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“A vida sem ciéncia ¢ uma espécie de morte”
(Socrates)



RESUMO

As doencas do tenddo sdo importantes causas de lesdo em individuos submetidos a
treinamento excessivo. A tendinose ¢ uma dessas lesdes e caracteriza-se histologicamente
pela hipercelularidade e aumento do colageno tipo III. Diversos sao os modelos possiveis de
inducdo de tendinose em animais, sendo o mecanico o mais eficaz na reprodugdo dos eventos
envolvidos nesse processo. Devido a caracteristica propulsora das patas traseiras, ¢ necessario
um aclive de 10° na esteira utilizada na indu¢do. A velocidade de corrida a qual foram
submetidas as cobaias em modelos anteriores ¢ um fator de dificil reprodugdo. Ha, portanto, a
necessidade da padronizacao de um método mais reprodutivel. A pesquisa tem como objetivo
definir e validar um modelo de indugao de tendinose de Aquiles em ratos. Foram utilizados
doze ratos machos Wistar divididos aleatoriamente em Grupo experimental e Grupo controle.
O grupo experimental correu em uma esteira para ratos com aclive de 10°, cinco vezes por
semana, durante 70 minutos didrios, com velocidade de 18 m/min, por um periodo de 12
semanas. ApoOs o protocolo, os animais foram submetidos a eutanasia e os tenddes de Aquiles
direito e esquerdo foram removidos, fixados e processados, tendo o grupo experimental 12
tenddes (n=12) e o grupo controle 12 tenddes (n=12). Apds a preparagdo de laminas
utilizando as coloragdes de Hematoxilina-Eosina, Picrosirius Red, foi realizada a analise
histomorfométrica das mesmas. A densidade celular aumentou no grupo experimental em
relagdo ao controle, 626,08 + 18,37 versus 445,08 + 16,48, no campo 1 ¢ 615,67 £ 13,51
versus 460,00 + 27,49, no campo 2, com p < 0,05. Houve maior deposi¢ao de colageno tipo
IIT nos grupos experimentais (50, 55 + 4,002 versus 9,59 + 0,435 com p<0.001). Pode-se
observar que o modelo proposto ¢ eficaz para desenvolver uma lesdo degenerativa tipo

tendinose no tendao de Aquiles.

Palavras-chave: Tendinopatia. Tendao do Calcaneo. Modelos Animais.



ABSTRACT

The tendon diseases are major causes of injury in athletes undergoing excessive training. The
tendinosis is one of these lesions and is characterized histologically for a hyper cellularity and
increased deposition of type III collagen. There are several possible models of tendinosis
induction in animals, being most effective in the mechanical reproduction of the events
involved in this process. Because the driving characteristic of the hind legs, one incline of the
treadmill used in the 10 degrees (acclivity) induction is necessary. The running speed, which
the animals were submitted in previous models, is a factor difficult to reproduce. There is
need for standardization of model induction Achilles tendinosis, reproducible. The purpose is
to define and validate a model for the induction of Achilles tendinosis in rats. We used twelve
male Wistar rats randomly divided into experimental group and control group. The
experimental group ran on a treadmill for rats with acclivity of 10 degrees, five times per
week, daily during 70 minutes at a speed of 18 m / min for a period of 12 weeks. After the
protocol, the animals were sacrificad and Achilles tendons were removed left and right, fixed
and processed. We have twelve tendons in each group (n=12). After preparing slides using
stains of Hematoxylin-Eosin and Picrosirius Red, histomorphometric analysis was performed
of the same. The cell density increased in the experimental group compared to control, 626.08
+ 18.37 versus 445.08 + 16.48, 615.67 in field 1 and + 13.51 versus 460.00 + 27.49, field 2,
with p < 0.05 . There was a greater deposition of type III collagen in the experimental groups
(50, 55 £ 4.002 versus 9.59 £ 0.435 with p < 0.001). It can be observed that the proposed

model is effective to develop a degenerative tendinosis type Achilles tendon injury.

Keywords: Tendinopathy. Achilles Tendon. Models Animal.
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1 INTRODUCAO

A constante busca por exceléncia na pratica esportiva associada ao modismo de
determinadas préaticas atléticas, por vezes realizadas sem os devidos cuidados e avaliagoes,
levam a um crescente avango no numero de lesdes em praticantes de desporto.

Yang et al. (2012) relataram que 29,3% das lesdes em atletas colegiais americanos sao
por carga excessiva de treinamentos, 50,1% destes individuos, com mais de uma lesdo em trés
anos. Portanto, a constante busca de limites ¢ um importante fator desencadeador de injurias
nesse perfil populacional.

