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RESUMO

O estudo avaliou no @mbito funcional, biomecénico e morfoldégico a aplicacdo do
biopolimero de cana-de-agUcar como suporte para a cicatrizagdo do tenddo do
calcaneo. Foram utilizados, cinqiienta e cinco ratos machos, albinos, da linhagem
Wistar, distribuidos aleatoriamente em 3 grupos: Grupo Controle (GC, n=16) sem
lesdo tendinea; Grupo Experimental 1 (GE1, n=19) com sec¢éo transversa completa
(tenotomia) no ponto médio do tendao e subsequente sutura; e Grupo Experimental
2 (GE2, n=20) com tenotomia, seguida de sutura envolvida pelo filme de
biopolimero. O indice Funcional de Aquiles (IFA) demonstrou diferenca em todos os
dias pés-operatérios (dpo), quando comparado 0s grupos experimentais com o GC,
mas nao houve diferenca entre o GE1 e GE2. Nos parametros biomecanicos, a
Forca Méxima foi maior no GE1 e no GE2 em relagcdo ao GC; 0 mesmo ocorreu na
Deformacdo na Forca Maxima. A Tensdo na Forca Maxima foi menor nos grupos
experimentais, bem como a Energia/Area e no Modulo Elastico em relagéo ao GC. A
Area de Seccdo Transversa apresentou diferenca entre os trés grupos, GE2
apresentando o maior valor. Na avaliagdo histomorfométrica, o ndmero de
fibroblasto foi superior no GE1 e GE2 comparado ao GC, o numero de fibrécitos foi
diferente nos grupos entre si, com o0 GE1 apresentando o maior numero. Além disso,
o GE1 apresentou maior nimero de vasos sanguineos quando comparado aos
outros dois grupos. Na andlise estrutural dos vasos sanguineos dos tenddes, a
marcacao especifica para actina musculo liso foi superior no grupo GE2 em relacédo
aos outros grupos e essa ocorreu principalmente no componente muscular dos
vasos. Com estes resultados conclui-se que o biopolimero de cana-de-acglcar pode
ser utilizado como suporte no processo de cicatrizacao tendinea, pois ndo prejudicou
as caracteristicas tendineas ao final do experimento e parece ter histologicamente,
acelerado o processo de cicatrizacao.

PALAVRAS-CHAVE: Tenddo do Calcaneo, Lesdo Tendinea, Cicatrizacéo,
Biomateriais, Bioplimero da Cana-de AcUcar.



ABSTRACT

The study evaluated the functional, biomechanical and morphological scope
application of biopolymer sugarcane as support for the healing of the Achilles tendon.
Were used, fifty-five male rats, albino Wistar were randomly divided into 3 groups:
control group (CG, n = 16) without tendon injury; Experimental Group 1 (EG1, n = 19)
with full cross section (tenotomy) at the midpoint and subsequent suturing the
tendon; and Experimental Group 2 (SG2, n = 20) with tenotomy followed by suturing
biopolymer enveloped by film. The Functional Index Achilles (IFA) showed
differences in all postoperative days (postoperative day) compared the experimental
groups with the GC, but no difference between SG1 and SG2. In biomechanical
parameters, the Maximum Force was higher in SG1 and SG2 in relation to CG, the
same outcome occurred with Deformation. The voltage was lower in the experimental
groups and Energy / Area and the elastic modulus compared to GC. Section
Transverse area was different between the three groups, SG2 presenting the highest
value. The number of fibroblasts was higher in SG1 and SG2 compared to GC (GC =
96.80 + 51.52; SG1 = 866.83 + 163.84; SG2 = 802.58 + 139.78; GCxGE1, p = 0.000;
GCxGE2, p = 0.000), the number of fibrocytes was different in groups with each
other, the SG1 presenting the highest number. In addition, the SG1 showed more
blood vessels compared to the other two groups. In the structural analysis of the
blood vessels of the tendons, specific labeling for smooth muscle actin was higher in
SG2 group in relation to other groups. The labeling occurred mainly in the muscular
component of the vessels. With these results it is concluded that the biopolymer
sugarcane can be used as supported on tendon healing process because it does not
impaired the characteristics tendinous end of the experiment and appears to have
histologically accelerated the healing process.

KEYWORDS: Achilles Tendon, tendon injury, Healing, Biomaterials, Sugarcane
Biopolymer.
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1. APRESENTACAO/INTRODUCAO

Esta tese € o0 resultado de uma pesquisa desenvolvida na éarea de
concentracdo Biotecnologia em Saude, do Doutorado do Programa de POs-
Graduacdo da Rede Nordeste de Biotecnologia (RENORBIO) que estudou o efeito
de um biomaterial, o Biopolimero da cana de acgucar, no processo de reparacao do
Tend&o do Calcaneo em um modelo experimental.

As desordens do Tendao do Calcaneo causam dor e incapacidade, podendo
predispor a uma das lesbes mais sérias e comuns do tenddo que € a sua ruptura
(JOZSA et al., 1989; WOOD et al., 2010; MAQUIRRIAIN, 2011) que pode ocorrer
tanto em atletas, na pratica esportiva, como em pessoas ndo atletas, em atividades
diarias, sobretudo em situacao de falta de condicionamento dessa estrutura (JIALILI
et al., 2011; KEARNEY; COSTA, 2012).

A principal estratégia de tratamento em casos graves da lesdo do tendao é
normalmente a reparacdo cirlrgica, porém no ambito da engenharia tecidual a
utilizacdo de biopolimeros que apresentem resisténcia mecanica favoravel para
atuarem como suporte no processo de cicatrizacdo tendinea desperta grande
interesse no campo cirdrgico (SANDY et al., 2015).

O Dbiopolimero de cana de acucar € composto de por Varios
exopolissacarideos, sendo 87,6 de glicose, sintetizados e excretados pela Zoogloea
sp., quando esta bactéria permanece em um meio rico de melaco de cana de acucar
(PATERSON-BEEDLE et al., 2000a). A celulose produzida a partir do melago da
cana de acUcar quando transformada numa matriz pode dar origem a diferentes
apresentacdes deste biopolimero como filme, tubo, hidrogel e formas liofilizadas
(PINTO et al., 2016). Por apresentar pureza, cristalinidade e poder ser esterilizado
sem afetar sua estrutura e propriedades, este material torna-se implantavel
(RAJWADE; PAKNIKAR; KUMBHAR, 2015).

Testado previamente no tratamento de feridas cutaneas infectadas, este
biopolimero apresenta efeito bacteriostatico ou bactericida (MONTEIRO et al., 2007).
Também foi utilizado em cirurgias otolégicas como enxerto de membranas
timpéanicas perfuradas em modelos experimentais, causando reagdes inflamatorias e
fibrose leve (MAYER et al., 2011). Mostrou-se ser um substituto vascular adequado

guando utilizado sob a forma de remendos em artérias femorais de caes, além de



16

ser uma alternativa vidvel para a confeccdo de telas para préteses cirdrgicas
(MARQUES et al., 2007; LIMA et al., 2005). Assim, a partir desses resultados foi
pensando num modelo experimental para avaliar a aplicacdo desse biopolimero
como coadjuvante no processo de reparacao tendinea.

O projeto original deste doutorado contemplava também a associacado de um
protocolo de treinamento fisico ao modelo experimental em questdo, que, foi
excluido em virtude de atrasos na obtenc&o de varios reagentes da pesquisa, 0 que
culminou em consequente atraso no inicio do projeto e a decisdo de redimensionar o
estudo para torna-lo viavel no tempo disponivel para a sua realizacdo. Entretanto,
como ja havia sido iniciada uma revisdo da literatura buscando avaliar as evidéncias
cientificas sobre a repercussdo da atividade fisica aerObica na estrutura e
biomecénica do tendao pés reparacao, originou-se o artigo de revisao intitulado - O
efeito do exercicio aerobio na cicatrizacdo de rupturas do tenddo do calcaneo em
animais: uma revisao sistematica (incluido no Apéndice deste exemplar e submetido
para publicacdo no periédico Physical Therapy in Sports - Conceito A2 na éarea
Educacao Fisica da CAPES. (Apéndice A).

A avaliacdo da reparacao do tendao do Calcaneo foi realizada através dos
seguintes parametros: funcional, onde se analisou o indice Funcional de Aquiles
(IFA) atraves do qual foi observado o padrdo da marcha dos animais durante trinta
dias ap6s a lesdo experimental, biomecanico, onde se avaliou as propriedades
biomecanicas do tenddo através da realizacdo do ensaio mecanico de tracao
tendinea; histolégico, através da mensuracédo da celularidade, do nimero de vasos
sanguineos neoformados e, por Ultimo, imunohistoquimico, através da avaliacdo
estrutural dos vasos sanguineos do tecido tendineo.

Atendendo as normas vigentes do Programa de Pdés-Graduacdo da Rede
Nordeste de Biotecnologia (RENORBIO) para a elaboracdo desta tese, o presente
exemplar esta estruturado da seguinte maneira:

2. Reviséo da Literatura
3. Justificativa

4. Hipotese

5. Objetivos

6. Materiais e Métodos
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7. Resultados — apresentados neste exemplar em formato tradicional e
contemplando um Depésito de Pedido de Patente (BR1020160044081) da Invencéao
intitulada “Garra para o ensaio mecéanico de material bioldgico de animais de
pequeno porte” (Anexo B).

8. Discusséo

9. Concluséo

Referéncias bibliogréaficas

Apéndices

Anexos
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESTRUTURA DO TENDAO

O tendd@o é um tecido conectivo altamente organizado que une o musculo
ao 0Sso e é capaz de resistir a altas tensdées enquanto transmite forgas entre essas
estruturas, gerando movimento (KIRKENDALL; GARRETT, 1997; KANNUS, 2000;
HEINEMEIER; KJAER, 2011). Esta funcéo é possivel gracas ao grande contingente
de moléculas de colageno tipo I, hierarquicamente dispostos e alinhados na direcéo
da transmissao de forca (THORPE et al., 2016).

A estrutura hierarquica tendinea € formada por moléculas, fibrilas, fibras e
fasciculos de colageno (figura 1). A menor unidade estrutural do tendéo é a fibrila,
recoberta pelo endotenddo, tecido conectivo que contém vasos sanguineos,
linfaticos e nervos, e juntos formam uma fibra tendinea (KASTELIC; GALESKI;
BAER, 1978). O feixe de fibras agrupado pelo epitendao forma um fasciculo, que por
sua vez, origina o tenddo (KANNUS, 2000). Alguns tenddes sao ainda envolvidos
por uma camada de tecido conjuntivo frouxo chamado de paratenddo, que
associado ao epitenddo passa a ser chamado de peritenddo, permitindo a livre
movimentacdo do tenddo em relacdo as estruturas vizinhas (WANG, 2006; YANG;
ROTHRAUFF; TUAN, 2014).

Figural - Desenho esquemético da estrutura basica do tend&do. As diferentes membranas
(endotendao, epitenddo e paratenddo) sdo mostradas assim como vasos sanguineos e
nervo.

Fibra Colagena

Endotendéo T % Fibrila Colagena
Tendcito
Vaso Sanguineo __
Nervo Fasciculo
Paratenddo — Epitendéo

Fonte: DOCHEVA et al., 2014
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A matriz extracelular dos tendBes € composta de aproximadamente 70% de
dgua e 30% de matéria seca, sendo o colageno, o seu principal conteudo
constituindo certa de 60 a 85% de seu peso seco (JOZSA et al., 1989; KJAER, 2007;
DAHLGREN, 2007; THORPE et al., 2013). Este apresenta algumas funcdes
importantes relacionadas a manutencdo da arquitetura do tecido, a absorcdo e
transmissdo de cargas e a prevencao contra falhas mecéanicas (PINS et al., 1997;
SILVER; FREEMAN; SEEHRA, 2003). Existem na atualidade 28 tipos de proteinas
colagenas teciduais, porém no tenddo, o colageno tipo | é o mais abundante e o
grande responsavel pela forca mecanica tendinea (ERIKSEN et al., 2002; RICARD-
BLUM, 2011; THORPE et al., 2013). Outros tipos de colageno sdo encontrados em
menor quantidade, como, os tipos Il, IX e X que foram localizados proximos a
insercdes 6sseas (THOMOPOULOS et al., 2003). Tanto o colageno tipo Ill como o0s
tipos IV e V podem ser encontrados no endotend&o, ou seja, no centro da fibra
coldgena e estdo envolvidos no desenvolvimento da fibra e no seu crescimento em
diametro (DUANCE et al., 1977; BIRK et al., 1990; LOMAS et al., 2015). O colageno
tipo VI esta presente na matriz pericelular de tenddes nas regiées de compressao e
de tensdo, contribuindo assim, para a manutencdo estrutural e integridade
biomecéanica, e o tipo Xll atua em colaboracédo com o colageno tipo | na transmisséo
de forca (FELISBINO S.L; CARVALHO, 1999; THAKKAR et al., 2014).

