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Resumo

Introdugao: Microscopicamente, a tendinpatia se apresenta com desorganizagao e
microruptura das fibras de colageno, hipercelularidade, maior deposi¢cao de colageno
tipo Ill e glicosaminoglicanos.

Objetivo: Avaliar morfometricamente os eventos envolvidos na patogenia e
evolucdo da tendinose de Aquiles utilizando um modelo de indugdo em ratos
machos.

Metodologia: Foram utilizados trinta ratos machos Wistar divididos aleatoriamente
em Grupo experimental (n=15) e Grupo controle (n=15). Cada grupo foi dividido nos
intervalos de quatro (n=5), oito (n=5) e dezesseis (n=5) semanas. O grupo
experimental correu em uma esteira adaptada cinco vezes por semana, durante 80
minutos diarios, com velocidade de 26,8 m/min. Apds o protocolo, os animais foram
submetidos a eutanasia e os tendbes de Aquiles direito e esquerdo foram
extirpados, fixados e processados. Em seguida, realizou-se as coloragdes de
Hematoxilina-Eosina, Picrosirius Red, Alcian Blue, AGQNOR e TUNEL.

Resultados: A densidade celular e as lacunas intersticiais aumentaram nos grupos
experimentais da quarta (0,92 + 0,06 vs 0,61 £ 0,05 - P<0,01) (9,93 £ 1,55 vs 3,7 £
0,79 - P<0,01), oitava (0,85 + 0,04 vs 0,58 + 0,06 - P<0,05) (11,6 £ 2,59 vs 3,81 +
0,87 - P<0,01) e décima sexta (0,82 £ 0,04 vs 0,53 £ 0,06 - P<0,01) (12,13 + 1,03 vs
444 + 0,56 - P<0,001) semana, respectivamente. Houve maior deposicédo de
colageno tipo Il e glicosaminoglicanos nos grupos experimentais da quarta (43.4 +
3.84 vs 6.57 £ 3.06 - P<0.001) (8,33 £ 1,17 vs 3,97 + 0,71 - P<0,01), oitava (50.45 +
4.2vs 6.71 £ 2.84 - P<0.0001) (9,12 £ 1,17 vs 4,19 £ 0,75 - P<0,01) e décima sexta
(59.6 + 2.41 vs 496 + 1.32 - P<0.0001) (12,53 + 1,56 vs 3,84 + 0,66 - P<0,01)
semana, respectivamente. A expressao da atividade celular foi maior nos grupos
experimentais (4 grumos/nucleo vs 2 grumos/nucleo - P<0,0001) de todos os
intervalos de tempo.

Conclusao: Pode-se observar que o modelo proposto é eficaz para desenvolver
uma lesdo degenerativa no tenddo de Aquiles livre de infiltrado inflamatério. Apartir
desse modelo, futuras pesquisas devem investigar o efeito das diversas terapias

fisicas e farmacoldgicas para a tendinose de Aquiles.

Palavras-chaves: tendinopatia, tenddo de Aquiles, experimento animal.




Abstract

Background: Microscopically, tendinosis presents collagen fibers disorganization
and microtears, hipercellularity, higher collagen type Ill and glicosaminoglicans
deposition.

Purpose: Morphometric evaluation of the Aquiles tendinosis’ pathogen events and
evolution, using a male rats induction model.

Methods: Thirty male Wistar rats were randomized splitted in an experimental (n=15)
and a control groups (n=15). Five animals/group were euthanized at four, eight and
sixteen weeks. Experimental group ran on an adapted treadmill 5 times a week, 80
minutes daily, at 26.8 m/min. Then, the right and left Achilles tendons were collected
and processed. Obtained slides were stained by Hematoxilyn-Eosin, Picrosirius Red,
Alcian Blue, AQNOR and TUNEL.

Results: Cellular density and microtearing raised in the experimental group at fourth
(0.92 £ 0.06 vs 0.61 £ 0.05 - P<0.01) (9.93 £ 1.55 vs 3.7 £ 0.79 - P<0.01), eighth
(0.85 + 0.04 vs 0.58 £+ 0.06 - P<0.05) (11.6 + 2.59 vs 3.81 + 0.87 - P<0.01) and
sixteenth (0.82 + 0.04 vs 0.53 £ 0.06 - P<0.01) (12.13 + 1.03 vs 4.44 £+ 0.56 -
P<0.001) weeks, respectively. There were more type Ill collagen and
glycosaminoglycans deposition in the experimental group at fourth (43.4 + 3.84 vs
6.57 + 3.06 - P<0.001) (8.33 £ 1.17 vs 3.97 + 0.71 - P<0.01), eighth (50.45 £+ 4.2 vs
6.71 £ 2.84 - P<0.0001) (9.12 £ 1.17 vs 4.19 £ 0.75 - P<0.01) and sixteenth (59.6 +
241 vs 496 + 1.32 - P<0.0001) (12.53 + 1.56 vs 3.84 + 0.66 - P<0.01) weeks,
respectively. The cellular activity expression was higher in the experimental groups
(4 clusters/nucleus vs 2 clusters/nucleus - P<0.0001) of all time intervals.
Conclusions: The proposed model was able to induce degenerative injury and
morphometry showed important results. Future researches must investigate physical

and pharmacological therapies effects to the Achilles tendinosis.

Keywords: tendinopathy, Achilles tendon, animal experimentation.
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Introducao

Fisiologia do tendao

O tendao é um conjunto de fibras colagenas compactas que conectam o musculo
ao 0sso. Possui aproximadamente 70% de agua, com boa parte associada aos
glicosaminoglicanos da matriz extracelular (Riley et al., 1994). Ja o colageno, seu
constituinte basico, representa até 95% do peso seco do tendido, sendo que uma
grande proporgédo se refere ao tipo | e o restante (menos de 10%) ao tipo Il
(Gross, 1992; Rufai et al., 1995). Além desses constituintes, esta presente cerca
de 2% de elastina (Eyden & Tzaphlidou, 2001) e pequena quantidade de
colageno tipo IV (Ahtikoski et al., 2003).

O colageno é formado pelo tropocolageno, que por sua vez é formado por trés
cadeias peptidicas helicoidais e espiraladas (Rich & Crick, 1961) (Figura I). E
interessante ressaltar que a molécula de tropocolageno € cerca de dez vezes
mais resistente que o tendao (forga de resisténcia / secgédo transversa). Isso
porque as ligagdes intra-moleculares formam interagdes mais fortes do que as
interacbes inter-moleculares (Gustavson, 1956). Dessa maneira, as lesbes

acontecem principalmente no nivel inter-molecular.

e, L
Foacalent

Figura | — Molécula de tropocolageno composta por trés cadeias peptidicas, sendo duas
do tipo a1 e uma do tipo a2 (Adaptado de Junqueira & Carneiro, 2004).

