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RESUMO

O ultrassom terapéutico é visto hoje como um dos recursos mais utilizados na pratica da medicina clinica
e o exercicio fisico é consolidado como uma terapéutica eficaz e eficiente em diversos casos, porém ainda
pouco investigados em conjunto; por isso, o presente trabalho tem como objetivo analisar a influéncia do
ultrassom e do exercicio fisico sobre as concentracdes de triglicérides sérico e intramusculares (IMTG) em
ratos diabéticos experimentais. Foram utilizados ratos Wistar adultos divididos em oitos grupos: Diabéticos
Sedentérios (DS), Diabéticos Treinados (DT), Diabéticos Sedentarios e Ultrassom (DSUs), Diabéticos Treina-
dos e Ultrassom (DTUs), Controle Sedentério (CS), Controle Treinado (CT), Controle Sedentério e Ultrassom
(CSUs), Controle Treinado e Ultrassom (CTUs). O protocolo de treinamento constituia de natagao cinco dias
por semana, 30 minutos, por dia com uma carga méxima equivalente a 8% da massa corporal, durante trés
semanas. A terapia ultrassonica foi realizada cinco dias por semana, durante duas semanas, com intensidade
de 0,2W/cm? e frequéncia de 1,0MHz. Ndo houve diferencas significativas nos triglicerideos séricos e nos
musculo Tibial Anterior e Gastrocnémio. Para 0 musculo Séleo as concentragdes dos grupos diabéticos foram
menores comparados com as dos grupos controles e também entre os grupos DT e DTUs comparado com DS
e DSUS, sendo que treinados apresentaram as menores concentracées. O ultrassom pulsado na intensidade
proposta ndo influenciou as concentracdes séricas de triglicerideos nem de IMTG. Porém o exercicio fisico
foi eficaz em reduzir IMTG no musculo Séleo.
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ABSTRACT

Therapeutic ultrasound is seen today as one of the most useful resources in the practice of clinical medi-
cine and physical exercise is consolidated as an effective and efficient therapeutics in several cases; however,
they are still little investigated when associated. Therefore, the present work has as the aim to analyze the
influences of ultrasound and physical exercise on serum and muscle triglycerides concentrations in experi-
mental diabetes rats. Adult Wistar rats were used and divided in eight groups: Sedentary Diabetics (SD), Trained
Diabetics (TD), Sedentary Diabetic and Ultrasound (SDUs), Trained Diabetic and Ultrasound (TDUs), Sedentary
Control (SC), Trained Control (TC), Sedentary and Ultrasound Controls (SUCs), Trained Control and Ultrasound
(TCUs). The training protocol was composed of swimming exercise five days a week, 30 daily minutes and
with maximum load of 8% of body mass during three weeks. The ultrasound therapy was performed five
days a week, for two weeks, with intensity of 0.2W/cm? and frequency of 1.0MHz. No significant differences
were observed in the serum triglycerides or in the tibialis anterior and gastrocnemius muscles. Concerning
the soleus muscle, the diabetic groups showed lower concentrations compared to the control groups and
TD, and TDUs groups showed lower concentrations compared to SD and SDSU, with the trained groups
presenting the lowest concentrations. The pulsed ultrasound in the intensity investigated did not influence
serum triglycerides or IMTG. However, exercise was effective in reducing soleus muscle triglycerides.

Keywords: physical exercise, ultrasound therapy, triglycerides.

INTRODUCAO

Um dos recursos fisicos mais usados hoje nas praticas clinicas e
desportivas é o ultrassom terapéutico. Devido ao seu uso extenso,
a energia ultrassdnica tem sido investigada como um 6timo auxiliar

para diversos processos bioldgicos. E um agente terapéutico capaz de
atingir tecidos a uma profundidade de 3 a 5cm', produzindo diversos
efeitos como aumento do metabolismo local, aumento da circulacéo,
extensibilidade do tecido conjuntivo e regeneracao tecidual'”, au-
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mento da atividade enzimdtica e mudanca da atividade contratil do
musculo®. O ultrassom pode ser usado em combinagdo com outras
formas de terapia, principalmente o exercicio fisico, potencializando
0s seus beneficios®.