As fibrilas coldgenas sdo orientadas predominantemente no sentido
longitudinal, contudo em menor proporcao também h& nos sentidos transversal e o
horizontal, conferindo ao tend&o resisténcia aos diferentes direcionamentos das
forcas de tragdo que ocorrem durante o movimento (CHANSKY; IANNOTTI, 1991). A
guantidade de colageno e de agua no tenddo, além das interacdes entre proteinas
colagenas e ndo colagenas define o seu comportamento viscoelastico que por sua
vez, contribui para suas propriedades biomecéanicas (SILVER; FREEMAN; SEEHRA,
2003b; WANG, 2006b). Dessa forma, os tendbes sdo projetados para transmitir
forcas com a minima deformacéo ou perda de energia.

A composicdo da matriz extracelular do tendédo difere nos seus diferentes
niveis hierarquicos (THORPE et al., 2013). A denominada matriz ndo-colagena do
tenddo é composta por glicosaminoglicanos, proteoglicanas e fibras elasticas que
estdo envolvidos na estabilidade das fibras colagenas (GLAZEBROOK et al., 2008).

De um modo geral, as proteinas ndo colagenas estdo em maior quantidade
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localizadas em regides que recebem cargas compressivas e em menor quantidade
em regides que sdo mais submetidas a tensdo (THORPE et al., 2013). As cadeias
de glicosaminoglicanos fazem conexao, através de seus sitios de ligacao, entre as
fibras colagenas e as moléculas de proteoglicanos e estes contribuem diretamente
para as propriedades mecanicas dos tenddes, pois fazem a distribuicdo de tensdo
entre as fibras coldgenas descontinuas. Oitenta por cento das moléculas de
proteoglicanos sdo do tipo Decorina e influenciam o alinhamento e,
consequentemente, a estabilizacdo das fibras colagenas (PINS et al.,, 1997,
THORPE et al., 2013). As fibras elasticas, que corresponde de 1 a 2% do contetdo
total do tendéo, fornecem ao tecido tendineo um alto grau de flexibilidade, através
de ligacBes covalentes com moléculas vizinhas (SCOTT; HAIGH, 1988).

Os elementos da matriz extracelular sdo produzidos por células, e embora
haja a presenca de células endoteliais, células sinoviais e condrocitos, 90-95% das
células sédo de fibroblastos alongados denominados tendcitos e seus precursores
gue sao os tenoblastos (WANG, 2006b; LOMAS et al., 2015). Em tend&es jovens, 0s
tendcitos sdo mais numerosos e estdo localizados préximos as fibras colagenas,
distibuidos longitudinalmente; estdo ativos na geracdo de energia, sintese do
colageno e de todos os elementos da matriz extracelular (O'BRIEN, 1997,
STROCCHI et al., 1991; THAKKAR et al., 2014). Formam também, através de seus
prolongamentos, uma rede de comunicacéao celular permitindo uma reacao coesa do
tecido a forcas externas, consequentemente, reagindo melhor as exigéncias
mecanicas (KJAER, 2004). Os tenoblastos sdo células que variam de tamanho e
forma, estdo organizados em fileiras fazendo conexdes entre si e possuem
numerosas organelas citoplamasticas, o que reflete sua intensa atividade
metabdlica, caracterizando os principais tipos de célula atuantes na remodelacao
tecidual (MCNEILLY et al., 1996; KANNUS, 2000). O numero de tenoblastos reduz
com a idade, e além de se tornarem mais alongados, com menor relacdo nucleo-
citoplasma, diminuem sua atividade metabodlica (CHUEN et al., 2004).

A estrutura tendinea € de fato pouco vascularizada e este suprimento difere
nos diversos tipos de tendao, porém a exata distribuicdo da rede vascular ainda nao
esta totalmente esclarecida (FENWICK; HAZLEMAN; RILEY, 2002). Sabe-se que a
nutricdo do tenddo depende da presenca ou ndo de membranas de revestimentos;

na presenca delas, as regibes superficiais sdo nutridas por difusdo de liquido
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sinovial (TEMPFER; TRAWEGER, 2015). Com a técnica de angiografia foi
observado que o suprimento sanguineo do tend&o ocorre atraves de trés areas: pela
juncado miotendinea, pela juncédo osteotendinea e pelo paratenddo (AHMED et al.,
1997). Os vasos estdo geralmente dispostos longitudinalmente; nas enteses
tendineas, os vasos nao passam diretamente do osso para o tenddo, pois ha uma
camada de cartilagem entre essas estruturas, o que ocorre € uma anastomose com
vasos do periésteo, formando uma ligacdo indireta com a circulacdo Ossea
(FENWICK; HAZLEMAN; RILEY, 2002).

A inervacao tendinea € um tema importante para o estudo de tendinopatias,
porém poucas informacdes se tem sobre o assunto (BENJAMIN; KAISER; MILZ,
2008). E comum observar que 0s nervos estdo associados aos vasos, e por isso,
podem estar envolvidos com a regulacdo do fluxo sanguineo tendineo
(ACKERMANN et al., 2001). Em grande parte, se ndo exclusivamente, o suprimento
nervoso do tenddo é aferente e os receptores sdo encontrados perto da jungéo
musculo-tendinea (STILWELL, 1957). Ha quatro tipos de receptores: o tipo I, 0s
corpusculos de Ruffini que séo receptores de presséo sensiveis ao alongamento e
apresentam adaptacdo gradual; o tipo Il, corpusculos de Vater-Paccinian que sao
ativados por qualguer movimento; o tipo Ill, os 6rgédos tendinosos de Golgi que sédo
mecanorreceptores; e 0s receptores do tipo IV que sdo as terminacdes nervosas
livres que atuam como receptores de dor (FREEMAN; WYKE, 1967; JOZSA:;
KANNUS, 1997).

2.2PROPRIEDADES BIOMECANICAS DO TENDAO

Semelhantes a outros tecidos, como pele e ligamentos, os tenddes sao
viscoelasticos e sensiveis as diferentes forcas dindmicas a que sdo submetidos
constantemente (WANG, 2006b). A tendéncia de um tenddo em alongar, encurtar ou
falhar motivadas cargas musculares € determinada por sua propriedade
biomecanica, que se deve a organizacdo estrutural da matriz extracelular e a
interacdo das proteinas colagenas e nao colagenas tendineas (APARECIDA DE
ARO; DE CAMPOS VIDAL; PIMENTEL, 2012; MATSON et al., 2012)
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Durante o desenvolvimento do tend&o, eventos bem orquestrados promovem
mudang¢as na composicao e na estrutura do tecido que sé&o importantes para sua
propridade biomecanica, e assim, ocorre aumento da forca mecanica tendinea,
acompanhada do aumento de conteudo e do diametro das fibras colagenas
(MOORE; DE BEAUX, 1987; ANSORGE et al., 2011). A interagdo entre as fibras
coldgenas e as moléculas de proteoglicanas sao primordiais, j& que as estas atuam
orientando e organizando as fibras colagenas tendineas (CRIBB et al., 1995). Outro
componente importante para a biomecanica do tenddo sao as fibras elasticas, que
apesar de se apresentarem em menor quantidade entre as fibras colagenas, séo
essenciais para a distensdo inicial dos tenddes e previnir seu alongamento
excessivo (AQUINO; VIANA; FONSECA, 2005)

A propriedade de deformacédo elastica tendinea permite-o estocar energia e
com isso possibilita amplificar ou atenuar a forca muscular, resultando em um
feedback mecanico durante o movimento, o que protege os musculos contra
possiveis danos (ROBERTS, 2002; KONOW,; AZIZI; ROBERTS, 2012). Isto quer
dizer que a elasticidade do tenddo poupa o trabalho muscular para melhorar a
economia do movimento (ROBERTS et al., 1997; CAVAGNA; HEGLUND; TAYLOR,
1977), além de amplificar a poténcia muscular em algumas atividades
(ALEXANDER, 2002).

A fibra colagena representa a menor estrutura tendinea que pode ser testada
mecanicamente (O’BRIEN, 1997). As duas principais caracteristicas mecéanicas do
tecido coldgeno sdo: o stress-relaxamento, que graficamente é uma curva
representando a diminui¢cdo da tenséo ao longo do tempo na deformacao constante;
e a deformacéo, que graficamente representa 0 aumento do comprimento ao longo
do tempo durante uma carga constante. Experimentalmente, o estudo das
propriedades biomecanicas do tenddo é realizado através de ensaios mecanicos
(WANG, 2006a) e estas duas caracteristicas geram, durante o ensaio, uma curva
denominada carga-deformacéo (KIRKENDALL; GARRETT, 1997).

Durante a realiza¢do de ensaios mecanicos dos tecidos tendineos, o tendao é
fixado, através de garras localizadas em extremidades opostas: proximalmente, na
juncao miotendinea e distalmente, na entese. Em seguida o tendao € tracionando ao
longo de seu eixo longitudinal sendo os dados mecéanicos registrados até a falha do
tecido (JAMES et al., 2008a).
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O gréfico gerado durante o ensaio mecanico curva de for¢ca x deformacéo do
tendao apresenta quatro partes distintas, quando submetida a uma carga externa
(ABRAHAMS, 1967). A inicial chamada regido “toe”, corresponde ao comportamento
do tenddo nos primeiros 2% da carga total aplicada, onde ha o alongamento inicial
do padrao de friso dos feixes de fibras colagenas. A segunda parte da curva € a
chamada porcdo linear, onde o tenddo é alongado até 4% da tensdo total,
resultando no alongamento total de sua estrutura helicoidal. Acima de 4%, ou seja,
apos a porcao linear, rupturas microscopicas das fibras irdo ocorrer. E além 8-10%
da tensdo, ocorre falha macroscépica das fibras tendineas (BUTLER et al., 1978)

(figura 2).

Figura 2 - Curva tipica de For¢a-Deformacdo do Ensaio Mecéanico de Tragdo do Tendao até
a falha. Demonstrando as regifes: | — Toe; Il — Linear; Il e 1V, regides de falha. A rigidez é a
angulacao da curva na regido linear (MAGANARIS; NARICI; MAFFULLI, 2008).
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Fonte: MAGANARIS; NARICI; MAFFULLI, 2008
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2.3RUPTURA DO TENDAO DO CALCANEO

A ruptura do tend&o do Calcaneo é uma das mais comuns lesdes tendineas
na populacdo jovem (JOZSA et al., 1989b). Nas Ultimas décadas, esta incidéncia
aumentou e provavelmente, deve-se ao elevado ndmero de individuos adultos,
numa faixa etaria compreendida entre 30 e 40 anos de idade, praticantes de
esportes recreacionais ou competitivos de forma ocasional, sendo assim, a maioria
das rupturas (44% - 83%) ocorre durante atividades esportivas (JARVINEN et al.,
2001; HUTTUNEN et al.,, 2014; SCOTT; GREWAL; GUY, 2014). As alteracoes
bioguimicas e biomecanicas relacionadas com o envelhecimento também
desempenham um papel significativo na patogénese de lesdes tendineas
(LANDVATER; RENSTROM, 1992). Em recente estudo epidemioldgico foi mostrado
que a incidéncia de ruptura do tenddo do calcaneo aumentou em todas as idades
num periodo de 33 anos. A causa principal foi relacionada com a préatica de esportes
em individuos jovens, porém confirmou também que o envelhecimento parece ser a
causa desse aumento ter ocorrido em mulheres acima de 50 anos (LANTTO et al.,
2014).

As lesbes dos tenddes podem ser aguda ou cronica, causadas por fatores
intrinsecos ou extrinsecos, quer isoladamente ou em combinacdo. Nas lesbes
cronicas, a interacdo entre fatores intrinsecos e extrinsecos é comum, ja na lesao
aguda, fatores extrinsecos predominam, enquanto que lesdes por overuse
geralmente tem origem multifatorial (GROSS; HOFFMANN, 2013). Os fatores
intrinsecos séo: idade, sexo, presenca ou auséncia de doencas associadas, fatores
genéticos, temperatura tendinea, forca muscular, flexibilidade, variagcdes anatdmcas;
enquanto que fatores extrinsecos sao: carga, ambiente, ocupacao e treinamento
(REES; WILSON; WOLMAN, 2006; MAGNAN et al., 2014). E importante enfatizar
que nao € comum o tendao sadio falhar em resposta a tenséo aplicada, quando isso
ocorre, hd a presenca de algum tipo de patologia associada (KIRKENDALL,;
GARRETT, 1997).