Considerando as ligagcbes inter-moleculares, o colageno tipo | apresenta
interacdes mais resistentes as tensdes com ligagdes estaveis e nao-redutiveis
que nao se organizam dinamicamente. Por outro lado, o colageno tipo Il
apresenta interagdes menos resistentes as tensdes com poucas ligagbes estaveis
e redutiveis que tém a capacidade de se organizar dinamicamente (Viidik et al.,
1982). O colageno tipo IV ndo contribui para as caracteristicas mecéanicas do

tendao.
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As moléculas de tropocolageno se agrupam em feixes primarios para formar as
microfibrilas e fibrilas (Figura Il). Os grupos de feixes primarios unem-se para
formar os fasciculos, ou feixes secundarios, essas sdo as menores unidades
funcionais do tendao (Khan et al., 1999). Envolvendo os fasciculos, encontra-se
uma camada de tecido conectivo, denominada endotend&o. Essa camada contém
estruturas nervosas, vasculares e linfaticas. Agrupando os endotenddes e
envolvendo o tendao propriamente dito se encontra o epitenddao e mais
externamente o paratenddo, que é a camada mais vascularizada. Este ultimo

pode se tornar uma camada dupla preenchida por liquido sinovial (bursa) em
tenddes sujeitos a fricgao.

Tenddo

Reunido de
loléculas de tropocolageno
tropocolageno formando a

microfibrila

Figura Il — Organizagao das fibras de colageno no tendao (Adaptado de Silva
& Castro, 2006)

O arranjo em paralelo dessas fibras de colageno é adaptado para a fungado do
tenddo que controla cargas tensionais unidirecionais. De maneira distinta, os
ligamentos possuem um arranjo entrelagado, pois podem controlar cargas
tensionais em varias diregdes (Figura lll) (Snell, 1984).

Feixes paralelos de FEix“iS aproi(ilmz‘iii;
fibras de colageno IHEINE HAleied)
g fibras de colageno

Fibroblastos

Tendao Ligamento

A B

Figura lll — Arranjo das fibras de coladgeno nos tenddes (A) e nos ligamentos (B) (Adaptado
de Snell, 1984).
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A baixa proporcado de elastina € responsavel pela baixa elasticidade do tendao,
sendo que seu comprimento aumenta em apenas 8% a 10% antes de atingir o ponto
de ruptura total (Figura IV) (Butler et al., 1978). Isso € importante para funcédo do
tenddo, pois se ele fosse mais elastico, poderia alongar-se com a contragao

muscular, em vez de transmitir forga ao osso.

80=

60+

Stress 40

Elastica Plastica

1 Strain
10

Relaxado Inicio do estresse Falha Ruptura total
Stress = forga divivida pela area da Strain = porcentagem da variagao
secgéo transversa do comprimentao inicial

Figura IV — Comportamento biomecéanico dos ligamentos e tenddes ao stress
(Adaptado de Butler et al., 1978)

A presenga de agua e glicosaminoglicanos contribui para manter o espagamento
entre as fibras de colageno, facilitando o deslizamento entre elas. E juntamente
com as fibras de colageno e elastina conferem ao tenddo sua propriedade
viscoelastica, na qual o tecido retorna ao seu tamanho original depois de algum
tempo, apos ser submetido a certo nivel de forga de deformacao (Taylor et al.,
1990).

Alguns tenddes apresentam zonas de hipovascularizagdo (Carr, 1989), embora
todos sejam nutridos suficientemente para promover o processo reparativo.
Entretanto, este processo é lento devido a baixa taxa metabdlica. Dessa forma, se
o tendao nao tiver um tempo adequado de recuperagcdo capaz de equilibrar o
processo de sintese e degradacgao das fibras de colageno, ele estara entao sujeito
a lesdes (Riley, 2004).
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Tendinose

Atualmente, ha uma tendéncia de diagnosticar clinicamente todas as lesées no
tenddo como tendinopatia, reservando os termos tendinite, tendinose e/ou
paratendinite apenas para analises histopatolégicas (Maffulli et al., 1998). No
entanto, é certo que as lesdes agudas que apresentam infiltrado inflamatério reativo
se comportam de maneira distinta das lesdes crbnicas degenerativas, tanto na
génese da doenga, quanto na propedéutica. Portanto, critérios clinicos mais precisos
Sa0 necessarios para que nao ocorram procedimentos terapéuticos incorretos.

A tendinose € generalizadamente caracterizada por degeneracao intratendinea
e desorganizacao das fibras de colageno. Macroscopicamente, se apresenta como
uma degeneragcdo mucoide, com o tecido friavel, desorganizado e de cor
acastanhada. Microscopicamente, confirma-se que esta estrutura apresenta
desorganizagcdao e microruptura das fibras de colageno, hipercelularidade com
arredondamento dos nucleos (Khan et al., 1998; Soslowsky et al., 2000; Cook et
al., 2001; Kader et al., 2002; Maffulli & Kader, 2002; Soslowsky et al., 2002;
Maffulli et al., 2003; Cook et al., 2004; Nakama et al., 2005; Glazebrook et al.,
2007), aumento significativo de colageno tipo Ill em relagdo a quantidade de
colageno tipo | (Maffulli et al., 2000; Ireland et al., 2001; Jones et al., 2006),
aumento da quantidade de glicosaminoglicanos (Riley et al., 1994; Potter et al.,
1995; Fu et al., 2007; Scott et al., 2007), neovascularizagao (Kalebo et al., 1990;
Kahn et al., 1999; Szomor et al., 2006) e apoptose (Yuan et al., 2002; Yuan ef al.,
2003; Tuoheti et al., 2005; Lian et al., 2007). Outras caracteristicas patoldgicas
comumente presentes sdo as adiposes, fibrocartilaginoses e metaplasias ésseas
(Kannus & Jozsa, 1991; Riley et al., 1996). Além dessas alteragdes morfoldgicas,
pode-se observar um aumento da producao de glutamato (Alfredson et al., 1999;
Alfredson et al., 2001) e uma maior expressao de IGF-1 (Olesen et al., 2006; Scott
et al., 2007) e 6xido nitrico (Szomor et al., 2006).

Os altos niveis do neurotransmissor excitatorio glutamato estdo relacionados
com a sensagao dolorosa (Alfredson et al., 2001). A maior expressao de IGF-1 é
considerada responsavel por estimular a sintese de colageno, a proliferagcao celular
e 0 acumulo de glicosaminoglicanos em resposta as cargas, no entanto n&o se sabe
se essa é uma resposta adaptativa ou patoldgica (Olesen et al., 2006). Ja o papel

do oxido nitrico ndo esta completamente claro. Tem se associado altos niveis dessa
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molécula a processos degradativos, mas também tem se demonstrado repostas
cicatriciais. Provavelmente o 6xido nitrico tem um papel duplo que é determinado
pela sua concentracao (Szomor et al., 2006).

Clinicamente, a tendinose se apresenta sensivel a palpacdo com dor nos
movimentos resistidos e incapacidade nas atividades relacionadas (Glazebrook et
al., 2007), além de alteragbes nos exames de imagem especificos (Warden, 2007),
tais como Ultra-Som e Ressonancia Nuclear Magnética. Como a doenga, em seu
estagio inicial, é assintomatica (Lake et al., 2008), ela pode evoluir silenciosamente
e levar o tendao a uma ruptura parcial ou total.

E importante ressaltar que n&o se confirma a presenca de células inflamatérias
em amostras colhidas tanto em humanos (Kalebo et al., 1990; Kahn et al., 1998)
quanto em modelos experimentais (Glazebrook et al., 2007; Scott et al., 2007;
Archambault et al., 2007). Apesar de alguns genes pré-inflamatérios, tais como
FLAP e COX-2 apresentarem expressao aumentada em estagio inicial da indugao
em um modelo experimental (Perry et al., 2005), eles retornaram aos niveis
fisiologicos nos estagios mais avangados.