Kannus e Natri (1997), ja atribuiam as tendinopatias um importante papel nas doengas
relacionadas ao excessivo treinamento. O mesmo autor ainda refere que apesar do carater
multifatorial dessas, a sobrecarga se sobressai como causa da doenga tendinosa. Por sua
funcdo importante na mecanica da marcha e corrida, o tendao calcaneo ou tendao de Aquiles
(assim chamado em referencia ao her6i da mitologia grega que tinha como seu ponto fraco a
regido anatdmica onde se encontra essa estrutura) ¢ um dos mais frequentemente acometidos,
principalmente em corredores (Kader et al., 2002).

As lesdes dos tenddes foram motivos de mais de dois milhdes de consultas nos
Estados Unidos em 2001 (Lake, Ansorge e Soslowsky, 2008). Nakama et al. (2005) relatam
que mais da metade das auséncias ao trabalho nesse pais estdo relacionadas a mesma causa.

As estruturas tendinosas sdo conjuntos compactos de fibras colagenas responsaveis
pela conexdo da musculatura ao esqueleto, o que propicia a resposta deste as contragdes
musculares. Gross (1992) afirma que sua constituicao ¢ em 70% de agua com associacao aos
glicosaminos de sua matriz extracelular, mas 95% do seu peso seco ¢ de colageno. O tendao
normal tem sua maior parte do colageno representado pelo tipo I, que forma fibras coldgenas
mais robustas, e menos de 10% desse total o colageno tipo III, responsavel por fibras
reticulares, mais finas (Rufai, Ralphs e Benjamin, 1995) e em menor quantidade ainda o
colageno tipo IV (Ahtikoski et al., 2004) e elastina (Eyden e Tzaphlidou, 2001).

O colageno, que tem 25% de responsabilidade na composi¢do do tenddo, tem sua
macromolécula como um filamento semiflexivel de 300nm de comprimento e 1,5nm de
didmetro, sua estrutura fundamental ¢ feita de uma unidade monomérica denominada
tropocolageno, com massa molecular média de 280000 Da (ANEXO A). Este, por sua vez, ¢
constituido de trés cadeias polipeptideas, denominadas o, que se apresentam de forma
helicoidal e enrolam-se entre si formando uma estrutura de tripla hélice, tendo entre elas

ligagdes de hidrogénio (Karube e Suzuki, 1972).
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Segundo Egawa ef al. (2011), o coladgeno tipo I ¢ formado por duas cadeias idénticas
denominadas a; e uma distinta o, a sequéncia de aminoacidos ¢ bastante regular, a glicina
aparecendo de trés em trés destes e a prolina também se mostrando bastante regular, o
aminoacido 4-hidroxiprolina, que ¢ incomum em outras proteinas, estd bem representada no
colageno. A sequéncia Gly-Pro-Hyp € que permite a estruturacdo em hélice triplice,
permitindo que o coldgeno tipo I tenha maior resisténcia as tensdes com ligagdes mais
estaveis e nao redutiveis. Por outro lado o colageno tipo III possui ligacdes que permitem uma
organiza¢do mais dindmica, portanto, menos resistentes a tensao.

As moléculas de coldgeno se agrupam formando os feixes primarios, microfibrilas e
fibrilas, que por sua vez se organizam em fasciculos, ou feixes secundarios , a menor unidade
funcional do tendao (Khan et al., 1999). Os fasciculos sdo reunidos em uma camada de tecido
conectivo denominada endotenddo, que ja detém estruturas nervosas, vasculares e linfaticas.
A juncao dos endotenddes ¢ feita pelo epitenddo e mais externamente pelo paratendao (este
bem vascularizado).

A estrutura em paralelo dos fasciculos ¢ a responsavel pela resisténcia tendinosa
(Jozsa et al., 1991) e a baixa quantidade de elastina pela incapacidade de aumentar seu
comprimento, cerca de 8% a 10% (Butler ef al., 1978).

Segundo Lui ef al. (2011), define-se como tendinopatia o termo usado para descri¢ao
genérica da apresentacdo clinica da doenca dos tenddes com dor e edema localizados e
diferentes graus de incapacidade e eventuais roturas.

Em classico trabalho escrito para revista Arthorscopy sob o titulo Overuse Tendon
Conditions: Time to Change a Confusing Terminology os autores Maffulli, Khan e Puddu
(1998) advogam que os termos tendinite, paratenonite e tendinoses tem sua aplicagdo para
defini¢do de achados especificamente histopatologicos das tendinopatias.

Na tendinite, o sitio primario de envolvimento, o tendao, deve mostrar caracteristicas
celulares de inflamacao aguda. Erradamente, o termo ¢ utilizado para conceituar sindrome
clinicas e nao especificos achados histopatolédgicos.