Muitas hipéteses tém sido descritas como possiveis causas na ruptura do
tenddao do calcaneo, porém ainda ndo ha consenso (MAFFULLI; WONG;
ALMEKINDERS, 2003). Os fatores de risco séo varios, cita-se a ma vascularizacéo

do tenddo, a degeneracgédo tendinea, a disfuncdo muscular, o mau condicionamento
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da unidade mdusculo-tendinea, as mudancas no padrdo de treinamento e o
desequilibrio mecanico (SHARMA; MAFFULLI, 2005)

Duas teorias foram propostas para a ocorréncia da ruptura do tenddo do
calcaneo, a teoria degenerativa e a teoria mecanica. Na primeira, a degeneracao do
tendado resulta em ruptura sem necessariamente aplicacdo de cargas excessivas, ja
na segunda, a ruptura geralmente ocorre apdés uma contracdo muscular excessiva
em tenddes saudaveis. Uma hipotese importante para o desenvolvimento de
alteracdes degenerativas € o pobre suprimento sanguineo do tenddo, que pode
resultar em hipdxia e prejuizo no metabolismo tendineo (LONGO et al., 2013).

A pobre vascularizacdo é uma questdo que gera discussao na contribuicao
para o surgimento de lesdes tendineas, principalmente, na regido de 3-6 cm da
insercdo dssea do tenddo do calcAneo (ASTROM; WESTLIN, 1994). Porém, um
estudo que objetivou examinar o suprimento de sangue do tend&do do calcaneo
verificou que tanto a parte distal posterior do tendao, como a parte média do tendao
mostraram pobre vascularizacdo. Como as rupturas ocorrem com maior frequéncia
na parte média e raramente na parte distal, foi concluido que nao existe uma relacéo
direta entre o fornecimento de sangue e a incidéncia de ruptura (GRAF;
SCHNEIDER; NIETHARD, 1992).

Alguns mecanismos de ruptura ja foram descritos e 0 movimento de ruptura
mais comum ocorre com a transferéncia de peso para a regido do antepé com o
joelho em extensao, situacdo que ocorre geralmente em esportes de salto; seguida
da dorsiflexdo subita do tornozelo que ocorre, por exemplo, ao cair em um buraco;
por ultimo, ap6s uma dorsiflexdo subita, posterior a uma flexdo plantar, como ao cair
de certa altura (ARNER; LINDHOLM; ORELL, 1959). O tipo de ruptura do tendédo do
calcaneo também ja foi classificada em quatro tipos: o tipo | € uma ruptura menor
que 25% do diametro total; na ruptura do tipo 2, o defeito € menor que 3 cm; uma
falha entre 3 e 6 cm é uma ruptura do tipo 3; e na ruptura do tipo 4 o defeito € maior
que 6 cm (KUWADA, 1995).

2.4 CICATRIZACAO TENDINEA
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A cicatrizacdo natural do tenddo é um processo lento devido a
hipocelularidade e hipovascularizacdo normal do tecido, sendo regulado por varios
fatores de crescimento, citocinas e células (SHARMA; MAFFULLI, 2006; LIU et al.,
2011). O processo de cicatrizacdo em tenddes ocorre em trés fases que se
sobrepdem, e a duragcdo € dependente da localizagdo, da gravidade e do tipo de
tratamento associado (HOPE; SAXBY, 2007; DOCHEVA et al., 2014). Mesmo ap0s
um ano do inicio de todo o processo, a estrutura e a funcdo do tenddo nao se
igualam ao do tendao saudavel (YANG; ROTHRAUFF; TUAN, 2013).

A primeira fase, inflamatoria, ocorre logo apos a lesdo com a formacdo de um
hematoma e pode durar de 24 a 48 horas. Células inflamatérias como neutrofilos,
monocitos e macréfagos sdo atraidos para o local da lesdo por intermédio de
citocinas pro-inflamatorias (LIN; CARDENAS; SOSLOWSKY, 2004). Os macréfagos
sdo as células predominantes durante esta fase, enquanto que a concentracdo de
neutrofilos diminui apés as primeiras 24 horas (MARSOLAIS; COTE; FRENETTE,
2001). Neste momento, a sobrevivéncia do tecido neoformado deve-se a presenca
de uma rede vascular, que surge devido aos fatores angiogénicos, sendo necessario
em virtude da sintese de coldgeno ser um processo altamente dependente de
oxigénio (XIE et al., 2015). Durante esta fase, ha também o aumento de DNA,
fibronectina, glicosaminoglicanos, agua, e colageno do tipo lll, que estabiliza
coletivamente a matriz extracelular recém-formada (MONTGOMERY, 1989).

Na fase de proliferacdo, que pode se sobrepor a fase anterior, observa-se
histologicamente um menor nimero de macréfagos e mastdcitos, sendo os tipos
celulares predominantes os fibroblastos. Estes apresentam seus reticulos
endoplasmaticos desenvolvidos, o0 que € indicativo de intensa sintese de
componentes da matriz extracelular, tais como, colageno (principalmente colagéno
do tipo lll) e proteoglicanos. Outra caracteristica desta etapa é a grande quantidade
de &gua e de glicosaminoglicanas (LIN; CARDENAS; SOSLOWSKY, 2004;
MOLLOY et al., 2006; DOCHEVA et al., 2014).

A fase seguinte, chamada de remodelacéo, é um processo lento que tem seu
inicio 6 a 8 semanas apos a lesdo e pode perdurar por dois anos. Nela ocorre 0
alinhamento progressivo das fibrilas de colageno em feixes, restaurando a rigidez e
a resisténcia do tenddo. Ocorre também, uma diminuicdo na celularidade e na

producdo de matriz e o tecido torna-se mais fibroso através da substituicdo de
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coldgeno do tipo Il por fibras do tipo |. Apés cerca de 10 semanas, o estado de
maturacao é iniciado, o qual inclui o0 aumento na fibrila de coladgeno e a formacgéo de
tecido tendineo mais maduro (DOCHEVA et al., 2014).

Na atualidade dois mecanismos de cicatrizacdo sao propostos: a cicatrizacao
extrinseca e intrinseca (JAMES et al., 2008; LOMAS et al., 2014). No primeiro, 0s
fibroblastos e células inflamatérias migram dos tecidos periféricos e invadem a
regido da lesdo e mais tarde promove a reparacdo e regeneracdo. No segundo
mecanismo ocorre a migracao e proliferacdo de células do endotendao e epitendao
dentro do local da lesdo (BEREDJIKLIAN et al., 2003). Esses mecanismos
geralmente ocorrem simultaneamente, e o que determina a sobressaliéncia de um
sobre o outro é o tipo de lesdo, a sua localizacéo e o tipo de tratamento (FENWICK;
HAZLEMAN; RILEY, 2002). O mecanismo extrinseco € caracterizado pela formacéao
de adesao, pela presenca de matriz colagena desordenada com alta celularidade e
pelo elevado conteddo de agua no local da lesdo. J& o mecanismo intrinseco é
responsavel pela reorganizacéo das fibras colagenas e manutencao da continuidade
fibrilar (JAMES et al., 2008b).

O tecido cicatrizado tem alteracdo na presenca e na organizagao de proteinas
ndo colagenas assim como na sua propriedade mecanica, e isto associa-se com
uma possivel ruptura, pela permanéncia elevada da quantidade de colageno tipo Il

durante todo o processo (LIU et al., 1995).

2.5 METODOS DE TRATAMENTO DA LESAO TENDINEA

O tratamento para a ruptura do tenddo esta em constante evolucdo, e o seu
objetivo principal é a regeneracgéo do tecido tendineo com caracteristicas estruturais
e fisicas comparaveis as de um tenddo normal sem lesdo. Porém, o melhor
tratamento para a ruptura do Tendao do Calcaneo ainda € uma questao controversa
(CHIODO et al., 2010). Na escolha do tratamento, deve-se considerar a natureza da
ruptura, o tempo decorrido até o diagnostico, se € uma ruptura primaria ou

recorrente, a idade e as condi¢bes do paciente, e se a lesdo ocorre em atletas de
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alto rendimento, em individuos que praticam esportes regularmente ou sedentarios
(MAQUIRRIAIN, 2011).

O tratamento da ruptura do tenddo pode ser cirdrgico ou nédo, o que depende
geralmente da preferéncia do cirurgido ou do paciente (SOROCEANU et al., 2012).
Porém, em individuos atletas sugere-se geralmente o tratamento cirirgico por este
ser capaz de restabelecer o comprimento do tend&o, reduzir a rigidez do tornozelo e
a atrofia muscular; além do menor risco de uma re-ruptura (LYNCH, 2004,
JALLAGEAS et al., 2013). Entretanto, apresenta desvantagens significativas como
complicagbes com anestesia, infec¢do, adesao e alto custo (KHAN et al., 2005; TAN;
SABB; KADAKIA, 2009). Existem trés tipos de abordagens cirdrgicas: reparacao
percutanea, cirurgia aberta ou com abertura minima (KHAN et al., 2005).

A decisdo de optar pelo tratamento néo cirirgico numa ruptura do tendao do
Calcéaneo pode ser fundamentada em algumas medidas obtidas através do exame
de ultra-sonografia, a partir dos seguintes resultados: menos de 5 mm de separacao
com flexdo plantar maxima, menos de 10 mm de separagdo com 0 pé em pPOoSiCao
neutra, ou maior do que 75% de aposicdo do tenddo com o pé em 20 de flexdo
plantar (KOTNIS et al., 2006; POYNTON; O'ROURKE, 2001). J& o tratamento ndo
cirirgico convencional somada a imobilizacdo do membro é um método pouco
utilizado, por promover o retardo do processo de cicatrizacdo como também por
prejudicar as propriedades biomecanicas do tendao, como diminuicdo da resisténcia
a tracdo, da tensdo no momento da ruptura, assim como leva a atrofia, fraqueza
muscular, perda de coordenacao e propriocepc¢ao articular (YAMAMOTO; HAYASHI,
YAMAMOTO, 1999; PALMES et al., 2002; BRING et al., 2009). A imobilizacéo
também reduz o teor de agua e de proteoglicanos dos tenddes e aumenta o nimero
de ligacBes cruzadas de colageno, altera o nimero das células e sua conformacéo
estrutural, afetando o alinhamento das fibras colagenas (HANNAFIN JA,
ARNOCZKY SP, HOONJAN A, 1995).

Os novos programas de reabilitacdo sugerem que a mobilizacdo precoce e a
associacdo com carga de peso apresentam efeitos positivos no processo de
cicatrizacdo tendinea no que diz respeito a prevencao de atrofia, rigidez, adesao,
trombose, devido a melhora na vascularizacdo e na resposta imunolégica
(ANDERSSON; ELIASSON; ASPENBERG, 2009; KRAPF; KAIPEL; MAJEWSKI,

2012).0Outros meétodos usados na reabilitacdo deste tipo de lesdo também
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mostraram beneficios: uso do Ultrassom (YEUNG; GUO; NG, 2006; TSAI; TANG;
LIANG, 2011), de laserterapia (WOOD et al., 2010; JOENSEN et al., 2012; JESUS et
al., 2014), uso de Oxido Nitrico (XIA et al., 2006; MURRELL, 2007; BOKHARI;
MURRELL, 2012).

2.6 BIOMATERIAIS NA CICATRIZACAO DO TENDAO

Como o objetivo de melhorar a resposta cicatricial de tecidos, pesquisas na
area da engenharia tecidual tém sido amplamente realizadas, principalmente no
campo da reconstrucdo cirargica (DOURTE; KUNTZ; SOSLOWSKY, 2008;
MOSHIRI; ORYAN; MEIMANDI-PARIZI, 2013). H& um continuo esforco em
mimetizar as estruturas complexas e hierdrquicas inerentes ao tecido nativo,
portanto, os biomateriais produzidos podem apresentar composicdo molecular e
estrutural previamente selecionada de acordo com as metas almejadas (MOSHIRI,;
ORYAN, 2012; SHEARN et al., 2013; RAJWADE; PAKNIKAR; KUMBHAR, 2015)

Para um biomaterial ser ideal, ele deve apresentar uma composi¢ao
quimica biocompativel, ou seja, ndo gerar reacdes adversas; promover interacdo
celular e desenvolvimento tecidual; ser biodegradavel ou bioabsorvivel; apresentar
propriedades mecéanicas favoraveis para sustentar cargas e alta resisténcia ao
desgaste (DAVIS, 2003). Os materiais biocompativeis utilizados, seja substituindo os
tecidos humanos seja como suporte na cicatrizacdo de feridas, provocam algum
grau de inflamacédo, contudo, esta ndo deve ser de grande intensidade, mas o
suficiente apenas para provocar a reparacao tecidual (MAYER et al., 2011). Alguns
obstaculos podem ser encontrados na utilizacdo destes materiais, como: geracéo de
tecidos funcionais, modo de implantacdo que viabilize a funcéo celular e a manter a
integridade biolégica e mecéanica do tecido circundante (MUSCHLER; NAKAMOTO;
GRIFFITH, 2004).