De acordo com essas consideragdes, pode-se dizer que as tendinoses sao
condigbes predominantemente degenerativas e nao inflamatérias. Segundo Khan et
al. (2000), se repetitivos mecanismos de sobrecarga podem causar microrupturas e
desgaste nas fibras tendinosas dando origem a degeneragdes locais com auséncia
de células inflamatdrias, entdo essa patologia pode ser denominada como uma
tendinose.

As lesbes no tendao foram a causa de mais de dois milhdes de consultas nos
Estados Unidos em 2001 (Li et al., 2007). Sendo que a tendinose representa
aproximadamente a metade de todas as patologias relacionadas ao trabalho nesse
pais (Nakama et al., 2006). No entanto, a etiologia dessa doenga ainda nao é muito
clara, sendo na maioria das vezes o resultado final de varios processos —

multifatorial (Organograma l) (Silva & Campos, 2006).

Desequilibrio muscular? Déficit de flexibilidade?

I = 4

Carga tensil
excessiva
Desalinhamento segmentar? Erros de treinamento: técnicas e/

ou equipamentos inadequados?

Resultante de todos os fatores
Organograma | — Etiologia multifatorial da tendinose.
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Os fatores constituintes da lesdo podem ser intrinsecos e/ou extrinsecos. Os
fatores intrinsecos estdo relacionados com a fungdo exercida, idade, forga
muscular, flexibilidade, irrigacdo peculiar, atrito e compressdes contra estruturas
adjacentes e com o trajeto anatdbmico e suas alteragcdes. Por exemplo, 50% dos
casos de tendinose patelar proximal estdo significativamente associadas com o
movimento patelar anormal (Allen et al., 1999). Ja os fatores extrinsecos estao
relacionados as doencgas sistémicas, tabagismo, erros no treinamento, influéncia
hormonal, utilizacdo de antibidticos e principalmente as atividades por esforgcos
repetitivos (overuse).

Overuse é um processo de esforcos repetitivos que pode ocasionar lesdes
microtraumaticas no tenddo. Quando essas lesdes superam a habilidade das
células tendinosas de regenerar o tecido, ha um desequilibrio na taxa de
renovagao (turnover) do colageno, com consequente degeneragdo da matriz
tecidual (Jarvinen et al., 1997). De acordo com Kannus (1997), o principal fator
causal da tendinose sao as lesdes por overuse, sendo que 30% a 50% de todas
as lesdes no esporte apresentam essa etiologia (Sandmeir & Renstrom, 1997),
com uma prevaléncia de 14% da tendinose em atletas de elite (Lian et al., 2007).
Em 1995, Archambault et al. propuseram uma representacdo esquematica da

possivel interagao entre o tendao e o processo das lesdes por overuse:

1 Mecamsmos de sobrecarga no tendiao
[magnitude, frequéncia, daragiol.

Fesposta tecidnal F——"——

Sobrecarga Sobrecarga

L4

L Adaptagio. Insceptibilidade
tecidual.

Intervengio.

Permanénecia da
sobrecarga.

Lesio por
overuse.

L

Enptura pareial
Seccao total

Organograma llI: Representagédo esquematica do processo das lesdes por overuse no tendao
(adaptado de Archambault et al., 1995).
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Tendo em vista essa alta incidéncia e considerando que o tratamento
conservador pode durar até seis meses (Khan et al., 1999), ha a necessidade de
um embasamento mais consistente sobre a patofisiologia da tendinose (Maganaris
et al., 2004; Scott et al., 2007). Para isso os modelos de indugdo em animais

devem ser padronizados e sistematizados, no que diz respeito a sua eficacia.

Modelos de indugao a tendinose

Os modelos experimentais sdo frequentemente utilizados e tém grande valor
dentro do cenario cientifico, pois permitem analises nos niveis orgéanicos, teciduais,
celulares e moleculares das doencgas (Lake et al., 2008). Além disso, 0 sucesso de
todo tratamento fisico e/ou farmacologico depende direta ou indiretamente das
pesquisas realizadas com animais.

Nao existe nenhum animal que possui as mesmas caracteristicas dos
humanos, ou seja, ndo ha nenhuma espécie “padrao ouro” (Warden, 2007).
Entretanto, os ratos tém sido bem utilizados em alguns modelos, apresentando
resultados favoraveis (Carpenter et al., 1998; Soslowsky et al., 2000; Soslowsky
et al.,, 2002; Glazebrook et al.,, 2007). Além disso, eles sdo mais faceis de
manusear em uma cirurgia ou na extirpagcao de um tecido e sdo menos agressivos
que os camundongos.

O sucesso de um modelo experimental depende diretamente da reproducéo de
resultados consistentes com as condi¢gdes humanas (Warden, 2007). Nesse sentido,
os modelos quimicos de tendinose que utilizaram colagenase, citocinas, carreginina
ou prostaglandinas apresentaram resultados consistentes com a tendinite. No
entanto, ndo tiveram sucesso como modelo para tendinose.

Por outro lado, os modelos que submeteram os animais a sobrecargas
repetidas no tenddo por longos periodos apresentaram resultados mais
caracteristicos da tendinose. Entre esses, alguns utilizaram contragdo induzida por
eletro-estimuladores (Backman et al., 1990; Messner et al., 1999; Archambault et
al., 2001; Nakama et al., 2005) enquanto outros realizaram contragdo muscular
ativa para a sobrecarga imposta (Sommer, 1987; Carpenter et al., 1998;
Soslowsky et al., 2000; Soslowsky et al., 2002; Huang et al., 2004). Apesar dos
modelos que utilizaram contragcdo induzida por eletro-estimulagdo serem mais

padronizados em relacédo ao numero de contragdes e a carga imposta ao tendao,
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eles apresentaram pouca similaridade a evolugdo da tendinose em humanos, uma
vez que os animais estdo sob anestesia e todo o metabolismo se encontra alterado.
Além disso, nesses modelos os animais estao livres das forcas de reagao impostas
pelo solo, que € um importante fator biomecanico capaz de contribuir para a indugéo
das lesdes por esforgo repetitivo. Ja os modelos de tendinose que utilizaram inducéo
ativa através de esforgos repetitivos demonstraram ser mais fisioldgicos, seguros e
praticos, remetendo com mais fidedignidade ao que realmente acontece no
desenvolvimento clinico da doenga, sem nenhum sofrimento aparente aos animais
(Silva et al., 2008).

Soslowsky et al. (2000) propuseram um modelo para indugéo a tendinose do
supra-espinhoso em trinta e seis ratos machos Sprague-Dawley com peso médio de
521 gramas. O protocolo consistia em corrida em uma esteira adaptada para ratos
com declinio de 10° numa velocidade de 17m/min (0,28 m/s ou 1 km/h), por 16
semanas, 5 vezes semanais, 1 hora por dia. Este protocolo foi aplicado apds 2
semanas de treino em velocidade e tempo menores para adaptagdo dos ratos a
corrida e a esteira. As analises foram realizadas na quarta, oitava e décima sexta
semana com um n=12 para todos esses grupos e n=10 para o grupo controle. De
acordo com esse trabalho, alteragdes histopatolégicas e biomecanicas foram
encontradas ja na quarta semana. As altera¢des histopatoldgicas consistiram em um
aumento da matriz celular e uma perda na organizagao longitudinal das fibras de
colageno. Apesar dessas alteragdes terem sido discretas, elas sdo compativeis com
os achados em tendinoses humanas. Além disso, um aumento continuo da area de
seccao transversa (p<0,01) dos tenddes foi observado. As alteragdes biomecanicas
consistiram em dano a elasticidade e diminui¢do da carga suportada até o ponto de
ruptura (p<0,007). Esses resultados sugerem que o exercicio por overuse, sem
alteracdes intrinsecas ou extrinsecas induzidas, realizado por 16 semanas é um
fator etiolégico para o desenvolvimento da tendinose em supra-espinhoso de ratos.