As paratenonites incluem as paratendinites (processos inflamatorios no entorno da
bainha tendinosa), tenossinovite (na camada tnica de tecido areolar que cobre o tenddo) e
tenovaginite (na bainha do tenddo de camada dupla).

Puddu, Ippolito e Postacchini (1976) foram os primeiros a utilizar o termo tendinose
para caracterizar a degeneracdo tendinosa sem os achados histoldégicos de inflamacgao
intratendinea. A tendinose afeta todos os componentes do tendao: colageno, tendcitos e matriz

extracelular. Nado ¢é necessariamente sintomatica, mas tem como caracteristica a
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desorganizacdo das fibras de coldgeno. Khan, Cook, ef al. (1998), citam as caracteristicas
macroscopicas como sendo o aspecto friavel e desorganizado do tecido, sua degeneragdao
mucoide e a coloragdo acastanhada. Alguns autores, como Jarvinen ef al. (1997), salientam
que pelo menos seis tipos de degeneracao do colageno podem ocorrer na tendinose (hipdxica,
hialina, fibrocartilafinosa, metaplasia 0ssea, lipoide e mixdide), sendo a lipoide e mixoide, as
mais comuns no tenddo calcaneo. Microscopicamente encontraremos roturas das fibras de
colageno (Khan et al., 1999), a hipercelularidade dos tendcitos (Maffulli et al., 2000), bem
como arredondamento dos seus nucleos, o que evidencia o incremento da produgdo de
proteoglicanos e proteinas, sugerindo que eles tem revertido seu estdgio tenobldastico,
alterando a razdo do seu metabolismo (Soslowsky et al., 2000), aumento significativo da
quantidade de colageno tipo III em relagdo a quantidade de colageno tipo I (Fyfe e Stanish,
1992), além do aumento da quantidade de glicosaminoglicanos (Fu, Chan e Rolf, 2007),
neovascularizagao (Szomor, Appleyard e Murrell, 2006) e apoptose celular (Yuan et al.,
2002).

O aumento dos niveis de glutamato, neurotransmissor excitatério € modulador de dor
a nivel do sistema nervoso central, descrito por Alfredson ef al. (2001), maior expressao de
IGF-1 (considerada estimuladora da sintese de coldgeno) e do oxido nitrico (Szomor,
Appleyard e Murrell, 2006) sdo algumas das alteragdes imunohistoquimicas encontradas nas
tendinoses. Os mesmos autores ainda salientam que ndo ha incremento nos niveis de PGE;
quando comparados aos tenddes normais.

Portanto, ndo héa na tendinose a presenca de cé€lulas inflamatérias tanto em humanos
(Khan, Maftulli, ef al., 1998) quanto em modelos experimentais com animais (Cho et al.,
2011). Alguns estudos mostram incremento da expressdao de genes pro-inflamatérios, como
FLAP e COX-2 no inicio das indug¢des dos modelos em animais (Perry et al., 2005), voltando
a niveis normais no decorrer do processo.

Chega-se, portanto, a defini¢do expressada por Maffulli, Khan e Puddu (1998) que a
tendinose ¢ um quadro predominantemente degenerativo € ndo inflamatdrio. Podendo ter seu
inicio absolutamente assintomatico (Lake, Ansorge e Soslowsky, 2008) ou com dor leve a
palpacdo e na movimentacao ativa até dor mais intensa e uma eventual rotura parcial ou total
(Kannus, 1997).

Collins e Raleigh (2009) revelam que caracteristicas individuais podem predispor a
lesdes tendineas, sobretudo tendinoses. Essas podem estar relacionadas a idade, peso, forca

muscular, flexibilidade (Allen, Tauro e Ostlere, 1999), caracteristicas anatomicas (trajetos,
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tendOoes supranumerarios, atritos), como descrito por Miller e Vogel (1989) e também
genéticas, como aumento da expressao das MMP-3 em tendinopatias (Raleigh et al., 2009).

Porém, fatores extrinsecos sdo os mais comumente relacionados as tendinoses, além
do tabagismo, doencas sistémicas (como a hiperuricemia), desequilibrios hormonais (por
exemplo, o hipotireoidismo), e da utilizacdo de antibioticos (ciprofloxacina) terem relevancia
como etiologia comum, as atividades por esforco repetitivo, o overuse, tem papel principal
nesta (Kannus e Natri, 1997). Archambault, Wiley e Bray (1995) descrevem o processo de
surgimento da lesdo como a incapacidade de das células tendinosas de regenerar o tecido,
gerando um desequilibrio na taxa de renovacdo (turnover) do colageno, levando a
degeneracao da matriz tecidual.