Os triglicérides intramusculares (IMTG) tém sido alvo de diversas
pesquisas tendo como foco a relagcdo com exercicio e o diabetes me-
lito. £ senso comum entre os pesquisadores que o aumento indeseja-
do de IMTG é um fator que contribui para a resisténcia a insulina®'o.
Foi constatado que ratos induzidos ao diabetes experimental apre-
sentam acUmulo de IMTG. Além do excesso de IMTG, foi relatada di-
minuicdo na taxa de oxidacdo de gordura em humanos diabéticos e
ObeSOS(S,H,MJé)_

A maioria dos IMTGs sdo armazenados dentro das fibras musculares,
perto das miofibrilas e constituem uma importante reserva de combus-
tivel intramuscular’®!”, sendo que a energia provida pelos triglicérides
¢ 60 vezes maior que a do glicogénio no musculo®,

Para se reverter os efeitos deletérios produzidos pelo acimulo
exagerado de IMTG, vérias técnicas tém sido empregadas, mas até
agora o Unico método ndo farmacolégico conhecido que reduz di-
retamente o IMTG ¢ a atividade muscular’. Nas bases de dados nao
foi constatada utilizagdo da terapia ultrassdnica como método isolado
ou combinado para alterar as concentragdes de IMTG. Devido a isto e
aos efeitos ja constatados do ultrassom, o estudo presente tem como
objetivo analisar a influéncia do ultrassom e do exercicio de esforco
sobre as concentracdes de triglicérides séricas e musculares em ratos
submetidos aos diabetes experimental.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Para o experimento foram utilizados ratos Wistar, com idade apro-
ximada de 120 dias. Os animais foram obtidos do Biotério Central da
UNESP, Campus Botucatu, e mantidos durante todo o experimento no
Biotério do Laboratdério de Biodinamica do Departamento de Educa-
¢do Fisica do Instituto de Biociéncias da UNESP, Campus Rio Claro. Os
animais foram mantidos em gaiolas coletivas com, no maximo, cinco
animais, sendo acondicionados em sala sob temperatura controlada de
25°C e ciclo claro/escuro de 12/12h, com dgua ad libitum e alimentados
com ragao solida balanceada para roedores (Labina Purina®).Todos
os procedimentos experimentais estdo de acordo com as normas do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Diabetes experimental

Os animais selecionados para o grupo diabético foram mantidos em
jejum por um periodo de 12 horas. Decorrido este periodo, os animais
foram anestesiados por em camara de CO, e receberam uma solugdo
de aloxana em tampao citrato 0,01M, pH 4,5 na propor¢do de 35mg
para cada kg de massa corporal. A administracao foi através de injecdo
intravenosa na veia dorsal do pénis. Apds a indugdo, os animais foram
tratados com glicose adicionada a dgua (125g de acUcar para cada 500ml
de dgua) durante 24 horas, com o intuito de evitar morte decorrente de
hipoglicemia severa'®. Para a constatacéo do diabetes experimental foi
realizada verificagdo da glicemia através do método de glicose oxidase!'”.
Os animais que apresentaram glicemia superior ou igual a 250mg/dl
foram incluidos no grupo diabético!'®. J& os animais que apresentaram
valores inferiores a 250mg/dl eram descartados do experimento.

Grupos experimentais

Foram formados quatro grupos diabéticos experimentais distin-
tos conforme descrito abaixo: Diabéticos Sedentarios (DS): os ratos
deste grupo foram induzidos ao diabetes experimental e mantidos
sem nenhum tipo de atividade fisica; Diabéticos Treinados (DT): fo-
ram induzidos ao diabetes experimental e realizaram o protocolo de
treinamento fisico; Diabéticos Sedentéarios e Ultrassom (DSUs): os ratos
deste grupo foram induzidos ao diabetes experimental, mantidos sem
nenhum tipo de atividade fisica, porém realizaram a terapia com ul-
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trassom; Diabéticos Treinados e Ultrassom (DTUs): foram induzidos ao
diabetes experimental, realizaram o protocolo de treinamento fisico e
também a terapia com ultrassom. Da mesma forma, foram formados
quatro grupos controles aos quais foi dado o mesmo tratamento em
relacdo ao treinamento fisico e terapia de ultrassom: Controle Sedenté-
rio (CS); Controle Treinado (CT); Controle Sedentério e Ultrassom (CSUs);
Controle Treinado e Ultrassom (CTUs). A desigualdade no nimero de
animais observada entre os grupos foi devida a perda de alguns animais
ocorrida durante o periodo do experimento, comum nestes casos.