Para a producao dos biomateriais, varios materiais tem sido utilizados, alguns
componentes naturais como o colageno (MURRAY et al., 2007), submucosa de
intestino delgado de porco (SUCKOW et al., 2007), fibras de seda (JIN et al., 2004) e

a base de quitosano (FUNAKOSHI et al., 2006), dentre os materiais sintéticos cita-se
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o &cido poliglicolico, &cido polilactico e copolimeros (COOPER et al., 2007,
DOURTE; KUNTZ; SOSLOWSKY, 2008). Os biomateriais mais recentes séao
agueles fabricados por polimerizacdo de uma ou varias moléculas de proteinas, tais
como colageno e elastina. Porém, outras tecnologias e produtos estdo sendo
introduzidos e estdo disponiveis comercialmente; no entanto, a maioria ndo passou
por testes in vivo e seu real papel no processo de cicatrizagéo e o resultado de seu
uso ainda sédo desconhecidos (MOSHIRI; ORYAN; MEIMANDI-PARIZI, 2013).

Desde o seu descobrimento, a celulose bacteriana (CB) vem atraindo
pesquisas em todo mundo e sua aplicabilidade na biomedicina s6 vem aumentando.
Ela é um polissacarido ndo ramificado constituido de cadeias lineares de residuos [3-
1,4 - glucopiranose produzido extracelularmente (SHAH et al., 2013; RAJWADE;
PAKNIKAR; KUMBHAR, 2015). Em sua morfologia, apresenta uma unica rede de
nanofibrilas que mimetiza as propriedades da matriz extracelular. Diferente de
muitos polimeros sintéticos, a celulose bacteriana é biocompativel, pois por ser um
polissacarideo € menos imuno-estimulante, e ainda integra-se ao tecido. As
nanofibrilas ainda podem guiar células, sendo assim a CB é portanto, muito atraente
como um suporte cicatricial para engenharia de tecidos (PETERSEN; GATENHOLM,
2011).

Dentro deste contexto de novos biomateriais ha o biopolimero da cana-de-
acucar sintetizado, em 1990, na Estacdo Experimental de Cana de Acucar de
Carpina, da Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE. Este biopolimero
contém em sua estrutura glicose, em maior concentracao, e a celulose que pode ser
produzido de duas maneiras: ou por sintese natural através da fotossintese de
plantas ou por sintese microbiana (PATERSON-BEEDLE et al.,, 2000b; MOHITE;
PATIL, 2014). No caso do biopolimero da cana de acucar, a Unica matéria prima
utilizada para a producao de sua celulose é o melago da cana de agUcar, através da
bactéria Zoogloea sp. (PINTO et al., 2016).

O biopolimero in natura, com acgucares residuais, foi utilizado como
curativos no tratamento de feridas acidentais em caes, promovendo aumento do
tecido de granulacao, controle da infeccdo e diminuicdo do tempo de cicatrizacao
(COELHO et al., 2001). Posteriormente, em 2001, foi realizado uma série de ensaios
guimicos com o objetivo de adequar o biopolimero, em estado de pureza, resultando

em um tecido homogéneo, estavel, com baixa citotoxicidade e com caracteristicas
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fisicas e quimicas que atendem as especificidades morfofuncionais de diferentes
tecidos (CASTRO et al., 2004).

Devido a essas caracteristicas, ele vem sendo utilizado com sucesso em
muitos estudos em diversas areas da cirurgia experimental como na cicatrizacao de
feridas cutaneas (MONTEIRO et al., 2007), na reconstrugcéao vascular (MARQUES et
al., 2007), como substituto da membrana timpanica (MAYER et al.,, 2011), na
reconstrucdo do parénquima renal (TAVARES et al.,, 2014), na correcdo da
incontinéncia urinaria (SILVEIRA et al., 2014), entre outras; sob diferentes
apresentacdes e estados fisicos: membrana (LIMA et al., 2005; MARQUES et al.,
2007; MAYER et al., 2011; SILVEIRA et al., 2014), pelicula (MONTEIRO et al.,
2007), esponja (TAVARES et al., 2014), gel (CORDEIRO-BARBOSA et al., 2012;
AUGUSTO et al., 2014).
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3 JUSTIFICATIVA

A ruptura do tenddo € um problema clinico significativo em todo o mundo e o
aumento de sua incidéncia pode estar relacionado ao aumento dos adeptos da
pratica esportiva e ao processo de envelhecimento, em decorréncia de uma maior
expectativa de vida da populacdo. Os métodos de tratamento ainda sé&o
controversos, apesar da existéncia de varios estudos comparando o tratamento
conservador com o cirdrgico. Por esse motivo, novas estratégias vém sendo
avaliadas no intuito de melhorar 0 processo cicatricial desta lesdo e
consequentemente, favorecer a populacdo afetada um rapido retorno as suas
atividades.

Atualmente, na area de engenharia tecidual, que visa a regeneracdo de
tecidos biologicos, novos biomateriais estdo sendo aplicados com sucesso na
reparagdo de tecidos. Entretanto, um dos grandes desafios € o desenvolvimento de
biomateriais originarios de matérias primas de baixo custo, facil acesso e com
caracteristicas adequadas para a funcéo destinada.

Neste contexto, o biopolimero da cana-de-agucar, ja demonstrou em Varios
estudos experimentais, apresentar componentes em sua estrutura, como relatado
anteriormente, com propriedades terapéuticas, além de apresentar baixa
citotoxidade e caracteristicas fisicas e quimicas que atendem as especificidades
morfofuncionais de diferentes tecidos. Como o Brasil € o maior produtor de cana-de-
acucar do mundo, a possibilidade de um novo material biocompativel e de baixo
custo, capaz de ser utilizado na reconstrucédo tendinea, produzido a partir de uma

matéria-prima abundante em nosso pais motivou esta pesquisa.
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4 HIPOTESE

O Biopolimero de cana-de-acucar utilizado como suporte no processo de
cicatrizagdo da ruptura experimental do tenddo do calcaneo de ratos Wistar pode
otimizar o processo de cicatrizacdo e desta forma favorecer as propriedades
biomecénicas do tenddo pds-lesdo originando uma novo tecido menos favoravel a

novas lesoes.
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5 OBJETIVOS

5.10BJETIVO GERAL:

Avaliar o efeito do filme de biopolimero de cana-de-acucar como suporte da
reparacdo da ruptura total do tenddo do calcaneo em um modelo experimental,

investigando seus efeitos funcionais e estruturais.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Avaliar o efeito do Biopolimero sobre:

a) A recuperacdo funcional da marcha dos animais através andlise do indice
Funcional do Aquiles (IFA).

b) As Propriedades Biomecéanicas do tenddo através do Ensaio Mecéanico de
Tracdo, analisando os seguintes parametros: forca maxima, tensdo na forca
maéaxima, deformacgédo na forca méaxima e modulo elastico.

c) A histologia do tecido tendineo trinta dias pos-lesdo através da quantificacdo
de fibroblastos, fibrécitos e vasos sanguineos.

d) A expressédo da actina musculo liso no tecido tendineo trinta dias pds-leséo.
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6 METODOLOGIA

6.1 LOCAL DO ESTUDO

Esta pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Plasticidade Neuromuscular
do Departamento de Anatomia (LAPLAN), onde os animais experimentais foram
mantidos, em parceria com 0s seguintes laboratérios da Universidade Federal de
Pernambuco:

- Laboratério de Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia: realizacdo dos
procedimentos cirargicos;

- Laboratério de Materiais Poliméricos e Caracterizacdo (LMPC) do Departamento de
Engenharia Quimica: realizacdo do ensaio mecéanico de tracao;

- Nucleo de Pesquisa de Inovacdo Terapéutica (NUPIT): realizacdo das etapas da
imunohistoquimica;

- Laboratério de Microscopia Eletronica do Centro de Tecnologias Estratégicas do
Nordeste (CETENE): realizado os procedimentos histologicos;

- Laboratério de Engenharia da Mobilidade no Departamento de Engenharia
Mecanica: confeccao da peca para a realizagdo do ensaio mecéanico de tracao.

6.2 ASPECTOS ETICOS

Foram respeitados os aspectos éticos referentes a pesquisa em animais de
laboratorio preconizados pelo COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal), Lei n° 6638 de 8 de maio de 1979 e Decreto n° 24645 de 10 de julho de
1934, além de estar de acordo com o Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), protocolo n°
23076.038181/2012-19 (Anexo A).
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6.3 TIPO DE ESTUDO

Foi realizado um estudo experimental com métodos de analises de carater

qualitativo, quantitativo e semiquantitativo.

6.4 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 81 (oitenta e um) ratos machos, albinos, da linhagem Wistar,
com idade de 60 dias (peso médio de 210 — 320g), provenientes da colbnia de
criacdo do Departamento de Nutricdo da UFPE e mantidos no biotério de
experimentacdo do Departamento de Anatomia, sob temperatura de 22 + 2°C, num
ciclo invertido de luz (18:00 as 6:00 h) e escuriddo (6:00 as 18:00 h), livre acesso a
agua filtrada e racéo (Presence) e sob condi¢cdes padrao de biotério.

Os animais foram distribuidos em trés grupos: Grupo Controle (GC, n=27),
Grupo Experimental 1 (GE1, n=27) e Grupo Experimental 2 (GE2, n=27); de forma
gue em cada grupo houvesse filhotes de nutrizes diferentes para evitar que algum
fator genético influenciasse os resultados. No GC nédo foi realizada leséo
experimental do tenddo do calcaneo, porém, o GE1 e o GE2 sofreram uma seccéo
transversa completa (tenotomia) no ponto médio do tenddo do calcaneo com
subsequente sutura com o fio 5-0 CATGUT (ETHICON). Apenas no GE2, a sutura foi

envolvida pelo filme do biopolimero de cana-de-acgucar.

6.5 FILME DE BIOPOLIMERO DE CANA-DE-ACUCAR

O filme de Biopolimero de cana-de-acucar utilizado nesse estudo foi obtido
na Estacdo Experimental de Cana-de-Acucar de Carpina da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE). O melaco da cana de aclcar € o Unico material
utilizado para a obtencdo deste biopolimero, que uma vez sintetizado é submetido a
um processo quimico para reducdo de seus agucares. Em sua estrutura quimica
pura apresenta: glicose (87,57%), xilose (8,58%), ribose (1,68%), acido glicurénico
(0,83%), manose (0,82%), arabinose (0,37%), galactose (0,13%), ramnose (0,01%)
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e fucose (0,01%). Além disso, o produto passa por um processo de extracao a vacuo
de 4gua que produz a matriz da celulose bacteriana. A partir dessa matriz, foi

extraido o filme (Figura 3).

Figura 3 - llustrag&o do Filme do Biopolimero de Cana-de-acuUcar utilizado nesse estudo.