Os modelos de indugdo de tendinose em animais se justificam pela dificuldade de
obter andlises histopatoldgicas nos estagios iniciais das mesmas em humanos, onde
normalmente sdo assintomaticas ou ndo necessitam de tratamento invasivo. Esses sdo capazes
de reproduzir a injlria, o que permite monitora-la em todas as fases do processo. Além disso,
esses modelos possibilitam o desenvolvimento de possiveis tratamentos fisicos e
farmacologicos, bem como opgdes de profilaxia dessa doenca tdo comum.

Podemos dividir em dois, os tipos de modelo para inducao de tendinose em animais. O
primeiro os que o fazem através de agentes quimicos. O segundo utiliza sobrecarga mecanica
através de contracdo ativa repetitiva da musculatura por periodos maiores.

Algumas substancias quimicas sao descritas em modelos como indutoras de tendinose.
As citocinas, carregininas, colagenases e prostraglandinas (Sullo et al., 2001) sdo as mais
utilizadas. Porém esse método se mostrou pouco eficaz na reprodugdo das alteragdes
histologicas, principalmente em seus estagios iniciais, sendo mais eficaz na demonstracdo de
tendinopatias puramente inflamatorias, como as tendinites.

Entretanto, os modelos de indugdo mecanica por contragdo muscular e consequente
sobrecarga repetitiva na estrutura tendinosa, apresentam alteragdes mais carateristicas da
tendinose (Backman et al., 1990). Esses modelos podem ter a participagdo passiva da cobaia
através de eletroestimuladores que propiciam a contracdo € consequente estresse sobre o
tendao (Messner et al., 1999), como os que utilizam contracdo muscular ativa por estimulagao
ao esforgo repetitivo (Sommer, 1987).

Silva et al. (2011) afirmam que apesar da possibilidade de padronizar o numero e a
magnitude de contragdes através do modelo que as realiza passivamente, quando a realizamos
de maneira ativa obtemos maior similaridade com o que acontece em humanos. Isso acontece

pelo fato dos animais ndo serem submetidos as forg¢as de reacdo com o solo (que tem
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contribuicao na etiologia biomecanica do processo de induc¢ao) e os mesmos estarem sedados
durante o processo de estimulagdo, o que altera seu metabolismo. Portanto, a indugao
utilizando a sobrecarga mecanica por contragdo ativa através do esforgo repetitivo consegue
reproduzir em seus varios estagios o processo de tendinose em humanos (Lui et al., 2011).

Soslowsky et al. (2000), através de pesquisa vencedora do Prémio Neer da American
Shoulder and Elbow Surgeons, propuseram modelo para inducdo de tendinose em supra-
espinhoso (patas dianteiras) de ratos do tipo Sprague-Dawley que consistia em corrida dos
mesmos em esteira adaptada com declinio de 10°, a 17 m/min (28,34 cm/s), por 16 semanas, 5
vezes por semana, 60 minutos por vez. Foram analisados dados histopatologicos de grupos na
quarta, oitava e Ultima semana. Os autores observaram achados compativeis com tendinose
(mesmo que incipiente) a partir da quarta semana, sendo progressivamente mais exuberantes
com o decorrer do experimento.

Um modelo semelhante foi proposto para tendinose de Aquiles (patas traseiras) em
ratos por Huang, Perry e Soslowsky (2004). Foi utilizada a mesma metodologia, excecdo da
afericdo do primeiro grupo experimental na segunda semana e ndo na quarta. Porém, nao
foram obtidos resultados significativos estatisticamente no surgimento dos achados
histolégicos da patologia. Silva et al. (2007) afirmam que a limitacdo do modelo se da pela
utilizagdo de um declinio de 10° acontece pelo fato da marcha nos quadrupedes ser
predominantemente propulsora nos membros posteriores e desaceleradora nos membros
anteriores, como foi afirmado por Courtine et al. (2005). O efeito gravitacional, entdo,
favoreceria a propulsdo, ndo levando a desejada inducdo da contracdo excéntrica e da
consequente tendinose por sobrecarga. Os autores, entdo, desenvolveram um modelo com
aclive de 10°, o que potencializaria a contragdo dos musculos posteriores. Na quarta semana ja
se obteve achados histomorfométricos de tendinose.

Entretanto, a velocidade utilizada de 26,8 m/min (44,67 cm/s, cerca de 1,61 hm/h) no
protocolo, ndo foi reproduzida de maneira homogénea nas cobaias de nosso laboratdrio,
demandando grande tempo de treinamento, além de eventuais acidentes com os animais.