Huang et al. (2004) utilizaram o modelo proposto por Soslowsky et al. (2000)
para indugdo da tendinose em tenddes de Aquiles de trinta ratos machos Sprague-
Dawley. Sendo assim, os mesmos parametros metodologicos de indugdo foram
abordados, com a pequena diferenca de o primeiro grupo experimental ter sido
analisado na segunda semana e ndo na quarta. No entanto, a intengdo de obter os
mesmos resultados, em relagdo as alteragdes geométricas e das propriedades

biomecanicas, foi falha, pois nenhuma das alteragbes observadas foi significativa.
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Uma possivel limitacdo do modelo foi a utilizacdo do declinio de 10° para priorizar a
contracdo excéntrica do triceps sural. De certa forma, essa relacdo € apropriada
quando se diz respeito a indugao da tendinose do supra-espinhoso, como foi visto
por Soslowsky et al. (2000). Entretanto, essa relagdo parece n&o ter implicagado nos
tendbes de Aquiles. Ou seja, para diferentes tenddes, protocolos distintos de
inducdo devem ser utilizados com mudangas na frequéncia, intensidade e/ou
duragao da exposi¢cao ao exercicio desencadeante.

Dessa maneira, o objetivo desse trabalho foi avaliar microscopica e

morfometricamente os diversos eventos envolvidos na patogenia e evolugéo da

tendinose de Aquiles utilizando um modelo de inducdo por contragdo ativa a

sobrecarga imposta em ratos machos adultos.
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Objetivos
Geral

I. O objetivo desse trabalho foi descrever, analisar e sistematizar os eventos
patolégicos envolvidos na génese e evolugdo da tendinose de Aquiles

utilizando um modelo para indugao por overuse em ratos machos Wistar.

Especificos
II. Adaptar o modelo de indugéo a tendinose proposto Soslowsky et al. (2000)
ao tendao de Aquiles.

III. Analisar microscopica e morfometricamente a evolugdo da tendinose de
Aquiles em ratos machos Wistar, relacionando a cascata de alteragdes com a
patogenia.

IV. Avaliar a celularidade, bem como a ativagdo e a apoptose celular na
tendinose de Aquiles de ratos machos Wistar.

V. Quantificar a composi¢do da matriz extracelular, no que se refere ao processo
de colagenizagdo, o percentual de micro-rupturas e a quantidade de

glicosaminoglicanos na tendinose de Aquiles de ratos machos Wistar.
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Material e métodos

Distribuicao dos grupos

Para viabilizagcdo dessa pesquisa foram necessarios trinta ratos machos Wistar,
com 12 semanas de idade e peso inicial padronizado entre 220 e 240 gramas,
para que nao houvesse sobrecarga adicional em nenhum animal. Primeiramente,
os trinta ratos foram divididos aleatoriamente em Grupo experimental (n=15) e
Grupo controle (n=15). Posteriormente, cada grupo foi dividido nos seguintes
intervalos de tempo: quatro, oito e dezesseis semanas. Sendo que em cada
intervalo, cinco animais do grupo experimental e cinco do grupo controle serao

analisados (Organograma llI).

Wistar machos
n=730

”
Grupo Experimental Grupo Controle
n=15 n=15

\ 4
4* Semana 8* Semana 16* Semana 4* Semana 8* Semana 16* Semana
n=>5 n=>5 n=>5 n=>5 n=>5 n=>5
\

J/

Organograma lll: Desenho de estudo do experimento.

O grupo experimental realizou o protocolo de Soslowsky et al. (2000)
adaptado para tenddo de Aquiles. Portanto, a sobrecarga imposta consistiu em
corrida por quatro, oito e dezesseis semanas, cinco vezes por semana, durante 80
minutos diarios, com velocidade de 26,8 m/min, sendo os primeiros 10 minutos em
velocidade progressiva e os ultimos 10 em regressiva. A progressédo da velocidade
no inicio determinou o aquecimento para a pratica do exercicio e a regressédo no

final determinou a diminuicdo do metabolismo de maneira gradual (Figura V).
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Os ratos correram em uma esteira (WESLO - Cadence 840) especialmente
adaptada, com capacidade para até oito animais. Eles permaneciam em um
compartimento de vidro com separagao individual, na qual tinha material metalico
em sua parte posterior. A esse material foi acoplado um eletro-estimulador
(IBRAMED - Neurodyn), que utilizado em baixa intensidade, foi responsavel por
impedir que o animal parasse de correr. Além disso, a esteira também foi
posicionada com uma inclinagdo de 10° (Figura VI). O protocolo foi aplicado
posteriormente a um treinamento de duas semanas nas mesmas condi¢des, exceto

a velocidade que foi de 13,4 m/min.

Figura VI — Visao lateral (A) e posterior (B) da esteira adaptada especialmente para os ratos.

O grupo controle realizou atividades cotidianas, tais como, andar, alimentar e
dormir. E importante ressaltar que em suas gaiolas ndo houve dispositivo que
pudesse submeter os animais a atividade fisica.

Todos os grupos tiveram livre acesso a agua e comida.

Analise histologica

Os animais foram submetidos a eutanasia através da inalagdo por CO, para
que os tenddes de Aquiles direito e esquerdo fossem extirpados. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacédo Animal (CETEA) da UFMG e o
numero do parecer € 189/06.

Apds a confirmacdo da eutanasia, por verificacdo dos dados vitais, todo o
triceps sural foi dissecado e a extirpacao se deu ao nivel da insergao no calcaneo e

da juncdo miotendinea. Apos essa etapa, os tenddes foram fixados em formol
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tamponado neutro a 10% por 48 a 72 horas e processados manualmente da
seguinte maneira:

- alcool 70%

- alcool 80%

- alcool 90% 1 hora cada
- alcool absoluto |

- alcool absoluto I

- xilol -
_ parafina (banho) }30 minutos cada

- inclusdo em parafina

O tendéo foi posicionado longitudinalmente no processo de inclusdo em
parafina. Em seguida, foram obtidas varias sec¢cbées de 5um de cada tendao incluido
em parafina para coloragao. Foram realizadas as coloracées de Hematoxilina-Eosina
(HE), Picrosirius Red, Alcian Blue, AQNOR e a reacédo de TUNEL.

Parametros e estratégia morfométrica

Apds a coloragao, as imagens de cada lamina foram captadas por uma camera
digital (Sony DSC-W7 / 7.2 Mega Pixels) no microscopio de luz Olympus BX41 com
objetivas planacromatica de 10 e 40x. Em seguida, as imagens foram transferidas
para o computador para realizar a morfometria. Para cada alteragdo ocorrida nas
varias coloragbes estudadas foi realizada uma abordagem morfométrica diferente,
dependendo do objetivo da marcacdo. Para a quantificagdo densitométrica das
areas utilizou-se o programa Kontron KS300 versdo 2.0 (Kontron Elektronics Carl
Zeiss). Para a quantificagdo das células utilizou-se o programa Media Cybernetics

Image Pro-Plus (Media Cybernetics - Version 4.5029).