6.6 PROCEDIMENTO CIRURGICO (Induco da les&o do tend&o do calcaneo)

Ao atingirem a idade de 60 dias, todos os animais foram anestesiados com
uma solucao de Cloridrato de Xilazina a 2% (ANASEDAN) e de Quetamina a 10%
(SYNTEC) por via intramuscular, na dosagem total de 0,2 ml da solucéo para cada
100g de peso do animal [1:1] (MASSONE, 1988). Uma incisédo longitudinal na pele
da regido poéstero-inferior da pata direita proximo ao calcaneo foi realizada para a
exposicdo e identificagdo do Tend&o do Calcdneo. No GC houve apenas a retirada
do tenddo do Mdusculo Plantar enquanto que o Tenddo do Calcaneo permaneceu
intacto. Nos Grupos Experimentais, além da retirada do tenddo do Musculo Plantar,
o Tend&o do Calcaneo foi seccionado no seu ponto médio com auxilio de um bisturi
n°15. No GEL1 foi realizada apenas sutura utilizando o fio 5-0 CATGUT (ETHICON),
enquanto que no GE?2 foi realizada a sutura sendo esta envolvida com o filme do
biopolimero (0,6cm x 1,8cm) (figuras 3, 4 A e 4B). Logo apds esse procedimento, a
sutura na pele foi realizada com fio 4-0 CATGUT cromado. Em seguida foi
administrado analgésico intramuscular (Dipirona Monoidratada - 50mg/ml;
0,1ml/100g) antibidticoterapia topica (Rifamicina SV sédica — 10mg/ml; Sulfato de
Neomicina + Bacitrina — 5mg/g + 250Ul/g) e intramuscular (Enrofloxacina — 10%;

0,05ml/animal). O tenddo do musculo plantar foi retirado em todos os grupos para
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evitar interferéncias durante a avaliacdo biomecéanica, afinal em animais
quadrupedes o musculo plantar € funcionalmente mais desenvolvido (MURRELL et
al., 1991; ELIASSON; ANDERSSON; ASPENBERG, 2009).]

Figuras 4 - Tenddo do Calcdneo dos animais do Grupo Experimental 2, submetido a
tenotomia seguida da sutura (A) e envolvido com o filme de biopolimero de cana-de-agucar

(B).

6.7 DETERMINACAO DO INDICE FUNCIONAL DE AQUILES (IFA)

Para a avaliacdo funcional da recuperacdo da marcha do animal, foi aplicado
o IFA nos animais de todos 0s grupos, nos seguintes tempos do estudo: no pré-
operatoério e nos 3°, 10°, 20° e 30° dias do pds-operatério (dpo) (MURRELL et al.,
1991). Os animais deambularam em uma passarela de 10 cm de largura e 60 cm de
comprimento sobre um papel branco (figura 5). Tiveram suas patas marcadas, na
regido plantar, com uma tinta azul a fim de imprimirem suas passadas em um papel

branco colocado na passarela.
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Figura 5 - Passarela para deambulacédo utilizada para obtencédo do IFA.

O IFA é obtido através da seguinte formula, 74(PLF) + 161 (TSF) + 48 (ITF) —
5, que leva em consideracdo trés fatores: comprimento maximo da pata (PLF —
footprint lenght factor), distancia entre o primeiro e o quinto dedos (TSF — toe spread
factor) e fator distancia entre o segundo e o quarto dedos (ITF — intermediary toe-
spread factor) (figura 6). A medicéo desses fatores foi realizada por dois avaliadores
independentes e cegos, através das imagens escaneadas das patas dos animais e

com o auxilio do software Image Tool for Windows versao 3.0.

Figura 6 - llustracdo da impressdo da pata posterior direita utilizada na analise do IFA.
Comprimento maximo da pata (PLF); Distancia entre o primeiro e o quinto dedos (TSF) e
Distancia entre o segundo e o quarto dedos (ITF).

Os valores numéricos do IFA expressam a funcionalidade da marcha dos
animais: quanto mais préoximos de -100, indicam menor funcionalidade da marcha;

enguanto que mais préximo a zero, indicam marcha mais funcional (MURRELL et al.,
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1991).

6.8 PROCEDIMENTO PARA RETIRADA DO TENDAO DO CALCANEO

Trinta dias apés o a colocacdo do filme do biopolimero, todos os animais
foram novamente anestesiados com solucdo de Cloridrato de Xilazina a 2%
(ANASEDAN) e Quetamina a 10% (SYNTEC) por via intramuscular, em uma
quantidade total de 0,2 ml da solucdo para cada 100 g de peso do animal, na
proporcao de 1:1 (MASSONE, 2011) para a coleta do tenddo. Uma inciséo foi
realizada ao longo da superficie supero-lateral da pata direita do animal proximo a
articulacdo do coxo-femoral, para remocao e dissecacdo do complexo miotendineo
do musculo Triceps Sural, sendo distalmente preservado a fixacdo distal deste
musculo no calcaneo e, consequentemente, o pé do animal (figura 7). Para a
eutanasia dos animais foi injetado 1ml de Cloreto de Potassio (KCI) intracardiaco em

cada animal.

Figura 7 - Complexo mio-tendineo do musculo Triceps Sural apés dissecacao, com
preservacgdo de sua fixagao distal.

Apés a coleta, seis tendbes de cada grupo foram encaminhados para o
processamento histolégico. Os demais tenddes (21 para cada grupo) foram

colocados em recipiente térmico, recoberto por gaze levemente umedecido com
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solugdo salina a 0,9%, para preservacdo das amostras, e imediatamente
encaminhados para realizacdo do ensaio mecanico convencional no Laboratorio de

Polimeros — Departamento de Engenharia Quimica da UFPE.

6.9 ENSAIO MECANICO DE TRACAO DO TENDAO DO CALCANEO

A avaliacdo mecanica do tendéao foi realizada no trigésimo dia pos-operatorio.
Com o complexo miotendineo do Triceps Sural dissecado, inicialmente foi
mensurada a Area de Secéo Transversal (AST) dos Tenddes do Calcaneo, através
da férmula da elipse (SILVEIRA; NERY, 1999), que € a estrutura geométrica que
mais se assemelha ao tenddo do calcaneo. Para esta avaliacdo foi utilizada uma
maquina de ensaio mecanico (marca EMIC®, modelo DL500, Parana, Brasil) (figura
8), na qual foram acopladas duas pecas confeccionadas especialmente para este
tipo de amostra, com o objetivo de realizar a tracdo tendinea o mais proximo da
posicdo anatdbmica. A pata do animal foi fixada numa garra inferior (figura 9, B), onde
o tendao foi mantido inserido no 0sso calcaneo; e a juncdo mio-tendinea do Tendao

do Calcéneo foi fixada na garra superior (figura 9, A).

Figura 9 - Ensaio Mecanico de
Tracgédo; (A) garra superior; (B) garra
inferior.

Figura 8 - Maquina de Ensaio Mecanico

(marca EMIC®, modelo DL500, Parana,

Brasil).

As amostras foram tracionadas pela maquina até o ponto de ruptura, com

velocidade de 0,1 mm/s e célula de carga de 500 N. Acoplado a maquina, o software
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Tesc® gerou dois graficos (carga versus deformacéo e tensdo versus deformacao)
através dos quais foram obtidos os parédmetros analisados do ensaio (figura 10):
Forca Maxima (N) — maior valor de forca gerada pela célula de carga da maquina no
momento da falha; Moddulo elastico (MPa) — rigidez intrinseca da amostra,
graficamente representado pela tangente da regido mais linear da curva tensao x
deformacdo; Tensdo na forca maxima (MPa) — forca de resisténcia gerada pelo
tendao que se opbe a forca gerada pela maquina por unidade de area, obtido pelo
quociente da Forca méaxima pela Area de Seccdo Transversa; Deformacéo na Forca
Maxima (mm) — variacdo de dimensdo da amostra; Deformacdo Especifica (%) -
quociente entre o comprimento base e a deformacdo maxima multiplicado por 100 e
Energia/Area (N.mm/mm2) — a quantidade de energia que é distribuida por unidade

de area tendinea.

Figura 10 - Grafico Tensao x Deformacéo e dados obtidos através do Ensaio Mecénico
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6.10 HISTOMORFOMETRIA DO TENDAO DO CALCANEO

Seis tendbes de cada grupo foram dissecados e fixados numa imersao de
formol tamponado a 10% por 48 horas, em seguida, foram desidratados em etanol e
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embebidos em parafina para a realizacdo de secc¢des longitudinais na espessura de
5um e montagem de laminas, utilizando laminula e ethelan.

Para as analises histomorfométrica, as amostras tendineas foram coradas
com Hematoxilina/Eosina (HE) e foram fotografadas imagens de 10 campos por
animal utilizando a objetiva de 40x. Com auxilio de um computador acoplado ao
microscépio 6ptico (Leica DM 500), através do programa LAS EZ Version 2.0.0
ICC50, dois avaliadores individualmente, analisaram com auxilio do software
MESURIM PRO 08, os seguintes parametros: quantidade de fibroblastos, de
fibrécitos e de vasos sanguineos.

6.11 IMUNOHISTOQUIMICA DO TENDAO DO CALCANEO

Para a analise da imunohistoquimica, as preparac¢des do tendao do calcaneo
foram desparafinizadas em xilol e reidratadas em concentracdes crescentes de
etanol (70, 80, 95, e 100%). Em seguida, para a realizacdo do bloqueio da
peroxidase enddgena foi utilizado solucdo de metanol-perdxido de hidrogénio 0,3%
(v/v) (DAKO) a temperatura ambiente (TA) por 15 min. Em seguida, foi utilizada
solucdo de PBS — albumina de soro bovino 1% (Sigma Aldrich) por 1h TA.

As amostras foram incubadas com o anticorpo primério actina (H-6) mouse
(SANT-SC-376421) e anti-lgG (para controle negativo) por 2h TA. Finalmente, a
revelacdo foi procedida com DAB-H,O, e a contra coloracdo foi feita com
Hematoxilina. Os controles positivos foram baseados em amostras que sempre

expressaram a proteina.
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7 ANALISE ESTATISTICA

Para todas as analises foram utilizado o software SPSS (Statistical Package
for the Social Sciences, versédo 18) e os dados foram expressos em média + desvio
padrdo. A normalidade de cada resultado foi analisada através do teste de
Kolmogorov-Smirnov.

Na andlise do IFA foi utilizado o Teste ANOVA (one-way) seguido do POS-
HOC de Tukey. Para os dados paramétricos do Ensaio Mecanico de Tracdo (Forca
Maxima, Deformagdo Forca Maxima e Area de Seccdo Transversa) foi utilizado o
Teste ANOVA seguido do POS-HOC de Tukey, enquanto que para os dados nao-
paramétricos (Tensdo Forca Méxima, Energia por Area e Modulo Elastico) foi
utilizado o Teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Mann-Whitney. O Teste
ANOVA também foi utilizado para a analise dos dados histomorfométricos, seguido
do POS-HOC de Tukey. Em todos os testes foi admitida uma confiabilidade de 95%.
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8 RESULTADOS

8.1PERDAS AMOSTRAIS

De um total de oitenta e um animais, a amostra final incluiu cinquenta e cinco
animais. Destes, o grupo controle (GC) foi constituido por dezesseis animais, 0
grupo experimental 1 (GE1) dezenove animais e o0 grupo experimental 2 (GE2) com
vinte animais. Desta forma, houve uma perda amostral final de 26 tenddes. As
perdas ocorreram por motivos variados: reacdo ao anestésico utilizado (n=1) ou
complicagbes do procedimento cirdrgico (n=1), além de problemas de ordem
operacional durante a realizacdo da analise biomecéanica do tenddo que ocasionou a

maior quantidade de perdas da amostra (n=24) (Figura 11).

Figura 11 - Fluxograma das perdas amostrais nos trés grupos durante o experimento.

Animais

Grupos
Experimentais

Perdas™

Indice Funcional de
Aquiles/Avaliacdo
Biomecanica

Avaliacao
Histomorfométrica n=05 ﬂ

*Especificacdo das perdas amostrais: GC: reacao anestésica (n=1), procedimento cirargico
(n=1), analise biomecanica (n=9); GE1: procedimento cirargico (n=1), analise biomecanica
(n=7); GE2: analise biomecéanica (n=7).
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8.2 INDICE FUNCIONAL DE AQUILES

A avaliacdo das impressdes das pegadas, nos animais submetidos a lesao
completa do tenddo, demonstrou pegadas mais estreitas e com maior comprimento
quando comparadas com as dos animais nao lesionados. Observou-se também a
melhora gradativa desde padrdo morfolégico, aproximando-se ao padrao normal até
o final do experimento (Figura 12). Os trés grupos apresentaram valores do IFA
equivalentes no primeiro dia da analise (pré-operatorio). Nos dias subsequentes,
houve diferenca nos valores quando comparado 0S grupos experimentais com 0
controle em todos os momentos da avaliacdo pds cirtrgica (3° dpo, 10° dpo, 20° dpo
30° dpo). Nao foi observada diferenca dos valores do IFA entre 0s grupos
experimentais 1 e 2. Entretanto, os dois grupos experimentais demonstraram um
comportamento semelhante, com aumento da negatividade no 3° dpo e relativa

melhora com o passar dos dias (tabela 1).