Observamos, entdo, a necessidade do desenvolvimento de um modelo mais
reprodutivel, de menor custo, quer financeiro, bem como no tempo de treinamento das
cobaias e no menor sofrimento destas e também eficaz na indugdo da tendinose em Aquiles
nos ratos. Optamos, entdo, pelo uso de velocidade semelhante a dos experimentos de

Soslowsky et al. (2000), porém com o aclive da esteira de 10°.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho ¢ definir e formatar um modelo de indugdo de tendinose de
Aquiles em ratos por overuse com menor custo € maior facilidade de reproducao do que os
existentes, bem como validd-lo para utilizagdo do mesmo na pesquisa das alteragdes

histopatologicas e das possiveis profilaxias e tratamentos desse tipo de lesao.
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3 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados para viabilizagdo desta pesquisa doze ratos machos Wistar com 12
semanas de idade com peso entre 223 (peso minimo) e 254 (peso maximo) gramas, média de
243,83 gramas. Sendo divididos em grupo controle e experimental, cada um contendo 6
animais.

O grupo experimental foi submetido ao modelo proposto para inducao de tendinose de
tendao calcaneo, adaptado do preconizado por Soslowsky et al. (2000) para patas anteriores.
Os animais foram, portanto, submetidos a corrida em esteira propria para ratos (Fig. 1) com
aclive de 10 graus para que existisse sobrecarga no tendao de Aquiles, por um periodo prévio
de 4 semanas com aceleragdo gradual e por um periodo de tempo nao superior a 30 minutos
até que estivessem adaptados a atividade, uma vez adaptados (houve necessidade de troca de
animais no periodo) o evento foi repetido diariamente, cinco dias por semana por doze
semanas em uma velocidade de 30 cm/s por 70 minutos, sendo os 5 minutos iniciais de
aceleracdo gradual até que se chegasse a velocidade desejada (aquecimento) e os 5 minutos
finais de desaceleracao (diminui¢do gradual do metabolismo).

Figura 1 — Esteira motorizada utilizada em modelo

O equipamento utilizado foi uma esteira motorizada propria para ratos EP 131
Insight® (Fig. 2) com 6 baias isoladas cada uma com 170mm de altura, largura 97mm e

comprimento 385 mm, grade no fundo que produz choque para estimulo das cobaias de até
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4mA (que foi a graduagdo utilizada no experimento). O aparelho detém ainda um reldgio
digital que afere tempo, velocidade e amperagem do choque. E fabricado pela Insight —

Equipamentos de Ensino localizada em Ribeirdo Preto, estado de Sdo Paulo.

Figura 2 — Esteira motorizada para ratos EP 131 Insight®
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O grupo controle realizou atividades corriqueiras como andar em ambiente confinado
em suas gaiolas. Agua e ragdo foram oferecidos livremente aos dois grupos.

Os animais foram submetidos a eutandsia através da inalagdo por CO, complementado
por método mecanico com deslocamento cervical observando os principios do bem-estar
animal relevantes para eutanasia: elevado grau de respeito aos animais, auséncia ou reducao
maxima de desconforto e estimulos nociceptivos, inconsciéncia imediata seguida de morte;
auséncia ou reducdo maxima do medo e da ansiedade, seguranca e irreversibilidade. A
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade
Federal do Ceara tendo sido registrado sob o niimero 42/2011 (APENDICE A)

Apos confirmacao da eutandsia, foi realizado a disseccao do triceps sural das patas
direita e esquerda desde a juncdo miotendinea até a inser¢do do tenddo (Fig.3) com fragmento

do calcaneo, obtendo-se, portanto, 12 tenddes em cada grupo.
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Figura 3 — Tendao de Aquiles de Rato dissecado
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Os tenddes foram fixados em formol tamponado neutro a 10% e manualmente
processados (Fig. 4). Primeiramente, foi realizada a descalcificacdo utilizando o agente
quelante EDTA (acido etilenediaminetetracético). Posteriormente, a desidratagdo por banhos
de 1 hora cada com alcool etilico 70%, 80%, 95% e absoluto. A clarificacdo que ¢ realizada
para remover o alcool antes da inclusdo em parafina, foi feita embebendo os tecidos em Xilol

por 30 minutos. Por ultimo, ¢ feito a impregna¢ao e inclusao em parafina.
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Figura 4 — Prepara¢ao manual de laminas
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Os tenddes foram posicionados longitudinalmente no processo de inclusdo e
submetidos a cortes de Sum, tendo sido um para coloragdo Hematoxilina-Eosina (HE) e um
para coloragdo Picrosirius Red. Tendo sido retirado um feixe central do mesmo.

A hipercelularidade vista nos quadros de tendinose foi aferida neste estudo através da
contagem dos nucleos das células por campo em coloragdo HE. Foram utilizados dois campos
em cada lamina (Kesler ef al., 2000; Glazebrook M.A., 2007). Com objetivo de somar a
quantidade dos nucleos de tenocitos em 2 campos em cada lamina (Fig. 5).

