias (Gréafico 2B) houve diferenca
significativa entre o grupo 5 (p<0,05) e grupo 8.
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Grafico 2 - Comparativo da variagdo do numero de células polimorfonucleadas em 7 (A) e 14 (B) dias, os

valores apresentados representam a média + E.P.M.
Legenda - * estatisticamente significativo, p<0,05.
Fonte: Centro Universitario Santo Agostinho.

A contagem do namero de células fibroblasticas em 7 dias vista no gréafico 3A,
revela diferenca significativa entre o grupo 4 e os demais grupos (p<0,05). Enquanto com
o tempo de tratamento de 14 dias (Grafico 3B) foi vista diferenca significativa entre o grupo

8 e grupo 5 (p<0,05).
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Grafico 3 — Comparativo da variacdo do numero de células fibroblasticas em 7 (A) dias e 14 (B) dias, os

valores apresentados representam a média + E.P.M.
Legenda - * estatisticamente significativo, p<0,05.
Fonte: Centro Universitario Santo Agostinho.

Na figura 1 estdo representadas as imagens de cada grupo, sendo possivel
observar nos grupos controles (Foto A e E) grandes quantidades de células inflamatorias e
pouca presenca de células fibroblasticas, indicando intenso processo inflamatorio. Nos
grupos com uso topico do AEL (Foto B e F) células fibroblasticas estdo mais presentes,
porém com células inflamatérias em grande quantidade.
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As foto C e G (Figura 1) representam 0s grupos que utilizaram a terapia por US e
indica abundancia de células inflamatorias nos dois tempos de tratamento, com uma maior
presenca de células inflamatérias e fibroblasticas no tempo de 14 dias (Foto G). O
tratamento de 7 dias (Foto D) revela maior nUmero de células fibroblasticas em relacéo ao
namero de células inflamatérias. A foto H possui poucas células inflamatoérias que pode ser
indicativo de uma fase mais avancada do processo inflamatorio.

A E
— -
—
- —
—
B - F
—
-
(9 — G
—
b -
e -

Figura 1 — Microscopia do tenddo calcneo de ratos corados com hematoxilina e eosina no aumento de 400
vezes.

Legenda - Foto A: grupo 1 tratamento de 7 dias. Foto B: grupo 2 tratamento de 7 dias. Foto C: grupo 3
tratamento de 7 dias. Foto D: grupo 1 tratamento de 7 dias. Foto E: grupo 5 tratamento de 14 dias. Foto F:
grupo 6 tratamento de 14 dias. Foto G: grupo 7 tratamento de 14 dias. Foto H: grupo 8 tratamento de 14 dias.
Setas na coloracao preta indicam células inflamatdrias mononucleadas, setas na coloragao vermelha indicam
células inflamatdrias polimorfonucleadas, setas na coloragao amarela indicam fibroblastos.

Fonte: Centro Universitario Santo Agostinho.

DISCUSSAO

O Tratamento com US e AEL demonstrou melhor capacidade em aumentar o
namero de células fibroblasticas em comparac&o aos outros grupos no tempo experimental
de 7 dias, e em relacdo ao controle em 14 dias. Dados semelhantes com outros fitoterapicos
foram encontrados na literatura (LEAL et al., 2016; OLIVEIRA; VIEIRA), que inferem a
efetividade da fonoforese.

Leal etal., (2016) analisou a eficacia da fonoforese com cascas do caule da Ximenia
americana L. em tendinite, onde foi observado aumento significativo do nimero de células
fibroblasticas no grupo de fonoforese em relagéo ao grupo placebo.