Avaliacao histopatolégica do tendao através da HE

Para a quantificagdo das alteragdes histopatoldgicas do tendao foi realizado a
coloracdo de HE. Essa avaliagdo teve como objetivo identificar os achados
caracteristicos das tendinoses de humanos, tais como, hipercelularidade e micro-
rupturas (Schepsis et al., 2002). Desta maneira, foi obtida uma imagem digitalizada
de um campo histolégico em microscépio de luz com objetiva planacromatica de 10x
da regiao central do eixo longitudinal do tendado para realizar a quantificagcao

densitométrica da celularidade e das micro-rupturas. O mesmo critério foi usado
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para ambos os grupos, controle e experimental, excluindo as imagens da éntese e
da juncado miotendinea.

Para quantificar a celularidade foi elaborado o seguinte indice celular (IC):

IC = (3 de tendcitos / area relativa do tendao) x 100

Para quantificar o percentual de micro-rupturas dividiu-se a area de lacunas
intertisciais entre as fibras de colageno pela area ocupada pelo tendao, de acordo

com a seguinte formula:

% micro-rupturas = (3 lacunas intersticiais / area relativa do tendao) x100

Avaliacao dos tipos de colageno através do Picrosirius Red

Para a quantificagcdo dos diferentes tipos de colageno da matriz extracelular do
tenddo se utilizou o Picrosirius Red, um composto aniénico que distingue a
espessura e densidade das fibras de colageno pela coloragdo emitida sob a luz
polarizada. Enquanto as fibras finas dissociadas tipicas do colageno tipo Ill sédo
esverdeadas, as fibras mais grossas fortemente associadas do colageno tipo |
emitem cores com comprimento de ondas maiores, como vermelho e amarelo
(Kesler et al., 2000).

De cada lamina corada em Picrosirius Red foi obtida uma imagem digitalizada
em microscopio de luz com objetiva planacromatica de 10x, utilizando-se de filtros
de luz polarizada, da regido central do eixo longitudinal do tendao. Apds a captura,
realizou-se a binarizacdo da imagem real (Figura VII) para possibilitar o somatério
das regides ocupadas por fibras que contém “pixels” da mesma densidade. A
metodologia empregada para segmentagdao das imagens, definicdo das condigdes
morfométricas e obtencdo das medidas foram descritas por Caliari (1997). A
quantificacdo das areas ocupadas pelos diferentes tipos de colageno se deu da

seguinte maneira:

Area de colageno = (3 regides com fibras de mesmo pixel / area relativa do tend&o) x 100
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Figura VIl — Binarizagdo de uma imagem do tend&o.

Avaliacao dos glicosaminoglicanos através do Alcian Blue

Para quantificar o percentual de glicosaminoglicanos realizou-se a coloragao de
Alcian Blue em um pH de 2,5 com contra-coloracédo nuclear em Vermelho neutro. De
cada lamina corada foi obtida uma imagem digitalizada de um campo histolégico em
microscopio de luz com objetiva planacromatica de 10x da regido central do eixo
longitudinal do tenddo. A quantificacdo densitométrica se deu através da
identificacdo das regides ocupadas pelos glicosaminoglicanos, que possuiam
“pixels” da mesma densidade. Apos subsequente binarizagdo, a area dessas regides
foi somada e divida pela area ocupada pelo tendao, obtendo o percentual de

glicosaminoglicanos de acordo com a formula:

% de GAGs = (> regides com mesmo pixel / area relativa do tendao) x 100

Avaliacao da atividade celular através do AQNOR

Para quantificar a expressdo da ativagdo celular foi realizado a coloragao de
AgNOR. O objetivo dessa coloragao foi identificar as regides organizadoras de
nucléolos através da impregnagéo pela prata, pois cada granulo de AQNOR pode
ser considerado como uma unidade ativa de transcricdo do DNA (Ploton et al.,
1986). A quantificagdo da marcacao dessas unidades foi feita a partir de imagens
digitalizadas obtidas de amostras dos campos histolégicos em microscopio de luz
com objetiva planacromatica de 40x. Para o indice de ativacdo celular (IAC)
realizou-se a média aritmética das AgNORs de 100 fibroblastos de campos
selecionados aleatoriamente dos trés intervalos considerados, tanto no grupo

experimental, quanto no grupo controle.

IAC = regides organizadoras de nucléolo de 100 fibroblastos / 100
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Avaliacao da apoptose através da reacdo de TUNEL

Para quantificar a marcacao das células em apoptose foi realizada a reacao de
TUNEL. Essa reagao tem como objetivo detectar in situ a fragmentacdo do genoma
na apoptose (Gavrieli et al., 1992). A técnica combina principios histoquimicos e
imuno-histoquimicos e é aplicada em corte de tecido embebido em parafina
identificando células apoptoticas. Os nucleotideos marcados inseridos sé&o
posteriormente identificados como grumos amarronzados (Gavrieli et al., 1992) a
partir da reacado da diaminobenzidina com a peroxidase. Para tal, foi utilizado o kit da
Oncogene (DNA Fragmentation Detection Kit).

A quantificagdo das células apoptoticas levou em consideragdo a morfologia
sugestiva da apoptose (Vasconcelos, 2001). Os corpos apoptéticos quando
inumeros e proximos uns dos outros foram quantificados como o resultado de uma
unica célula em apoptose. Quando distantes entre si, foram considerados como

resultado de apoptose em células diferentes e contabilizados como tal.

Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média = erro padrao ou mediana,
conforme tenham obtido, respectivamente, uma distribuicdo normal ou nao, pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov. Para os resultados que demonstraram normalidade
foi utilizado o teste t de Student para comparar dois grupos dentro do mesmo
intervalo de tempo e, para comparar os resultados dos trés intervalos dentro
grupo experimental ou controle, a analise de varidncia ANOVA com pos-teste de
multipla comparacdo Newman Keuls. Para os resultados que ndo demonstraram
normalidade, foi utilizado o teste t ndo paramétrico para comparar dois grupos
dentro do mesmo intervalo de tempo e, para comparar os resultados dos trés
intervalos dentro grupo experimental ou controle, o teste de Kruskal Wallis com
pos-teste de multipla comparacdo de Dunn. Os valores de P<0,05 foram

considerados significativos.
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Resultados

Para as alteragdes histopatolégicas do tendéo, duas analises morfométricas,

envolvendo celularidade e organizacdao das fibras de colageno, foram realizadas

através da HE. Os resultados de ambas as analises demonstraram distribuicao

normal.

A densidade celular aumentou nos grupos experimentais (Figura VIII) em todos

os intervalos de tempo. Essa diferenga foi estatisticamente significativa em cada

intervalo (Tabela I). No entanto, ndo houve diferenca significativa dentro dos grupos

experimentais e controles com a evolugao do protocolo (Grafico ).

Figura VIII — Diferenga da densidade celular entre um tendao controle (A) e experimental (B) da

quarta semana. HE, objetiva de 10x.

Tabela l
Média * erro padrao da densidade celular no grupo controle e experimental.