Protocolo de treinamento fisico

O protocolo constituiu-se em trés semanas de um programa de
natagdo em tanque coletivo com dgua a uma temperatura variando
entre 30°C + 2°C. O treinamento foi realizado cinco vezes por semana,
uma sessao ao dia, na qual na primeira semana de treinamento foi
utilizada uma carga equivalente a 5% da massa corporal acoplada ao
tronco dos animais, com duragdo de 15 minutos no primeiro dia, 20
minutos ao segundo dia e 30 minutos nos dias subsequentes até o final
da semana, sendo esta considerada o periodo de adaptacdo do animal
a0 meio aquatico. Ao inicio da segunda semana a carga foi elevada a 8%
da massa corporal, repetindo-se a mesma duracdo da semana anterior
e na terceira semana manteve-se a carga de 8% da massa corporal e
periodo de 30 minutos durante toda a semana®,

Protocolo de terapia com ultrassom

®O equipamento utilizado neste estudo foi um (Sonacel Plus, Bio-
set ), que foi calibrado antes do inicio do experimento pelo proprio
fabricante, apresentando os seguintes parametros fisicos: forma da
onda pulsada na frequéncia de repeticao de 100Hz, onda pulsada 1:2
ou 50%, frequéncia de 1,0MHz e intensidade de 0,2W/cm? levando-se
em conta a ERA confeccionada exclusivamente para o procedimen-
to. O cabecote apresentava uma area de radiacdo efetiva (ERA) de
0,5cm?, adaptada para este experimento pelo fabricante, durante 10
minutos. O tratamento com ultrassom consistiu em 10 sessdes, cinco
dias durante a semana, uma sessao por dia, por um periodo de duas
semanas. Os ratos selecionados para a terapia ultrassonica foram tri-
cotomizados e feita assepsia com alcool 97% de toda a pata posterior
direita para facilitar a transmissdo das ondas. Para aperfeicoar o aco-
plamento entre o cabecote do ultrassom e as regides musculares foi
utilizado um gel hidrossoltvel. O ultrassom foi aplicado diretamente
em toda a pata posterior direita, compreendendo regides anteriores
e posteriores da pata.

Avaliagdes bioquimicas

Decorridas 24 horas apds o término do periodo experimental, todos
0s animais foram eutanasiados por decapitacao. O sangue foi coletado,
imediatamente centrifugado e o soro separado e utilizado para avaliagdo
da glicemia e triglicérides (TG). Os teores de glicose e triglicérides no
soro foram determinados %elo método enzimdtico colorimétrico usando
kits comerciais (LaborLab ). Em seguida foram coletados e pesados
em balanca analitica de alta precisao separadamente os musculos tibial
anterior, gastrocnémio e séleo da pata posterior direita para avaliagdo
do contetido de triglicerideos intramusculares (IMTG). As amostras fo-
ram colocadas em tubos do tipo Eppendorf de 1,5ml, contendo Q,5ml
de TritonX-100 a 0,1%. As amostras foram trituradas em Polytron™ por
10 segundos de forma pulsétil, apds este procedimento as amostras
foram centrifugadas a 4.000rpm por um periodo de 10 minutos®”. O
sobrenadante foi extraido para a determinacao do TG através do método
fotoespectrometria, através de kit comercial (LaborLab®)A