Figura 5 — Microfotografia da 1amina com coloragdo HE (400x).

e —————

A - grupo controle e B - grupo experimental, mostrando maior quantidade de tendcitos
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A quantificagdo do colageno foi realizada através da coloragdo Picrosirius red. Neste
método o colageno tipo I resultard em cores com maior comprimento de onda (vermelho e
amarelo), ja as fibras dissociadas do colageno tipo III a cor predominante sera a verde (Kesler
et al., 2000), que detém um menor comprimento de onda (Fig. 6). Foram avaliadas no
experimento, 300 imagens de cada grupo (controle e experimental), de 12 laminas coradas
com Picrosirius red (12 tenddes), submetidas a 5 captagdes com luz polarizada (aumento de
400x), em cada uma dessas selecionamos 5 imagens 400 x 700 megapixels, em formato
Windows Bitmap (BMP). Foram obtidos resultados percentuais para cada imagem das
coloragdes Vermelha, Vermelha + Amarela (correspondendo ao colageno tipo I) e Verde
(colageno tipo III) através de analise utilizando o programa de computador desenvolvido na
Universidade Federal do Ceara SAMM (Sistema de Analise Morfométrica) eversao 1.0 por
Fechine-Jamacaru, Fechine Junior e De Moraes Filho (2005), que ja quantifica esses
percentuais

A andlise estatistica seguiu-se mediante a submissdo dos resultados ao teste ndo-
paramétrico de Kolmogorov-Smirnov para verificar se a distribuicdo do conjunto de dados
avaliados adere a distribuicdo normal. Em caso de normalidade, foram submetidas ao teste t
de Student para amostras ndo-pareadas. Em sendo nao-paramétrico, seria utilizado o teste t
para amostras nao-paramétricas. O nivel de significancia aplicado foi de 5%. Foi utilizado o

aplicativo para analise estatistica Wizard Pro, versao 1.3.17.

Figura 6 — Microfotografia da 1amina com coloragdo Picrosirius Red (400x).

A - grupo controle, predominio do vermelho (coldgeno tipo I) e B - grupo experimental, predominio do verde
(colageno tipo I1I)
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4 RESULTADOS

O aumento do nimero de células no grupo experimental foi estatisticamente

significante (p< 0,05), a distribuicao dos resultados foi paramétrica nos dois grupos (Tabela 1).

Tabela 1 - Contagem de células por campo

Grupo Controle Grupo Experimental | Significncia
Células/campo 1 445,08 + 16,48 626,08 + 18,37 p<0,05
Células/campo 2 460,00 + 27,49 615,67+ 13,51 p<0,05

Grafico 1 - Contagem Células por campo

Controle 1 Experimental 1 Controle 2 Experimental 2

Nao foi observado na coloragdo HE a presenca de células caracteristicas de processo
inflamatorio agudo, como polimorfonucleares.

O aumento do coldgeno tipo III, caracteristico dos quadros de tendinose, bem como a
diminui¢do do colageno tipo I, foram observados no grupo experimental de forma
estatisticamente significante (Tabela 2, 3 ¢ 4). Os mesmos sdo caracterizados pelo cor verde
(tipo III), amarela e vermelha (tipo I) apds o preparo com Picrosirius red e visualizagdo em luz

polarizada.



Tabela 2 — Percentual de colageno tipo III (verde)

Média Variancia Significancia
Grupo Controle 9,59 +0,435 p< 0,001
Grupo Experimental 50,551 + 4,002 p< 0,001

Grifico 2 — Percentual de colageno tipo 11
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Tabela 3 — Percentual de colageno tipo I (vermelho)

Média Variancia Significancia
Grupo Controle 89,275 +0,494 p< 0,001
Grupo Experimental 45,932 + 3,904 p< 0,001

Grifico 3 — Percentual de colageno tipo |
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Tabela 4 — Percentual de colageno tipo I (vermelho e amarelo)

Média Variancia Significancia
Grupo Controle 90,118 +0,437 p< 0,001
Grupo Experimental 49,269 + 3,986 p< 0,001

Grafico 4 — Percentual de colageno tipo I (Vermelho e Amarelo)
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5 DISCUSSAO

O primeiro passo para o desenvolvimento de um modelo animal € a escolha da espécie
apropriada. Nao had animal com caracteristicas iguais as dos humanos, nenhum deles
representa o padrao ouro (Warden, 2007). Por conta disso, muitas espécies sao usadas como
modelos, primatas (Manske, Ogata e Lesker, 1985), cavalos, ovinos, cachorros, ratos e
camundongos, sdo os mais utilizados (Zantop et al., 2006). Os animais pequenos (coelhos,
ratos e camundongos) sdo mais populares pela facilidade de manuseio, sendo os dois ultimos
preferidos pelo menor custo e tempo de gestacdo, bem como pelo rapido crescimento. Em
nosso estudo, optamos pelo uso de ratos por serem maiores € consequentemente com tendoes
de mais facil visualizagdo e disseccao que os camundongos e de manuseio mais simples que
os coelhos.