Grupo controle

Grupo

experimental

Valor de P

4 semanas
8 semanas
16 semanas

0,61 £ 0,05 (Aa)
0,58 + 0,06 (Aa)
0,53 + 0,06 (Aa)

0,92 + 0,06 (Ba)
0,85 + 0,04 (Ba)
0,82 + 0,04 (Ba)

< 0,01
<0,05
< 0,01

Nota: O valor de P e as letras maiusculas correspondem a comparagées entre
colunas (entre os grupos controle e experimental) e minusculas entre linhas
(entre os trés intervalos de tempo).
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Grafico |
Evolugao da densidade celular no grupo experimental e controle nos trés
intervalos de tempo.
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I Experimental
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intersticiais aumentaram nos grupos experimentais como

constatado pela analise densitométrica das fibras de colageno (Figura IX) em todos

os intervalos de tempo. Essa diferenca foi estatisticamente significativa em cada

intervalo (Tabela Il). No entanto, ndo houve diferenga significativa dentro dos grupos

experimentais e controles com a evolugao do protocolo (Grafico II).

Figura IX — Diferenca do percentual de lacunas intersticiais entre um tendao controle (A) e
experimental (B) da décima sexta semana. HE, objetiva de 10x.
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Tabela ll
Média * erro padrao do percentual de lacunas intersticiais no grupo controle e experimental.

Grupo
Grupo controle . Valor de P
experimental
4 semanas | 3,7 £ 0,79 (Aa) 9,93 + 1,55 (Ba) < 0,01
8 semanas | 3,81+0,87 (Aa)| 11,6 2,59 (Ba) < 0,01
16 semanas | 4,44 £ 0,56 (Aa) | 12,13 £ 1,03 (Ba) < 0,001

Nota: O valor de P e as letras mailusculas correspondem a comparagoes entre
colunas (entre os grupos controle e experimental) e mindsculas entre linhas
(entre os trés intervalos de tempo).

Grafico Il
Evolucgao do percentual de lacunas intersticiais no grupo experimental e controle nos trés
intervalos de tempo.

15.0+ .

I Experimental
12.5- Controle
10.0-

% de micro-rupturas
no tendao

© N o N
o a o (4,
1 i 1 1

| J | )
4 semanas 8 semanas 16 semanas

O colageno tipo Il aumentou no grupo experimental em relagdo ao grupo
controle em todos os intervalos de tempo (Grafico Ill). Essa diferenca foi

estatisticamente significativa em cada intervalo (Tabela Ill).

Grafico lll
Evolucao do percentual de colageno tipo lll no grupo experimental e controle ao decorrer
do protocolo.

70-
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Tabela lll
Média * erro padrao do percentual de colageno tipo lll no grupo controle e experimental.
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Grupo
Grupo controle . Valor de P
experimental

4 semanas | 6,57 + 3,06 (Aa) | 43,4+ 3,84 (Ba) < 0,001

8 semanas | 6,71 +2,84 (Aa)| 50,45+ 4,2 (Bab) < 0,0001

16 semanas | 4,96 + 1,32 (Aa) | 59,6 + 2,41 (Bb) < 0,0001
Nota: O valor de P e as letras maiusculas correspondem a comparagdes entre

colunas (entre os grupos controle e experimental) e minusculas entre linhas
(entre os trés intervalos de tempo).

Ao longo dos trés intervalos, ndo houve diferenca no percentual de colageno
tipo Il e tipo | no grupo controle (Grafico IV). No entanto, no grupo experimental
houve um aumento significativo de colageno tipo Il da quarta para décima sexta
semana (P<0,05) (Grafico V). A Figura X evidencia claramente o acumulo de

colageno tipo lll, detectado pelas areas esverdeadas, com o decorrer do protocolo.

Grafico IV
Evolugao do percentual de colageno tipo | e tipo lll no grupo controle ao decorrer do
protocolo.
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Grafico V
Evolucao do percentual de colageno tipo I e tipo Il no grupo experimental ao decorrer do
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Figura X — Aumento de colageno tipo Ill com o decorrer do protocolo — quarta semana (A), oitava
semana (B) e décima sexta semana (C) — detectado pelas areas esverdeadas. Picrosirius Red sob
luz polarizada, objetiva de 10x.

O percentual de glicosaminoglicanos aumentou significativamente em todos os
grupos experimentais (Grafico VII) em relagao aos controles em todos os periodos
avaliados (Tabela IV). Dentro do grupo experimental, os resultados da décima sexta
semana também apresentaram diferenca estatistica em relagcdo aos da quarta e

oitava semana (P<0,05).

Gréfico VI
Evolugao do percentual de glicosaminoglicanos no grupo experimental e controle nos trés
intervalos de tempo.
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Tabela IV
Média * erro padrao do percentual de glicosaminoglicanos no grupo controle e experimental.

Grupo
Grupo controle . Valor de P
experimental
4 semanas |3,97 £0,71 (Aa) | 8,33+1,17 (Ba) < 0,01
8 semanas |4,19+0,75(Aa)| 9,12+ 1,17 (Ba) < 0,01
16 semanas | 3,84 £ 0,66 (Aa) | 12,53 £ 1,56 (Bb) < 0,01

Nota: O valor de P e as letras mailsculas correspondem a comparagoes entre
colunas (entre os grupos controle e experimental) e minusculas entre linhas
(entre os trés intervalos de tempo).

A Figura Xl apresenta diferentes densidades de areas azuladas, evidenciado
maior quantidade de glicosaminoglicanos depositados na matriz dos tenddes do

grupo experimental (B) em relagao ao controle (A).

g : B

Figura Xl — Diferenca da deposi¢ao de glicosaminoglicanos, evidenciado como areas densamente
azuladas, entre um tendao controle (A) e experimental (B) da décima sexta semana. Alcian Blue,
objetiva de 10x.

As regides organizadoras de nucléolos (AgNOR) aumentaram nos fibroblastos
do grupo experimental (mediana = 4 grumos/nucleo) em todos os intervalos de
tempo em relagdo ao grupo controle (mediana = 2 grumos/nucleo). A diferenga entre
os grupos foi considerada estaticamente significativa (P<0,0001), embora nao tenha
havido diferenca entre os periodos do grupo controle e experimental. As Figuras XII
e Xlll demonstram a maior carga de grumos de AgNOR nos nucleos das células do
grupo experimental que no controle. Outro fato que chama a atengdo € a maior
quantidade de células marcadas no grupo experimental, que também se apresentou

com maior celularidade.
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Figura XIll — Expressdo das AQNORs no grupo experimental. Em detalhe, a grande quantidade
de marcagdes intranuclear. AQNOR, objetiva de 40x

Figura XIlll — Expressado das AQNORs no grupo controle. Em detalhe, a pequena quantidade
de marcagdes intranuclear. AQNOR, objetiva de 40x

A apoptose foi mais intensa no grupo experimental (Figura XIV) que no
controle. No entanto, durante o protocolo da reagdo grande parte do material que
seria analisado desprendeu-se da lamina, impossibilitando a contagem da marcagao
pelo pequeno numero de imagens obtidas. Portanto, esse é uma avaliagéo

qualitativa dos resultados.
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Figura XIV - Diferenca da quantidade de marcagéo para apoptose entre_Jm tndéo controle (A) e
experimental (B). TUNEL, objetiva de 40x
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Discussao

Os resultados obtidos neste trabalho ndo destoam das caracteristicas
histopatoldgicas da tendinose encontradas em humanos e em outros modelos
similares: aumento da densidade celular e maior quantidade densitométrica das
lacunas intersticiais (Khan et al., 1998; Soslowsky et al., 2000; Cook et al., 2001;
Kader et al., 2002; Maffulli & Kader, 2002; Soslowsky et al., 2002; Maffulli et al.,
2003; Cook et al., 2004; Nakama et al., 2005; Glazebrook et al., 2007), aumento
da presenca de colageno tipo Ill em relagdo a quantidade de colageno tipo |
(Maffulli et al., 2000; Ireland et al.,, 2001; Jones et al.,, 2006), aumento da
quantidade de glicosaminoglicanos (Riley et al., 1994; Potter et al., 1995; Fu et al.,
2007; Scott et al., 2007), maior atividade celular (Scott et al., 2007) e maior numero
de células em apoptose (Yuan et al., 2002; Yuan et al., 2003; Tuoheti et al., 2005;
Lian et al., 2007).