Analise estatistica

Os dados obtidos em cada grupo foram descritos como média +
desvio padrao e estes foram comparados entre si através de anélise de
variancia (ANOVA) e aplicacdo do teste de Tukey. Em todos os casos, o
nivel de significancia foi preestabelecido em 5%. Para isto foi utilizado
o software Statistica 7.
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RESULTADOS

Atabela 1 expressa os valores das concentracdes séricas de glicose e
triglicérides (TG) para os oitos grupos experimentais. Para as concentra-
¢oes de glicose, os animais dos grupos diabéticos apresentaram valores
significativamente maiores comparados com os demais animais dos gru-
pos controles. Como efeito de treinamento fisico, 0s animais dos grupos
DT e DTUs apresentaram valores significativamente menores em compa-
racdo com os grupos DS e DSUs. Para as concentra¢des de TG sérico ndo
foi observada nenhuma diferenca significativa entre os grupos.

Tabela 1. Concentracdes séricas de glicose e TG dos grupos ao final do periodo
experimental.

Grupos Glicose (mg/dL) TG (mg/dL)
DS 312,92 + 30,40* 134,84 £ 34,48
DT 249,00 + 44,83%# 12944 £ 36,19
DSUs 287,61 £ 44,40% 169,35 £ 53,76
DTUs 227,55 + 64,86*# 128,10 + 45,33
cs 113231533 12367 +47,19
CcT 123,33 +£12,08 174,24 + 17,47
CSUs 121,70 £ 14,79 13049 £ 3040
CTUs 11591 £ 30,15 143,35 £ 4332

Resultados expressos em media + desvio padrao, n = 8 animais por grupos. * = de CS, CT, CSUs e CTUs, # =
de DS e DSUs, ANOVA p < 0,05

Os resultados referentes aos triglicerideos dos musculos tibial ante-
rior e gastrocnémio foram descritos nas figuras 1 e 2, respectivamente.
Nenhuma diferenca estatisticamente foi constatada entre os grupos
para em ambos 0s casos.

Para o musculo séleo, as concentra¢des de triglicerideos encon-
tradas na musculatura foram expressas na figura 3. As concentragoes
observadas nos grupos diabéticos, DS, DT, DSUs e DTUs foram signi-
ficativamente menores que as dos grupos controles, CS, CT, CSUs e
CTUs. Outra diferenca importante e significativa foi observada entre
0s grupos diabéticos treinados e sedentario, independente da terapia
ultrassénica, os grupos DT e DTUs foram significativamente menores
comparados com os grupos DS e DSUs.

DISCUSSAO

O ultrassom é muito empregado na pratica da medicina esportiva,
sendo um de seus principais alvos o sistema musculoesquelético. Po-
rém, ainda é pouco conhecida sua influéncia sobre alguns substratos
energéticos musculares, como os IMTGs. Previamente ao presente es-
tudo, ndo ha relatos na literatura sobre tal tipo de analise.

No presente trabalho, o principal achado foi que o ultrassom te-
rapéutico, na modalidade pulsada, ndo influenciou as concentracoes
de triglicérides intramusculares (IMTG), independente do treinamento
fisico e do tipo de fibra muscular. Segundo Guo e Jensen, utilizando
a estimulagao elétrica, observaram em macacos que tal parametro
fisico durante cinco horas nao alterou as concentracdes de IMTG em
musculo gastrocnémio e soleo®, sendo este o Unico trabalho na
literatura que utilizou um recurso fisico terapéutico para investigar
sua influéncia nos IMTGs.

A intensidade relativamente baixa e o tempo de terapia reduzi-
do podem explicar a auséncia de efeitos sobre as concentracdes de
IMTG tanto nos ratos diabéticos quanto controles, podendo também
ter ocorrido uma dissipacdo da energia total utilizada devido a adapta-
¢do do cabecote de aplicacdo. Um dos principais efeitos do ultrassom
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Figura 1. Triglicerideos do musculo tibial anterior dos grupos ao final do experimen-
to. Resultados expressos em média + desvio padrao, n = 8 animais por grupo.
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Figura 2. Triglicerideos do musculo gastrocnémio dos grupos ao final do experimen-
to. Resultados expressos em média + desvio padrao, n = 8 animais por grupo.
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Figura 3. Triglicerideos do musculo séleo dos grupos ao final do experimento. Re-
sultados expressos em média + desvio padréo, n = 8 animais por grupo. a = de CS,
CT, CSUs e CTUs, b # de DT e DTUs, ANOVA p < 0,05.
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sobre o IMTG seria o incremento do metabolismo, também devido ao
aumento da temperatura tecidual local, que é dependente do tempo
da terapia, ou seja, quanto maior o tempo de terapia, maior seria o
aumento de temperatura do tecido local®.