Na fase proliferativa da inflamacéo os fibroblastos produzem a nova rede estrutural
necessaria para o crescimento celular no tecido lesado (MENDONCA; COUTINHO NETO,
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2009). Essas células no tenddo podem ser um modelo mais apropriado para estudar
atividades celulares na cicatrizacédo de tenddes (FU et al., 2008a)

Os resultados da presente pesquisa mostram que a combinacédo do US com AEL
apresentou efeitos antiinflamatérios em comparacdo ao grupo controle com tempo de 14
dias visto na diminuicéo de células inflamatérias (figura 3B), corroborando com o pesquisa
de Ricoldy et al. (2010) que em sua pesquisa utilizou o gel extraido da Calendula officinali
em conjunto com o US em uma lesdo muscular experimental, a terapéutica apresentou
efeito anti-inflamatdrio, pois mostrou maior quantidade de fibroblastos, neovascularizacéao
e mioblastos em relacdo ao grupo sem tratamento.

A aplicacédo de drogas usando o US para potencializar os efeitos dos compostos
ativos vem se tornando uma pratica comum, principalmente no seu modo pulsado afim de
evitar efeitos térmicos na lesdo aguda, o que poderia agravar o quadro (YANG et al., 2008)
Além do que essa modalidade evita efeitos adversos, provocados por drogas
antiinflamataorias sistémicas (MAIA FILHO et al., 2010).

A efetividade do US no processo de cicatrizagdo a curto prazo no modo pulsado
ainda é inconclusivo (LARSEN et al., 2005), visto que essa eficacia depende de variaveis,
como seus parametros, tempo de aplicacdo, area da leséo e tipo de tecido (FU et al., 2008b;
WATSON, 2008) Estudos afirmam que tratamentos com US em curtos periodos (menor
gue 12 intervenc¢des) ndo mudam significativamente o processo de cicatrizacdo de tecidos
moles (BAKER, ROBERTSON, DUCK, 2001; LARSEN et al.,, 2005; ROMANO et al.,
2010)concordando com os resultados da presente pesquisa onde o US nao obteve
resultados significativos no processo de reparacdo nem 7 e 14 dias de tratamento quando
comparado ao grupo controle.

Apesar da aplicacdo por via tépica do AEL ndo ter mostrado melhora significativa
na inflamacgéo tendinea experimental em nosso estudo, a sonoforese com gel do AEL
revelou auxilio no processo inflamatério de tenddo em ratos. Esses beneficios podem ser
explicados pela composi¢do quimica do fruto, que em nossa triagem fitoquimica mostrou
presenca de flavondides (tabela 1), que atuam na modulagéo de células envolvidas com a
inflamacao, inibindo a producéo de citocinas pro-inflamatorias, modulando a atividade das
enzimas da via do &cido araquiddnico, atua também na enzima formadora de 6xido nitrico
(COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009)

No estudo de Patwardhan e Bratt (2016) uma fracdo de acetato de etila rico em
flavonoides do quiabo reduziu o dano oxidativo no DNA, produziu um efeito antioxidante
enzimatico enddgeno, e protegeu contra a citoxidade induzida por raios ultravioletas em
células fibroblasticas dérmicas de humanos.

Os taninos presente no fruto (tabela 1) participam do processo de cicatrizacédo de
feridas e inflamacbes através da formacdo de uma camada protetora sobre o tecido
danificado. Abaixo dessa camada o processo de cicatrizacdo acontece. (COSTA et al.,
2008).

A maior eficacia no processo de reparo tecidual visto no presente estudo ocorreu
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com a associacdo do US e AEL, dados importantes visto que tratamento por via topica
evitam a reducdo de disponibilidade da terapéutica por via oral em decorréncia do
metabolismo de primeira passagem no figado (PEREIRA, 2007) alem de evitar efeitos
adversos sistémicos (MAIA FILHO et al., 2010).

CONSIDERACOES FINAIS

O estudo mostrou que a combinacao entre o US e AEL obteve melhores resultados
em relacdo ao grupo controle por aumentar o numero de células fibroblasticas e diminuir o
numero de células inflamatodrias no tempo experimental de 14 dias.

A partir disso, sugerem-se novas pesquisas a fim de aprofundar conhecimentos
guanto a concentracao e dose do AEL em tendinites e em outros tipos de lesdes.
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