Em relagdo a densidade celular houve um aumento significativo no grupo
experimental da quarta (P<0,01), oitava (P<0,05) e décima sexta (P<0,01) semana,
quando comparada com o grupo controle. No entanto, ndo houve diferenga entre os
intervalos de tempo. Isso demonstra que ja inicialmente ha um crescimento da
densidade celular que nao se altera com a continua exposi¢cao ao fator agressivo. O
aumento da densidade celular, entretanto, ja foi também descrito e discutido por
inumeros autores (Khan et al., 1998; Soslowsky et al., 2000; Cook et al., 2001;
Kader et al., 2002; Maffulli & Kader, 2002; Soslowsky et al., 2002; Maffulli et al.,
2003; Cook et al., 2004; Nakama et al., 2005; Glazebrook et al., 2007).

Em relacdo as lacunas intersticiais verificou-se um aumento significativo no
grupo experimental da quarta (P<0,01), oitava (P<0,01) e décima sexta (P<0,001)
semana, sem diferencga estatistica entre os intervalos de tempo. Pode-se inferir que
essas lacunas representam micro-rupturas entre as fibras de colageno, como ja foi
elucidado por outros autores (Khan et al., 1998; Soslowsky et al., 2000; Cook et
al., 2001; Kader et al., 2002; Maffulli & Kader, 2002; Soslowsky et al., 2002;
Maffulli et al., 2003; Cook et al., 2004; Nakama et al., 2005; Glazebrook et al.,
2007). Portanto, essas micro-rupturas ndo aumentam significativamente com a

permanéncia da sobrecarga.
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Essas micro-rupturas sao consequéncias da fraqueza mecanica do tendao. Tal
condicao pode ser confirmada pela grande quantidade de colageno tipo Ill (menos
resistente as tensdes) encontrada no grupo experimental da quarta (P<0,001), oitava
(P<0,0001) e décima sexta (P<0,0001) semana. Neste ultimo periodo, ja ocorria
predominéncia do colageno tipo lll, alcangando quase 60% da quantidade total de
fibras colagenas do tendao e apresentando diferengca estatistica com o grupo
experimental da quarta semana (P<0,05). Maffulli et al. (2000) reportaram que
culturas de fibroblastos provenientes de tenddes de Aquiles rompidos produzem
mais colageno tipo Il que tenddes fisioldgicos. Ireland et al. (2001) e Jones et al.
(2006) também demonstraram uma maior expressao génica para o colageno tipo lll
nas tendinoses. Isso demonstra que o tecido tem uma tendéncia a reduzir sua forga
de resisténcia ao estresse continuo, ficando cada vez mais propenso a uma ruptura
parcial ou total.

Em relagédo aos glicosaminoglicanos houve um aumento significativo no grupo
experimental (P<0,01) em todos os intervalos, quando comparada com O grupo
controle. Este aumento foi gradual com o decorrer do protocolo, apresentando
diferenga estatistica entre a quarta e a décima sexta semana (P<0,05) do grupo
experimental. A maior produgao de glicosaminoglicanos também foi reportada por
outros autores (Riley et al., 1994; Potter et al., 1995; Fu et al., 2007; Scott et al.,
2007) e ela pode ser considerada uma resposta fundamental para contribuir com a
manutengao das propriedades viscoelasticas do tendao, ja que ndo apresenta uma
funcao de transmissao de forgas (Screen et al., 2005).

A marcagcdo da atividade celular através da contagem das regides
organizadoras de nucléolo demonstrou um aumento das unidades ativas de
transcricdo do DNA no grupo experimental (P<0,0001) em relagdo ao grupo controle,
sem diferenca estatistica entre os intervalos de tempo. Scott et al. (2007) também
demonstraram um aumento da atividade celular através da proliferagao (mitose) dos
tenocitos. Esses resultados vém a corroborar com o0s outros achados desse
trabalho, ja que um tecido que apresenta células conténdo o dobro de unidades
ativas de transcricdo em seu nucleo, quando comparado com seu fisiolégico, devera
exibir consequentemente maior densidade celular e maior quantidade de matriz
extracelular, nesse caso, fibras de colageno e glicosaminoglicanos.

As células apoptoticas aumentaram no grupo experimental em relacédo ao

grupo controle. No entanto, n&o foi possivel realizar o indice apoptético, pois poucas
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imagens foram obtidas devido ao desprendimento do material da Iamina durante o
processo da reagao. Estas dificuldades de processamento também foram relatadas
por Glazebrook et al. (2007) que tiveram problemas com o material durante as
reagdes imuno-histoquimicas. Por outro lado, Tuoheti et al. (2005) utilizaram a
reacdo de TUNEL em tendinoses de supra-espinhoso e obtiveram resultados
positivos para apoptose. E provavel que o tenddo do rato ndo se enquadre em
alguns protocolos de imuno-histoquimica, pois o tecido € sensivel. Isso implica a
necessidade de aperfeicoar as técnicas para o correto procedimento.

Vale a pena ressaltar que os tenddes dos grupos controles apresentaram
caracteristicas histolégicas similares aos padrdes fisioldgicos descrito por Gross,
(1992); Rufai et al. (1995); Soslowsky et al. (2000); Nakama et al. (2005);
Glazebrook et al. (2007); e Scott et al. (2007).

Os dados aqui obtidos referentes a evolugdo patolégica da tendinose
sustentam que o tecido estd em franca tentativa de recuperacgéao frente a sobrecarga
constante. As células que estdo em alta atividade nuclear se multiplicam através de
mitoses, aumentando a densidade celular. Essas, por sua vez, se diferenciam e
produzem maior quantidade de matriz extracelular (colageno e glicosaminoglicanos)
na expectativa de renovar o tecido. Por outro lado, a sintese e a deposicéo
predominantemente de colageno tipo Il refletem uma tentativa frustrada de manter a
homeostase tecidual. Além disso, os tendcitos sobrecarregados mecanicamente
entram mais frequentemente em apoptose, como reflexo do desgaste bioquimico e
mecanico (Visentini et al., 1998; Scott & Duronio, 2003; Scott et al., 2005).

Apoptose € uma morte celular programada que ocorre de maneira fisioldgica
(na embriogénese e nas glandulas mamarias apos a lactagdo) ou patologica
(sobrecarga mecanica, hipertermia e/ou alteragdes bioquimicas). Nesta, o conteudo
intracelular é fragmentado sem rupturas da membrana e endocitado por células
vizinhas sem desencadear ativacdo de células fagocitarias. Por outro lado, a
necrose é uma morte celular ndo programada que ocorre exclusivamente por
agentes patoldgicos, na qual o conteudo intracelular € exposto ao meio externo,
desencadeando processo inflamatério reativo (Pereira, 2006). Assim, na evolugao
da tendinose, a prépria morte celular dos tendcitos ndo estimula uma reagao
inflamatdria, pois ela ocorre principalmente por apoptose, havendo uma quantidade

minima de células em necrose (Scott et al., 2007).
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Outra importante consideragdo € que as tendinoses, como lesdes
degenerativas reversiveis, ndo envolvem necessariamente acumulo de substancias
apenas no meio intracelular, como ocorre em outros tecidos (Pereira, 2006). Elas
também apresentam alteragdes que modificam o meio extracelular. Dessa maneira,
observa-se 0 seguinte paradoxo sobre patogénese da tendinose: Sao lesbes
celulares que alteram o intertiscio? Ou sao lesdes da matriz extracelular que alteram
o funcionamento dos tenécitos?