Tais efeitos podem ser produzidos pela modalidade pulsada, porém
a melhor efetividade dos efeitos térmicos é produzida pelo modo con-
tinuo, podendo também aumentar a permeabilidade das membranas
biologicas e mudancas nos potenciais de membrana®. Portanto, os
resultados obtidos neste estudo nao foram conclusivos quanto a sele-
¢do da modalidade e parametros fisicos para que ocorram alteracoes
sobre os IMTGs, sendo entdo necessarios novos estudos.

O exercicio fisico é bem consolidado como tendo efeito seme-
Ihante & acdo da insulina no controle da homeostase glicémica®. Em
nosso estudo, o treinamento fisico diminuiu a glicemia dos animais
diabéticos, 0 que corrobora vérios estudos da literatura®. As concen-
tracdes de TG séricas ndo foram alteradas, contrastando com relatos
prévios da literatura, que reportam diminuicdo dessas concentracoes
com o treinamento fisico, provavelmente pelo fato de o treinamento
proposto neste estudo ser de curta duragao.

Os dados referentes aos IMTG mostrados na figura 1 condizem
com a literatura, que mostra que a utilizacao tanto do IMTG quanto
do glicerol depende do tipo de fibra musculart31416222627) Sendo o
tibial anterior classificado como musculo com predominancia de fibra
do tipo Il, com aproximadamente 90%, este seria mais dependente
do metabolismo glicidico®®. De acordo com alguns pesquisadores, as
fibras do tipo | manifestam um aumento da capacidade oxidativa"'?),
o que justifica a redugdo dos IMTG apenas no musculo séleo, que
contem em sua composicdo somente fibras do tipo .

A associacdo do tratamento por ultrassom ao treinamento parece
ter contribuido para 0 aumento na concentracdo do substrato, mas
apenas o ultrassom nao restabeleceu os baixos niveis induzidos pela
doenca. O musculo gastrocnémio é um musculo misto?®, porém com
predominancia de fibras do tipo Ilb, na qual a capacidade de captacdo
e oxidacao de gorduras, como IMTG é muito baixa.

As concentracdes de IMTG encontradas no musculo séleo foram
semelhantes as encontradas em outros estudos3??, ou seja, todos 0s
grupos diabéticos tiveram reducéo dos triglicérides. O musculo séleo
possui predominancia de fibras oxidativas do tipo | e contém maior

1. Berna-Serna JD, Sanchez-Garre J, Madrigal M, Zuazu |, Berna-Mestre JD. Ultrasound therapy in rectus sheath
hematoma. Phys Ther. 2005;85:352-7.

2. Van der Windt DA, van der Heijden GJ, van den Berg SG, ter Riet G, de Winter AF, Bouter LM. Ultrasound
therapy for musculoskeletal disorders: a systematic review. Pain. 1999,81:257-71.

3. Rose S, Draper DO, Schulthies SS, Durrant E. The Stretching Window Part Two: Rate of Thermal Decay in Deep
Muscle Following 1-MHz Ultrasound. J Athl Train. 1996;31:139-43.

4. Chan AK, Myrer JW, Measom GJ, Draper DO. Temperature Changes in Human Patellar Tendon in Response to
Therapeutic Ultrasound. J Athl Train. 1998;33:130-5.

5. Baker KG, Robertson VJ, Duck FA. A review of therapeutic ultrasound: biophysical effects. Phys Ther.
2001;81:1351-8.

6. De Deyne PG, Kirsch-Volders M. In vitro effects of therapeutic ultrasound on the nucleus of human fibroblasts.
Phys Ther. 1995;75:629-34.