Figura 12 - Impressado das patas direita (lesionada) e esquerda dos animais para a analise
do IFA, nos periodos pré operatério, 3°dpo, 10°dpo, 20°dpo e 30°dpo dos grupos controle,
experimental 1 e experimental 2.
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Tabela 1 - indice Funcional de Aquiles do grupo controle (GC) e dos grupos experimentais
1 e 2 (GE1 e GE2) no Pré-Operatério e no 3°, 10°, 20° e 30° dpo. Valores em Média *

Desvio Padréo.

Momento da

Avaliacdo GC (n=11) GE1 (n=13) GE2 (n=14) p

Pré-operatério  -2,15#17,75  -9,39+18,93* -6,57+20,90 0,661*

0,000"

3° dpo 4,9342959 -97,21+18,43 -84,36+25,93 0.000°

0,000"

10° dpo 9,23+31,44  -72,25+27,45 -68,16+20,31 Sy

0,000"

20° dpo 2,03+20,91  -48,10+12,70 -40,49+12,04 0.000°

0,015*

30° dpo -3,78419.49 -22,68+16,43 -30,60+10,42 3.000°
*Teste ANOVA

#$TesteANOVA com o post-hoc de Tukey: *“GCXGE1, *GCXGE?2.
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8.3 PROPRIEDADES BIOMECANICAS DO TENDAO DO CALCANEO

Trinta e oito amostras tendineas tiveram suas propriedades mecanicas
avaliadas. Com o protocolo de ensaio mecanico utilizado, foram obtidos os valores
numéricos das mensuracdes de cinco variaveis biomecénicas: Forgca Maxima (N),
Moédulo Elastico (MPa), Tensdo na Forca Maxima (MPa), Deformacédo na Forca
Maxima (N) e Energia/Area (N.mm/mm2) e de uma variavel morfométrica
diretamente ligada aos aspectos biomecanicos: a Area de Secgdo Transversa (mm?2),

apresentados nas tabelas 2.

Tabela 2 - Propriedades biomecénicas do Tenddo do Calcaneo do grupo controle (GC) e
dos grupos experimentais 1 e 2 (GE1 e GE2). Valores em Média + Desvio Padrao.

Parametros GC GE1 GE2 P p p
Biomecéanicos n=11 n=13 n=14 GCxGE1l GCxGE2 GI1xGE2

Forca Maxima 35,85 47,78 46,15 0,001 0,003 0,830
(N) +7,15 +8,05*  6,49**
Moédulo Elastico 27,31+ 12,63 10,84 0,000 0,000 0,375
(MPa) 9,20 +4 55*%  +3,25**
Tensao Forga 19,60+ 5,37 4,54 0,000 0,000 0,094
Méaxima (MPa) 6,85 +0,98*  +1,20**
Deformacéao 2,13 2,9 2,88 0,000 0,000 0,991
Forca Maxima 10,43 +0,51*  +0,29**
(mm)
Energia/Area 26,65+ 8,67 7,05 0,000 0,000 0,054
(N.mm/mm2) 12,93 +1,90*  +2,20**
Area de Seccéio 2,10 9,00 10,59 0,000 0,000 0,036
Transversa +0,79 +1,20%  +2,22%*8
(mm?)
Anova one-way/Tukey (Forca Méaxima, Deformidade Forca Maxima, Area de Seccdo
Transversa);

Kruskal-Wallis/Mann Whitney (Tens&o da Forca Méaxima, Energia/Area, Mddulo Elastico);
p<0,05 *GCXGE1, *GCxGE2, *G1xG2

Em cinco (05) parametros analisados, observou-se diferenca dos grupos
experimentais em relacdo ao GC, porém, ndo houve diferenca entre eles. No
parametro Forca Maxima, o GE1 e o GE2 apresentaram valores mais altos em
relacdo ao GC. O mesmo comportamento foi observado nos parametros Deformacgao
na Forca Maxima e na Area de Seccdo Transversa. A Tens&o na Forca Maxima foi

menor nos grupos experimentais quando comparados ao GC. Observou-se também
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valores mais baixos no GE1 e GE2 em relacdo aos controles nas variaveis
Energia/Area e Modulo elastico. Apenas no parametro AST, houve diferenca entre

os grupos GE1 e GE2, sendo os valores deste ultimo, maiores.

8.4 DEPOSITO DE PATENTE

Durante a realizacdo do Ensaio Mecanico de Trag&o do Tend&o do Calcaneo,
dificuldades foram encontradas no que diz respeito a preensdo das extremidades do
tendao em virtude do mesmo apresentar uma maior area de seccao transversa apos
sua cicatrizacdo. Dessa forma houve a necessidade de se criar uma peca
juntamente com colaboradores do Laboratério de Engenharia da Mobilidade no
Departamento de Engenharia Mecéanica que permitisse uma boa fixacdo do tenddo a
magquina de ensaio mecéanico. O formulario do Depdsito de Patente dessa peca esta

contemplado no Anexo B.
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8.5 HISTOMORFOMETRIA DO TENDAO DO CALCANEO

Pbdde-se observar nas imagens do grupo controle um padrdo mais coeso,
paralelo e ordenado das fibras colagenas interpostas de células achatatadas
(tendcitos); ja nas imagens dos grupos experimentais as fibras colagenas
apresentam um padrdo mais desordenado e um aumento visivel da celularidade.
Também foi observado um discreto alinhamento das fibras no GE2 comparado com
o GE1 (Figura 13).

Foi observada maior quantidade de fibroblastos nos grupos experimentais
(GE1 e GE2) quando comparados ao GC. Da mesma forma o numero de fibrécitos
foi maior nos dois grupos experimentais quando comparados com o controle,
entretanto o GE1 apresentou um valor maior que o GE2. Em relacdo ao numero de
vasos sanguineos, o GE1 apresentou maior nimero quando comparado aos outros
dois grupos.

Dessa forma, observa-se que o GE1 se apresentou com valores maiores em
todas as variaveis analisadas em relacdo ao GC, enquanto o GE2 mostrou um

padrdo mais proximo do apresentado pelo GC, como pode ser visto na tabela 3.

Figura 13 - Cortes histolégicos de Tenddes do Calcaneo dos grupos: Grupo Controle (A),
Grupo Experimental 1 (B), Grupo Experimental 2 (C). Imagens fotografadas com objetiva de
40x, corados em Hematoxilina e Eosina. Observa-se 0 aumento da celularidade (setas) nos
Grupos Experimentais (B e C) em relacdo ao Grupo Controle (A).
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Tabela 3 - Dados histomorfométrica do Tendao do Calcaneo do Grupo Controle (GC) e dos
Grupos Experimentais 1 e 2 (GE1 e GE2). Andlise realizada em 10 campos microscopicos;
na objetiva de 40x, Hematoxilina e Eosina. Valores em Média + Desvio Padréo.

Parametros GC GE1 GE2 *p **p o
n=05 n=06 n=06 GCxGE1 GCxGE2 GEI1xGE2
Fibroblastos 96,80+51,52 866,83 802,58 0,000 0,000 0,682
+163,84* £139,78**
Fibrécitos 512,70+72,30 1000,33 766,50 0,000 0,002 0,002
+132,08* 461,335
Vasos 3,60+1,95 10,33 7,33 0,032 0,286 0,401
sanguineos +4,83* +4,02

Teste Estatistico: ANOVA one-way/Tukey.

8.6 IMUNOHISTOQUIMICA DO TENDAO DO CALCANEO

A marcacdo especifica para actina musculo liso aumentou em todas as
amostras do grupo GE2 em relagédo aos outros grupos (Figura 14). Tomando-se
0o GC como marcacao 0, o GE1 pode ser classificado como +1 e o GE2 como +2
(Figura 14A, 14B e 14C, respectivamente). Nos mesmos, a marcagdo ocorreu
majoritariamente no componente muscular dos vasos, e em alguns casos em

células do estroma.

Figura 14 - Painel de imunohistoquimica. A, B e C apresentando a marcagdo vascular de
actina nos grupos GC, GE1 e GE2, respectivamente. As figuras D, E e F representam os
respectivos controles negativos.
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9 DISCUSSAO

A medida que a populacédo tem o interesse de melhorar a qualidade de vida
buscando a realizag&o de atividades fisicas e desta forma aumentando a expectativa
de vida, as lesdes tendineas se tornam cada vez mais frequentes. Como os tenddes
possuem uma capacidade de cicatrizacdo reduzida, a intervencdo cirargica
geralmente é o tratamento de escolha, e dentre algumas desvantagens ha o risco de
re-rupturas. Com o intuito de reduzir essas intercorréncias e acelerar a
cicatrizacdo/reabilitagdo tendinea, tem se buscado a utilizacdo de enxertos ou
suportes biolégicos que possam reforcar a sutura. Na tentativa de investigar a
influéncia do biopolimero da cana-de-aclcar como suporte na cicatrizacdo de uma
ruptura completa do tenddo do calcaneo, foram analisados os parametros
funcionais, mecéanicos e morfolégicos ap0és trinta dias apos a leséo.

O Indice Funcional de Aquiles (IFA) é um dado funcional utilizado para
guantificar a funcdo do tenddo do calcaneo e apresenta vantagens como
reprodutibilidade, objetividade, baixo custo e facilidade de execugdo (COSTA,
MARQUES; ANDRE, 2008). Em seu célculo, trés variaveis (PFL, TSF e ITF)
sensiveis e confiaveis refletem a funcionalidade tendinea: PFL indica o comprimento
da pata e € mais curta em ratos saudaveis, devido a rapidez no padrdo da marcha
desses animais, apresentando a fase de apoio diminuida (HRUSKA; KENNEDY;
SILBERGELD, 1979); as variaveis, TSF e ITF, indicam a habilidade do animal em
espalhar seus dedos durante a marcha e, consequentemente, a capacidade de
suportar peso. Neste estudo, observou-se que no periodo pré-operatdrio os valores
deste indice foram préximos a zero, nos trés grupos, representando uma adequada
marcha dos ratos no inicio do experimento, corroborando com o protocolo adotado
que considera que quanto mais préximo de -100 (menos cem) héa alteracdo na
marcha do animal, e quanto mais proximo de 0 (zero) mais funcional (MURRELL et
al., 1991).

A negatividade deste indice chegou ao seu maximo no terceiro dia poés-
operatorio dos grupos experimentais. Esta abruta queda no IFA se deve ao intenso
processo inflamatério observado neste periodo, o que provavelmente ocasionou

uma mudanca no padrdo da marcha do animal. Como a fase inflamatoria do
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processo de cicatrizacdo ocorre em media de 24 a 48 horas pos-lesdo, nesta fase
houve uma lentificagdo da marcha com um aumento na fase de apoio, aumentando
a variavel PLF da pata lesionada (MURRELL et al., 1991; HOPE; SAXBY, 2007).
Também pode ser observado neste periodo que os dedos perderam a capacidade
de se espalharem, com reducdo nas variaveis TSF e ITF, dificultando o suporte de
peso durante a marcha. Com o avancar do processo de cicatrizagdo ocorreu
melhora gradativa do padrdo da marcha e o valor do indice foi se aproximando dos
valores dos controles, este fato também foi observado em outros estudos
(MURRELL et al., 1992; BEST et al., 1993; NG; NG; SEE, 2004). Contudo, 0 mesmo
comportamento funcional foi observado entre 0s grupos experimentais, ou seja, 0
biopolimero nao influenciou o padrdo da marcha dos animais.

Sabe-se que uma vez lesionado, o tendao pos processo de cicatrizacdo nao
retornard as suas caracteristicas biomecéanicas originais (YANG; ROTHRAUFF;
TUAN, 2013). Portanto, o modelo de ruptura total tendinea utilizado nesse estudo foi
capaz de promover alteracdes nas propriedades biomecéanicas do tendéo e o uso do
biopolimero da cana-de-aclicar como suporte no processo de cicatrizacdo nao foi
capaz de melhorar os parametros avaliados em relagcdo ao grupo lesionado sem
este suporte, semelhante ao que foi observado no indice Funcional de Aquiles.

Dentre os parametros analisados, a Area de Seccdo Transversa (AST) é um
parametro morfométrico, obtido manualmente, configurando-se como um dado
extremamente relevante, pois subsidia o0 calculo dos outros parametros
biomecanicos e, neste estudo, a AST foi maior nos grupos experimentais em relagcao
ao grupo controle. Quando um tendao é submetido a determinado processo lesional,
como por exemplo, a tenotomia, as modificacbes estruturais e histolégicas
aumentam a sua area de seccao transversa (ORYAN; MOSHIRI; MEIMANDIPARIZI,
2011). Valores elevados deste parametro estdo associados a capacidade
aumentada do tecido suportar cargas, entretanto, sem garantir sua qualidade
estrutural (MAQUIRRIAIN, 2011).