O experimento mostra que no grupo que foi submetido a atividade em esteira
obtivemos um aumento da densidade celular caracteristico dos quadros de tendinose (Khan ef
al., 1999), sem a presenca de células indicadoras de atividade inflamatéria aguda que,
conforme descrito por Maffulli, Khan e Puddu (1998), sdo definidores do conceito dessa
patologia.

A hipercelularidade foi aferida pela contagem de tendcitos em dois campos por
lamina. Observou-se um aumento, estatisticamente significante, do grupo experimental em
relagdo ao grupo controle (p<0,05). Portanto, no grupo submetido ao estresse mecanico houve
incremento do nimero de células, achado compativel com processo degenerativo da tendinose
(Nakama et al., 2005).

O colageno ¢ responsavel por 70% do peso seco da estrutura tendinosa (O'brien,
1992). No tenddao normal ¢ predominante a presenga do colageno tipo I (Rufai, Ralphs e
Benjamin, 1995). A grande for¢a de tensdo dessas estruturas € baseado no arranjo em paralelo
das moléculas de colageno e a covaléncia transversa formada entre estas e as fibrilas (Bailey e
Lapiere, 1973).

Ippolito ef al. (1980) realizaram experimentos utilizando tenddes normais e tendoes
acometidos de tendinose, demonstrando que nos lesionados ha uma redugdo na quantidade de
colageno tipo I e um significante aumento do tipo III. O decréscimo do colageno tipo I e o
aumento do colageno tipo III produz um tenddo com menor resisténcia a tragdo mecanica,

pois o tipo I € formado por fibras coldgenas mais densas (1 a 20 um) e o tipo III formado por
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fibras reticulares, mais delgadas (0,5 a 2 um). A diminuicdo da resisténcia da estrutura
associada a continuidade do estresse mecanico sobre ela pode levar a rotura (ANEXO B).

Em nosso trabalho utilizamos o software desenvolvido na Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceara, SAMM (Sistema de Andlise Morfométrica) na versao 1.0
(Fechine-Jamacaru, Fechine Junior e De Moraes Filho, 2005). Esta metodologia de
quantificagdo de colageno, ja foi validada por diversos autores, sendo utilizada para averiguar
percentual de colageno em pele de camundongos (Rocha, 2010), fémur de ratos (Rocha,
2011), entre outros.

Obtivemos resultados compativeis com os da literatura no tocante ao decréscimo do
percentual vermelho e vermelho + amarelo do grupo experimental em relacao ao controle de
maneira estatisticamente significante (p<0,001). Portanto houve uma diminuicdo da
quantidade de colageno tipo I no grupo submetido ao estresse mecéanico. Entretanto,
observamos um aumento da variancia do grupo experimental (£ 3,904 e £+ 3,986, vermelho e
vermelho + amarelo, respectivamente) em relacdo ao grupo controle (£ 0,494 e £+ 0,437).
Atribuimos essa diferenga a forma idiossincratica do acometimento da doenga tendinosa,
conforme afirma Maffulli et al. (2000), tendo as cobaias graus diferentes de acometimento.

Em relagdo a coloragdo verde, correspondendo ao colageno tipo IlI, os resultados sdao
semelhantes. H4 um incremento na proporcao deste de forma estatisticamente significante
(p<0,001). Mas como nos grupos anteriores, observamos uma maior variancia do grupo
experimental (£ 4,002) em relagdo ao grupo controle (£ 0,435), ratificando o acometimento
variavel das cobaias.

O aumento da produgdo de colageno tipo III (ou uma producao diminuida de colageno
tipo I) pode ser uma caracteristica adquirida dos tenddes submetidos a injaria croénica. E
também concebivel que tendcitos de alguns individuos estdo prontos para produzir maiores
quantidades de colageno tipo III ou uma producao menor do tipo I. Ambas as instancias
podem coexistir, como o que acontece no nosso experimento. Segundo Nirschl (1992), ¢
possivel que pessoas com uma capacidade aumentada para produzir colageno tipo III que, por
razdes ocupacionais ou atléticas, estdo expostas a repetitivos estresses aos seus tendoes,
produzirem mais colageno tipo III do que outras pessoas, resultando em degeneracao de seus
tenddes, e consequente lesao.