7. Johns LD. Nonthermal Effects of Therapeutic Ultrasound: The Frequency Resonance Hypothesis. J Athl Train.
2002;37:293-9.

8. Bonen A, Parolin ML, Steinberg GR, Calles-Escandon J, Tandon NN, Glatz JF, et al. Triacylglycerol accumulation
in human obesity and type 2 diabetes is associated with increased rates of skeletal muscle fatty acid transport
and increased sarcolemmal FAT/CD36. FASEB J. 2004;18:1144-6.

9. Bruce CR, Lee JS, Kiens B, Hawley JA. Postexercise muscle triacylglycerol and glycogen metabolism in obese
insulin-resistant zucker rats. Obes Res. 2004;12:1158-65.

10. Sinha R, Dufour S, Petersen KF, LeBon V, Enoksson S, Ma YZ, et al. Assessment of skeletal muscle triglyceride
content by (1)H nuclear magnetic resonance spectroscopy in lean and obese adolescents: relationships to
insulin sensitivity, total body fat, and central adiposity. Diabetes. 2002,51:1022-7.

11, Kelley DE. Skeletal muscle triglycerides: an aspect of regional adiposity and insulin resistance. Diabetes Care.
2001;967:135-45.

12. Sacchetti M, Saltin B, Olsen DB, van Hall G. High triacylglycerol turnover rate in human skeletal muscle. J
Physiol. 2004;561:883-91.

13.  Schrauwen-Hinderling VB, Hesselink MK, Schrauwen P, Kooi ME. Intramyocellular lipid content in human
skeletal muscle. Obesity. 2006;14:357-67.

14. Tucker MZ, Turcotte LP. Aging is associated with elevated muscle triglyceride content and increased
insulin-stimulated fatty acid uptake. Am J Physiol Endocrinol Metab. 2003;285:£827-35.

15. Stannard SR, Johnson NA. Insulin resistance and elevated triglyceride in muscle: more important for survival
than “thrifty” genes? J Physiol. 2004;554:595-607

126

quantidade de IMTG e maior capacidade oxidativa''3?2. A principal di-
ferenca encontrada nas concentragdes de IMTG no musculo séleo foi
devido ao estado fisioldgico do animal diabético. A maior utilizagdo do
IMTG como substrato energético, em estado de repouso ou exercicio,
foi observada em ratos diabéticos, comparados com controles®'.
Esta maior utilizacdo é devida a falta da insulina, que tem seu papel
de regulador da oxidacdo, tanto de acidos graxos quanto de IMTG,
em exercicio e repouso®'?: portanto, os contetdos e utilizacdo de
IMTG possuem forte relacdo com a sensibilidade e concentracao de
insulina(1011:15.29),

A enzima lipase hormonio sensivel (HSL) é um dos principais re-
guladores da hidrolise de IMTG61739 e 3 insulina possui um papel
regulador desta enzima. Concentragdes baixas de insulina, como no
caso de diabéticos experimentais, podem estimular a HSL, promovendo
um aumento da hidrélise de IMTG em diabéticos.

E reconhecido também que a oxidacio de IMTG é mais elevada
durante o exercicio comparado com o repouso’?; isso foi comprovado
em nosso estudo pela diferenca significativamente maior dos grupos
diabéticos sedentdrios comparados com os animais dos grupos dia-
béticos treinados.

CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos podemos concluir que a aplicagédo do
ultrassom pulsado na intensidade e no protocolo utilizado, ndo alterou
as concentracdes de IMTG dos musculos analisados séleo, gastrocné-
mio e tibial anterior. Por outro lado, o diabetes experimental reduziu
consideravelmente as concentracdes intramusculares de IMTG. O trei-
namento fisico potencializou a redug¢do do IMTG no musculo séleo,
provavelmente em funcéo da predominancia de fibras oxidativas.

Todos os autores declararam nédo haver qualquer potencial conflito de
interesses referente a este artigo.
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