O modulo elastico é um dado obtido através da relacdo entre a tensdo
aplicada ao material e o quanto este deformou até o momento de sua ruptura,
referindo-se a rigidez intrinseca do material biolégico (MAGANARIS; NARICI;
MAFFULLI, 2008). Valores aumentados de mdodulo elastico tém sido relacionados a

um menor risco de lesdo tendinea e maior capacidade de suportar cargas por
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unidade de area, tanto em humanos como em modelos animais (LACROIX et al.,
2013). Néao foi observado diferenca entre 0s grupos experimentais, porém, em
relacdo ao grupo controle, 0 modulo elastico destes tendfes foi inferior. Estudo
prévio que também utilizou um biomaterial observou aumento nesse parametro nos
grupos experimentais e correlacionou esse achado com as caracteristicas
histologicas destes tenddes: maior organizacdo das fibras de colageno e maior
quantidade de fibroblastos maduros e fibrocitos. Além disso, a avaliacdo dos
tenddes cicatrizados foi realizada aos cento e vinte dias pés-cirurgico, possibilitando
um maior tempo para a maturacao tecidual, o que talvez possa explicar os achados
contrarios em relagdo ao presente estudo (MOSHIRI; ORYAN; MEIMANDI-PARIZI,
2013).

Outro parametro avaliado foi a Tensao na Forca Maxima que é o resultado do
quociente entre a Forca Maxima e a Area de Secgdo Transversa do material. E
caracterizada por sua relagdo proporcional com o Médulo Elastico, ou seja, o tendao
mais rigido € capaz de suportar quantidades menores de carga por unidade de area
(LACROIX et al, 2013). Neste estudo, a Tensdo foi menor nos grupos
experimentais, o que a associa com a rigidez deste material. O aumento na Area de
seccao transversa pode ter reduzido a tensdo dos tenddes, pois apesar da Forca
Maxima ter sido superior nos grupos experimentais, 0 aumento parece nao ter sido
suficiente pra equilibrar a relagéo.

A Deformacéo na Forca Maxima é um parametro que relaciona a variacao de
comprimento com o comprimento inicial da estrutura e esta inversamente
relacionada ao Modulo Elastico, pois um tenddo mais rigido permite uma menor
variacdo de comprimento (MAQUIRRIAIN, 2011). Altas taxas de deformacéao
tendinea tém sido vinculadas a déficits funcionais e a uma maior vulnerabilidade a
re-ruptura, além de reduzir a forca dos musculos gastrocnémios devido a uma pior
relacdo comprimento-tensédo (GELBERMAN et al., 1999; BOYER et al.,, 2001). A
deformacdo aumentada nos grupo experimentais em relacdo ao grupo controle
corroborou com os achados do Modulo elastico, pois um tenddo menos rigido
permite uma maior deformacédo. Porém, uma diminuicdo da deformacdo ja foi
observada em outros estudos, que também foi justificado pelo Mddulo Elastico
elevado (MOSHIRI; ORYAN, 2012; BRODIE et al., 2012).
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7

A carga que € suportada pelo tenddo até sua falha representa a Forca
Maxima e houve um aumento significativo deste pardmetro nos grupos
experimentais em relacdo ao grupo controle, porém 0s grupos experimentais nao
apresentaram diferenca entre si. Os valores elevados da AST destes tenddes podem
ter influenciado a Forca Maxima destes tenddes (MAQUIRRIAIN, 2011). Resultados
semelhantes ja foram descritos anteriormente: adesivos biologicos, fabricados de
pericardio bovino e de tecido dermal de porco, implantados na sutura de uma
tenotomia em tenddes de porcos, levaram ao aumento da forca maxima dos
tenddes. Porém, o modelo utilizado nédo foi in vivo, ndo respeitando o periodo de
cicatrizagdo do tenddo, ou seja, apenas a avaliou a sutura local e ndo as
propriedades do tecido (BRODIE et al.,, 2012); um bioemplante baseado em
coldgeno também influenciou a cicatrizacdo do tenddo do calcdneo de coelhos in
vivo e 0 aumento da Forca Maxima nos grupos experimentais em relacdo ao grupo
controle foi encontrado (MOSHIRI; ORYAN, 2012).

A Energia/Area informa o quanto de energia é acumulada no tend&o por
unidade de area e a eficiéncia biomecéanica desta estrutura pode ser estabelecida
com base no armazenamento de energia elastica por area do tenddo (BEZERRA et
al., 2013). Nesta pesquisa, 0S grupos experimentais apresentaram uma energia/area
menor em relagdo ao grupo controle. Dados semelhantes foram relatados em outro
estudo também do nosso laboratério, que observou diminuicdo desse parametro em
tendBes de ratos diabéticos submetidos ao treino de esteira (OLIVEIRA et al., 2011).
Como o colageno é um tecido conectivo que apresenta suas fibras organizadas para
facilitar a transmissdo de energia do mdsculo para 0 0SSO, uma maior
desorganizacdo dessas fibras pode levar a uma maior absor¢cdo de energia e
desfavorecendo a biomecénica tendinea.

A celularidade é um fator determinante para a andlise temporal do processo
de cicatrizacdo, logo, os resultados desse estudo, sugere que os tenddes dos
grupos GE1 e GE2 podem estar numa mesma fase do processo de cicatrizagéo por
demonstrarem comportamento semelhante no que diz respeito a quantidade celular
e por esses valores se apresentarem superiores em relacdo ao grupo controle
(ROSENBAUM et al.,, 2010). Pelo periodo que foi realizada a coleta do tecido

tendineo também supde-se que 0 processo cicatricial encontra-se no final da fase
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proliferativa podendo estar mesclada com o inicio da fase de remodelamento
(YANG; ROTHRAUFF; TUAN, 2013).

Ao longo do processo cicatricial ocorre uma reducdo gradativa no numero de
fibroblastos, apesar destas células serem responsaveis pela producéo de colageno e
elementos da matriz extracelular (PALMES et al., 2002; YEUNG; GUO; NG, 2006;
MOSHIRI; ORYAN; MEIMANDI-PARIZI, 2013). Geralmente sdo encontradas em
maior quantidade na fase proliferativa, exatamente como foi observado nos grupos
experimentais deste estudo, confirmando um processo de cicatrizacdo ativo nos
tendbes (WOO et al.,, 1999). Ja os fibrocitos, células quiescentes indicativas de
maturidade tecidual, tiveram valores semelhantes nos grupos GE2 e GC, enquanto
gue valores maiores foram do grupo GEL1. A celularidade total durante o processo de
cicatrizacdo estd normalmente aumentada, porém quando uma estrutura de suporte
acelular é implantada a este processo o comportamento esperado € a reducdo de
células e sugerindo que o tecido esta atingindo a maturidade tecidual (CARPENTER,;
HANKENSON, 2004; ROSENBAUM et al., 2010)

Nas fases iniciais do processo de cicatrizacdo ha uma intensa atividade
angiogénica, a fim de que haja um maior suporte sanguineo local e também um
maior aporte celular para a regiao lesionada (FOWBLE et al., 2006). A angiogénese
€ importante tanto na degeneracdo do tenddo, em casos de déficit de suprimento
sanguineo, como na regeneracdo onde se necessita da melhor permeabilidade
celular possivel (FENWICK; HAZLEMAN; RILEY, 2002). O numero de vasos
sanguineos reduz progressivamente durante 0 processo cicatricial, pois a
angiogénese é mensurada pela liberacdo de fatores do crescimento endotelial
presente apenas nas fases iniciais. Dessa forma, quanto mais avancado estiver o
processo de cicatrizagdo, menos vasos sanguineos devem estar presentes no tecido
(TONNESEN; FENG; CLARK, 2000; SAYGI et al., 2008). No nosso estudo,
provavelmente o GE1 se encontra num processo mais ativo de cicatrizagao, pois
apresentou maior nimero de vasos sanguineos, enquanto o GE2 parece se
encontrar numa fase mais avancada (ROSENBAUM et al.,, 2010). A presenca do
biopolimero pode ter acelerado o estagio da cicatrizacdo, fato que podera ser
confirmado, de forma objetiva, com estudos que realizem um estadiamento do

processo de cicatrizagao.
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Estes vasos sdo compostos por células musculares lisas que em sua
estrutura contem proteinas actinas envolvidas em diversas fungbes celulares
incluindo contracdo muscular, motilidade, adesédo e divisdo celulares, bem como,
manutencdo da morfologia celular (CHAPONNIER; GABBIANI, 2004). Nos
vertebrados existem seis isoformas de actina, porém quatro s@o relevantes na
musculatura lisa: a-actina de musculo liso, B-actina ndo muscular, gamma actina
musculo liso e gamma actina citoplasmatica (YAMIN; MORGAN, 2012). A a-actina
de musculo liso € um microfilamento (5-8 nm de didmetro) que compde o
citoesqueleto das células musculares lisas, células mioepiteliais e particularmente
abundante em células musculares lisas de paredes de vasos (DARBY et al., 1990;
McHUGH et al., 1991), tendo uma importante funcado contratil (CASELITZ et al.,
1981; YAMIN; MORGAN, 2012). Em grandes artérias, a-actina de musculo liso
representa 60% de sua estrutura (FATIGATI; MURPHY, 1984).

A expressao da a-actina musculo liso ocorre em diferentes proporcdes de
acordo com o 6rgao e a situacéo fisiolégica ou patolégica. Em células musculares de
artérias, ela esta presente de forma predominante em condicbes normais, e esta
reduzida na camada intima ap0és lesdo endotelial ou formacdo de ateroma. Sendo
assim, a actina parece ser o marcador mais confiavel em células do musculo liso,
particularmente no vaso (DARBY; SKALLI; GABBIANI, 1990).

Foi observado neste estudo que houve uma marcacdo mais intensa da
actina no componente estrutura dos vasos tendineos como também em algumas
células do estroma no grupo experimental tratado com o biopolimero. Acredita-se
que a a-actina musculo liso € necessaria para a geracao de forca pela células da
musculatura lisa vascular (OWENS; THOMPSON, 1986). Esta proteina apresentou
elevada imunoatividade na andlise do tecido de granulacdo do ligamento cruzado
anterior durante sua remodelacdo no periodo de 6 a 9 semanas, sugeriu-se entéo
gue essaa proteina esteja envolvida na manutencdo e homeostase destes tecidos
(WEILER et al., 2002). Isso nos leva a crer que o biopolimero pode ter favorecido

estruturalmente o tecido tendineo durante o proceesso de ciatrizagéo.
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10 CONCLUSAO

Com estes resultados conclui-se que o biopolimero de cana-de-acucar pode
ser utilizado como suporte para sutura de uma ruptura total do tendao do calcaneo e,
também, auxiliar no processo de cicatrizacdo tendinea, pois nao prejudicou
funcionalmente a marcha dos animais, nem prejudicou as caracteristicas
biomecanicas tendineas ao final do experimento. Somado a isto, histologicamente,
parece ter acelerado o processo de cicatrizacdo, pois, ao final de trinta dias pos
ruptura experimental, o tecido apresentou caracteristicas que sugeriram um tecido

mais organizado que o tendao lesionado sem o biomaterial.
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ABSTRACT

Aim: To examine the effect of aerobic exercise on the healing process of ruptured
calcaneal tendons in animal models.

Methods: Published (MEDLINE/PUBMED, SCIELO, LILACS, CINAHL and Web of
Science) were searched without year or language restrictions. Two reviewers
independently identified all eligible papers; the risk of bias was conducted according
to the SYstematic Review Centre for Laboratory Animal Experimentation (SYRCLE)
risk of bias tool. The primary outcomes were: histomorphometry; ultimate tensile
strength and elastic modulus of the healed tendon; and secondary outcome was
Achilles Functional Index.

Results: Only three articles were included in this review. Demonstrated a high risk of
bias due to a lack of clarity of such information. There was an increase in the ultimate
tensile strength of the ruptured calcaneal tendon in animals that performed running
(DM= 12.10; 1C95%= 2.30, 21.90), (DM= 6.10; IC95%= 0.47, 11.73) and swimming
(DM= 3.00; 1C95%= 0.11, 5.89), but there was no difference in the elastic modulus.
As for the Achilles Functional Index, the results were inconclusive and no description
was included of the histomorphometric analysis.

Conclusions: The papers showed high risk of bias and heterogeneous protocols.
Future studies should consider all internationally recommended points for the
methodological control of experimental studies.