O aumento do nimero de células ¢ reflexo da tentativa de recuperagdo celular frente a
sobrecarga constante (Knobloch, Yoon e Vogt, 2008). A alta atividade nuclear (que se
reproduzem através de mitoses) gera um aumento da densidade celular (Silva, 2008). Na

tentativa de renovagdo do tecido, ha um aumento da matriz extracelular, principalmente
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colageno. Essa tentativa frustrada de manter a homeostase tecidual ¢ refletida através da
sintese predominante de colageno tipo III (Visentini et al., 1998).

Scott, Khan e Duronio (2005) afirmaram que a morte celular dos tenocitos (cujo
principal mecanismo € a apoptose) que acontece na evolucdo da tendinose, ndo estimula
reacdo inflamatodria, havendo minima quantidade de células em necrose. O que corresponde
ao que visualizamos em nosso experimento. Isso se da pelo fato da apoptose ser uma morte
celular programada, que pode acontecer fisiologicamente ou por patologia (no caso da
tendinose, sobrecarga mecanica), onde o conteudo intracelular ¢ fragmentado sem alteracdes
em sua membra e endocitado por células vizinhas sem desencadear a ativacdo de células
fagocitarias (inflamatorias).

Os tendcitos tem a capacidade de responder as cargas com a finalidade de manter a
homeostase tecidual através do mecanismo de mecanotransdugdo (Ingber, 1997). Ha
invaginagoes nos fibroblastos que contém fibrilas de coldgeno (que podem transmitir forgas),
alterando o mecanismo de resposta celular no que diz respeito a deformagao, ou seja, a carga
capaz de deformar a matriz extracelular pode ser transmitida ao citoesqueleto (Provenzano et
al., 2002). As respostas metabdlicas adaptativas ou patologicas sdo fruto de um sistema
mecano-sensorial de tensegridade (Wang, losifidis e Fu, 2006). Portanto, sobrecargas
mecanicas constantes, porém de intensidade ndo capaz de uma deformidade plastica total
conduzem o tenddo a uma resposta patologica degenerativa livre de um infiltrado inflamatorio
classico (Silva et al., 2011).

As lesdes podem ocorrer na inser¢do do tenddo ao osso (€ntese), bem como no seu
corpo. Maganaris, Narici ¢ Maffulli (2008) relatam que as alteragdes degenerativas
concentram-se na éntese, sendo este o local mais comum de rotura. Optamos, portanto, por
realizar os cortes para as analises do eixo central de forma longitudinal, com o objetivo de
captar as lesoes melhor estabelecidas.

Segundo Courtine ef al. (2005), os quadrupedes tem caracteristica predominantemente
propulsora nas patas posteriores ¢ desaceleradora nos membros anteriores. Silva ef al. (2011)
atribuem a esse fator a falha na inducdo de tendinose em patas posteriores do modelo
proposto por Huang, Perry e Soslowsky (2004), que utilizava declinio de 10° , 0 modelo nio
priorizaria a contracdo excéntrica do triceps sural, inclusive com a contribui¢do da propria
gravidade na propulsdo. Foi desenvolvido, entdo, um modelo que utilizava inclinagido de 10°
para induzir lesdo de Aquiles. As cobaias eram submetidas a uma velocidade 26,8 m/min, ou
seja 44,67 cm/s. Em nossos estudos preliminares, essa velocidade ndo foi conseguida de

maneira uniforme nas cobaias. Optamos, portanto, por utilizar velocidade proxima ao que
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imprimiu o modelo de Soslowsky et al. (2000) para tendinose de supraespinhoso, utilizamos
velocidade de 30 cm/s (18m/min) obtendo resultado positivos para indug¢do de tendinose
Aquiles com a inclinagdo de 10°.

E de suma importancia a padronizacio e capacidade reproducio de um método indutor
de tendinose em animais que mimetize quer na cronologia, quer nas alteragdes
histomorfométricas, esse evento em humanos. Isso permitird a pesquisa tanto da
fisiopatologia do evento, como de sua terapéutica e principalmente profilaxia através de

nutracéuticos que sabidamente sdo inibidores de apoptose celular (Leitao ef al., 2011).
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6 CONCLUSAO

Os resultados levam a conclusdo que o modelo proposto de inducao da tendinose de
Aquiles em ratos, ¢ valido. O que permite que o mesmo seja utilizado em pesquisas futuras
que tenham proposito de realizar estudos mecanicos, histopatoldgicos, morfométricos,

profilaticos ou terapéuticos desta patologia.
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ANEXO A - ESTRUTURA EM TRIPLA HELICE E COMPOSICAO DAS FIBRAS DE
COLAGENO

Microfibrilla _~
o

Adaptacdo JUNQUEIRA, L. C.; Carneiro, ]. Histologia Basica. 12a ed. 2013.
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ANEXO B - DIFERENCA COLAGENO TIPO 1 E III
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Adaptado de Liebich et al. (1993)
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