Uma interessante hipdtese para essa reflexdo € a mecanotransducao.
Mecanotransducéo € capacidade dos tendcitos em responder as cargas a fim de
manter a homeostasia tecidual (Ingber, 1997; Ruoslahti, 1997). Segundo
Provenzano et al. (2002) os fibroblastos exibem invaginag¢des contendo fibrilas de
colageno que podem transmitir forca. Essa organizagdo afeta diretamente o
mecanismo celular no que diz respeito a deformacgao, ou seja, a aplicagado de cargas
capaz de deformar a matriz extracelular pode ser transmitida a membrana celular
e/ou citoesqueleto. Dessa maneira, uma resposta € sinalizada ao nucleo através de
um sistema mecano-sensorial de tensigridade capaz de traduzir essas informagdes
em respostas metabdlicas adaptativas ou patoldgicas (Wang et al., 2006; Arnoczky
et al., 2007). Sendo assim, uma sobrecarga mecanica constante e de intensidade
inferior a uma deformacao plastica total pode conduzir uma via de expressao génica
direta com consequentes alteragbes morfoldégicas que levam o tenddo a uma
resposta patologica degenerativa livre de um infiltrado inflamatério classico (Figura
VX).
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Figura XV — Resposta dos tendcitos a sobrecarga mecanica. Essa resposta biologica
apresenta um carater adaptativo ou patolégico que depende diretamente das
caracteristicas da carga imposta (Adaptado de Wang et al., 2006).

Como nao ha um periodo de descanso adequado para adaptacao do tendao no
protocolo do presente trabalho € plausivel inferir que a expressédo génica conduza o
tecido a alteragdes degenerativas (Kjaer, 2004), tais como aqui apresentadas.

Em relagao ao local das lesoes, elas podem ocorrer tanto no corpo do tendao,
quanto na sua insergdo com o 0sso (éntese). A éntese possui uma arquitetura
complexa com obliquidade das fibras de colageno e zonas de transi¢ao tecidual,
além de ser uma regido rica em condrdocitos e glicosaminoglicanos. Devido a
conformacgao dessa estrutura foi atribuida a fungdo de minimizar a concentracdo do
estresse na interface de tecido mole e osso (Benjamin et al., 2006). Apesar disso as
alteragbes degenerativas concentram-se principalmente nesse ponto, sendo
consequentemente o local mais comum de ruptura (Maganaris et al., 2004).

Portanto, a escolha de obter imagens da regido central do eixo longitudinal para
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morfometria teve o intuito avaliar apenas as lesdes bem estabelecidas em todo
tendao.

Apesar de nao haver nenhuma espécie “padrdo-ouro”, os modelos que
utilizaram ratos apresentaram comportamento tecidual semelhante ao humano,
tendo uma boa evolugao das condigbes da lesdo e reproduzindo com fidedignidade
as caracteristicas teciduais patoldgicas, além de ser de facil aplicagdo. Os ratos e
camundongos também s&o os animais mais usados em pesquisa, sendo que cerca
de 85% dos artigos da Medline e 70,5% dos artigos da Lilacs séo referentes a esses
roedores (Fagundes & Taha, 2004).

Todos os grupos tiveram livre acesso a agua e comida, pois segundo
Enwemeka et al. (1992), a restricdo de comida associada a exercicios pode levar
a uma adaptacédo morfologica do tecido, predispondo a uma renovagéo com fibras
de colageno de tamanho reduzido.

E importante ressaltar no projeto piloto realizado observamos alteragbes
degenerativas embora n&o tenha sido possivel executar todas as coloragdes, pois
o tecido tendinoso se mostrou sensivel ao processamento histolégico
automatizado, se tornando friavel aos cortes. Portanto, para esse trabalho
padronizou-se o processamento histolégico manual com o tempo do xilol e da
parafina reduzidos, evitando, dessa maneira, desidratacdo excessiva e
desnaturacao das proteinas respectivamente.

Ha uma tendéncia por parte dos Comites de Etica de orientar a utilizagdo da
quantidade minima de animais para os projetos, visando a integridade fisica dos
mesmos. Corroborando com esse fato, as variaveis do presente trabalho
monstraram-se pouco instaveis. Sendo assim, a pequena quantidade de animais
utilizados foi suficiente para obter precisdo e confianga nos resultados (Sampaio,
1998). Ja o método de eutanasia através da inalagdo por CO, produz efeito
imediato sem aparente sofrimento, causando assim, o menor dano possivel aos
animais.

A biomecanica da marcha dos quadrupedes apresenta uma caracteristica
propulsora predominantemente nos membros posteriores e uma desaceleradora nos
membros anteriores (Courtine et al., 2005). Dessa maneira podemos observar que
uma possivel limitagdo do modelo de Huang et al. (2004) foi a utilizagdo do declinio
de 10° para priorizar a contracdo excéntrica do triceps sural, pois a biomecanica

dessa marcha néo reproduziria o efeito desejado. Além disso, a propria gravidade

42



trabalhava a favor da propulsdo dos animais. Portanto, diferemente de Huang et al.
(2004), nesse trabalho foi utilizada uma inclinagdo de 10 graus da esteira e um
protocolo com velocidade maior. A inclinagao foi responsavel por potencializar a
contracdo dos musculos dos membros posteriores na fase de impulsao da corrida.
Ja a velocidade maior foi responsavel por sobrecarregar ainda mais o tendao de
Aquiles, pois segundo Magnusson & Kjaer (2003), a relagéo triceps sural/tendao é
maior que supra-espinhoso/tendao.

Os modelos devem levar em consideracao a especificidade de cada tend&o no
que se refere as diferengas na anatomia, funcdo, mecanismo de lesdo e/ou tamanho
relativo musculo/tendao, pois todas essas caracteristicas podem ser relevantes na
génese da tendinose. Além disso, eles devem procurar induzir a lesdo da maneira
similar ao que acontece em humanos. Dessa maneira, os modelos que utilizaram
contracdo ativa para inducdo apresentam maior similaridade ao que realmente
acontece no desenvolvimento clinico da tendinose, principalmente naqueles em que
o tenddo tem participagdo ativa durante a atividade imposta. No entanto, é
importante ressaltar que o esforgo repetitivo € apenas um potencial fator etiologico.
Existem outros fatores ndo considerados nesse trabalho, que também afetam as
propriedades biomecanicas do tendao, tais como, imobilizacdo, envelhecimento e
corticéides.

Futuras pesquisas devem investigar os mecanismos moleculares e bioquimicos
envolvidos na patogénese, bem como o efeito de diversas terapias fisicas e

farmacoldgicas para a tendinose de Aquiles.
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Conclusao

De acordo com os resultados, pode-se observar que o modelo proposto atingiu
o objetivo de descrever, analisar e sistematizar os eventos patoldgicos envolvidos na
génese da tendinose de Aquiles através de um modelo de indugéo por overuse em

ratos machos Wistar.
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