KEYWORDS: aerobic exercise, achilles tendon, tendon injuries, tendon healing
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HIGHLIGHTS
e Improvement in the UTS of the tendons in animals that performed aerobic
exercise.
¢ No influence on the EM of the tendons in animals that performed aerobic
exercise.
¢ Animals Studies included showed high risk of bias and heterogeneous
protocols.

e Necessity of improving the methodological quality of animal studies.
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INTRODUCTION

The incidence of ruptures of the Achilles tendon is increasing in the adult
population (JARVINEN et al., 2001). Etiological factors involve abrupt interruption of
high-energy movements, degenerative changes and mechanical imbalance
(KANNUS, 2000). Injurious situations occur more often in high-performance athletes,
but may also be present in non-athletes during exercise, especially when there is
lack of conditioning of the myotendinous complex (Tomiosso, Nakagaki, Gomes,
Hyslop, & Pimentel, 2009; Jielile et al., 2010; Kearney & Costa, 2012; Wertz, Galli, &
Borchers, 2013)

Some strategies have been tested for the treatment of tendon injuries, such as
anti-inflammatory drugs, innovations in tissue engineering, joint mobilization, and
therapy with ultrasound or electrical stimulation (Palmes et al., 2002; Marsolais, C6té,
& Frenette, 2003; Jeremias Junior et al., 2011; Moshiri, Oryan, & Meimandi-Parizi,
2013). Due to the responsiveness of tendons to the imposition of mechanical forces,
by means of changing the structure, composition and biomechanical properties,
movement may be essential in the healing process and should be considered during
treatment (Simonsen, Klitgaard, & Bojsen-Moller, 1995; Wang, 2006).

In this sense, the use of exercise in the treatment of tendon rupture in
experimental models has been described since the 1970s (MARTI; WEBER, 1974).
Different types of exercise have been proposed, but studies with strength exercises
are scarce, and results with aerobic exercise have shown divergent findings
(Simonsen et al.,, 1995; Godbout, Ang, & Frenette, 2006; Barone, Bellafiore,
Leonardi, & Zummo, 2009; Bezerra et al., 2013). This fact is probably due to the

diversity of protocols used and the restriction parameters evaluated (Tipton, Matthes,
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Maynard, & Carey, 1975; Buchanan & Marsh, 2002 Magnusson, Hansen, & Kjaer,
2003; Godbout et al., 2006).
Thus, this review aims to examine the effect of aerobic exercise on the healing

process of ruptured calcaneal tendons in animal models.

MATERIAL AND METHODS

For this systematic review a search was conducted in MEDLINE/PUBMED
(1966-2016), SCIELO (1998-2016), LILACS (1982-2016), CINAHL (1981-2016) and
Web of Science (1975-2016) without year or language restrictions. Through the
Medical Subject Headings (MeSH) and Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS),
the following descriptors were used for the selection of articles: "Exercise" or
"Exercise Therapy" or "Running" or "Swimming" AND "Tendons" or "Achilles tendon"
or "Tendon Injuries" and a limit was established to include only studies with
experimental animals. In the database CINAHL, through CINAHL Headings, the
following descriptors were used: "Exercise" or "Therapeutic Exercise" or "Running” or
"Swimming" AND "Tendons" or "Achilles tendon” or "Tendon Injuries” or "Achilles
Tendon Rupture”. At the Web of Science, the same descriptors were used as for the
PUBMED database with the addition of the descriptor "Rats".

The search was conducted in the electronic databases by two independent
researchers (ACFE and CSN) through a pre-defined protocol (available from the
authors). A third reviewer (SRAM) was consulted when necessary as an arbitrator to
define the inclusion or not of discordant articles between the researchers.

The following inclusion criteria were established for the selection of items for
review: 1) intervention studies in animals that had undergone full or partial, surgically-

induced rupture of the calcaneus tendon; 2) studies comparing trained and control or
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untrained groups; 3) morphometric studies and/or studies of the biomechanical
properties of the calcaneal tendon. Articles were excluded from the review according
to the following criteria: 1) studies using diets or substances that influence the
structure of the tendons evaluated; 2) studies using limb immobilization protocols
after the injury procedure; 3) studies with aerobic exercise protocols associated with
additional loads; 4) studies that combined other types of treatment (ultrasound, laser,
stem cells, etc.) associated with aerobic exercise protocols; 5) studies which started
the exercise protocol before injury.

The assessment of the risk of bias of the studies was conducted according to
the SYstematic Review Centre for Laboratory Animal Experimentation (SYRCLE) risk
of bias tool (HOOIJMANS et al., 2014), through individual components of the specific
points that interfere with the internal validity of the experimental studies. Studies were
presented chronologically and the following items were analyzed: Selection Bias,
through the sequence generation domains; Baseline Characteristics; Allocation
Concealment; Performance Bias, through the random housing and blinding domains;
Detection Bias, through the random outcome assessment and blinding domains;
Attrition Bias, through the incomplete outcome data domain; and Reporting Bias,
through the selective outcome data domain. For each domain, the term "low" was
used to indicate low risk of bias, "high" to indicate high risk of bias and "undefined”,
when there was no clarity in the item identified in the article.

The following primary outcomes were considered: histomorphometry of the
tendon tissue; evaluation of ultimate tensile strength (UTS) and elastic modulus (EM)
of the healed tendon; and as a secondary outcome, the Achilles Functional Index

(AFI)
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RESULTS

The result of the initial search through the combination of descriptors found
1050 items. Of these, six articles were potentially eligible and selected for a more
detailed analysis of the full text. After this analysis, two articles were excluded: the
first (BRING et al., 2007) because it made use of hypertensive rats, the second (NG;
NG; SEE, 2004), which presented the sample size, methodology and identical results
to another previously selected article (SEE et al., 2004). Thus, only three articles and
a thesis were included in this review (Figure 1).
Fig. 1. Search and selection of studies for the Systematic Review according to

PRISMA (Preferred Reporting of Systematic Review and Meta-analyses).

Studies identified through
searching the databases
PUBMED (n=248), LILACS
(n=15), SCIELO (n=10), CINAHL
(n=618), Web of Science (n=159)

'

Total of Studies
found in the Studies excluded by

database search (n= the title and abstract
1050) (n=1040)

v

Studies excluded due
to repetition (n=4)

!

Studies eligible for Studies excluded by
evaluation of the evaluation of the
complete text (n=6) complete text (n=2)

Identification

\ 4

Triage

v

Eligibility

A 4

Studies included in
the qualitative
analysis (n=4)

Inclusion




In terms of the analysis of the risk of bias, the articles demonstrated a high risk
of bias in most of the analyzed items, due to a lack of information or lack of clarity of
such information. Only in two areas was there a low risk of bias in all selected
studies: the first, Baseline Characteristics, as similar characteristics of the animals
were described across the experimental groups, demonstrating the homogeneity
among the groups; and second, Incomplete Outcome Data, as the loss of animals

was reported and did not influence the results (Table 1).

Table 1: SYstematic Review Centre for Laboratory Animal Experimentation (SYRCLE) risk of bias tool

Gabriel Y F Ng & Fung, Biancardine, K.B.G.
Murrell et al., 1998 See et al., 2004 2008 2011
rzggroemvivza:ti VIS TS rzzggemvivze:isti
Sequence . randomization, indefini
CanEEion high X Unclear on, but the unclear but the method do on, but the
method not e method not
Selection described described
Bias Baseline
Characteristics low & Low &3 low &3 low &3
Allocation ] X . . .
ComeralEi high High X high X high X
Random ) X . . .
Performance Housing high High X high X high X
Bias P ) . .
Blinding high X High X hig X high X
Random N
Outcome high High X high X high X
Detection Assessment
bias
Blinding high X High X high X high X
There was a
loss of
Attrition bias Ieempleis low * Low * low * high animals, but
Outcome Data wn
n” not
reported
UTS:
results were UTS:
. Selective not expressed . showed only the
RGBT Outcome high as meanzSD High [-s reeul i high “p” between the
bias . . only graphs
reporting AFI: groups and not
results only values
graphs

*Descricdo Adequada; x Not reported
UTS (Ultimate Tensile Strendth); AFI (Achilles Functional Index); SD (Standard Deviation)

Regarding the characteristics of the included studies, it can be observed that
two performed complete rupture of the calcaneal tendon (Murrell, G.A., Jang, D.,
Deng, X.H., Hannafin, J. A., Warren, 1998; Biancardine, K. B. G., 2011). With respect
to the use of sutures, two articles did not report this procedure (Murrell et al., 1998;

See et al., 2004). Another parameter analyzed during surgery was the removal of the
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Plantar muscle tendon and only one article reported the removal of this tendon

(Murrell et al., 1998). Regarding the type of aerobic exercises used in the studies,

only two distinct exercises were used: treadmill running and swimming. Two articles

began the exercise on the fifth day after surgery (See et al., 2004; Gabriel Y F Ng &

Fung, 2008). Regarding the protocol of the exercises conducted, there was

heterogeneity among the studies (Table 2).

Table 2: Characteristics of the included studies

Author/Year

Murrell et al.,
1998

See et al.,
2004

Gabriel Y F
Ng & Fung,
2008

Biancardine,

K.B.G. 2011

Experimental
Groups

Nonexercise
group (n=10)
Exercise group
(n=10)

Controle group
(n=09)
Running group
(n=11)
Swimming group
(n=10)

No running
group
(n=04)

Running 15min
group
(n=04)

Running 30 min
group
(n=04)

Controle group
1 week (n=06)
3 weeks (n=06)
7 weeks (n=06)
Exercise group
1 week (n=06)
3 weeks (n=06)
7 weeks (n=06)

*Not reported

Sexy/Species

3
Sprague-

Dawley
Rats

Sprague-
Dawley
Rats

3

Sprague-
Dawley
rats

3

Wistar rats

Age/Weight

8-10weeks/
280-320g

90 days/
375-575¢g

12weeks/
285-352 g

3month/
300 g

Injury

Complete
Rupture

Partial
Rupture

Partial
Rupture

Complete
Rupture

Plantaris

Starting
Suture Tendon .
o] Exercise
* yes *
Day 5
* no post-
injury
Day 5
*
. post-
Unrelized injury
Day 8
Unrelized no [FESE
injury

Starting Exercise

Swimming
Frequency: 15 min/day
Duration: 15 days

Frequency: 6x/week
Duration: 25 days
15 min (1° week)
17 min (2° week)

19 min (at the end)

Treadmill
Running
4m/min during
first 2 days,
gradually
increased to
12m/min.

Swimming

Treadmill Running
Duration: 16 days
4m/min during first 2 days,
gradually increased to
12m/min. Both Running
groups running 15ande 30
min, respectively.

Treadmill Running
Duration: 1, 3 ou 7 weeks
Frequency: 5x/week
Speed and times grdually
increased to 14m/min for 30
min.
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The outcomes analyzed are reported in Table 3. Histomorphometry was not
analyzed in any of the studies. The Elastic Modulus was only analyzed in one study
(Murrell et al., 1998) while all the studies evaluated the Ultimate tensile strength of
the tendon (Murrell et al., 1998; See et al., 2004; Biancardine, K. B. G., 2011). As for
the AFI, the studies that evaluated it (Murrell et al, 1998; See et al., 2004) presented

data only in graphics and did not show any differences among the groups (Table 3).

Table 3: Outcomes Analysis

UTS (N; Mean + SD)
Nonexercise Group: 78 + 4
Exercise Group:81 + 2
MD= 3.00 [95%CI= 0.11, 5.89)

Results not reported, only
graphic representation.
There were no differences
between the exercise and

(MURRELL et X p -
a. 1999 EM (4P; e S0 B SR CIE
Nonexercise Group: 39 + 6 sab p ’
Exercise Group:44 + 8 “” value not reported
MD= 5.00 [95%Cl= -1.32, 11.32) P ported.
UTS (N; Mean + SD) UTS (N; Mean % SD)
Control Group: 61,7 + 12,6 Control Group: 61,7 + 12,6
Running Group: 73,8 + 9.0 Swimming Group: 67,6 + 9,7 Refa“'ﬁcnf’; rfepszr:ﬁgt'ig:'y
(SEE et al., " MD=12.10 [95%ClI= 2.30, 21.90) MD=5.90 [95%CI= -4.29, 16.09) graphic rep :
A0 EM EM There were no differences
(MPa; Mean * SD) (MPa; Mean * SD) ERUNEE L
X X
UTS (N; Mean + SD)
Results notreported, only “p” values.
(NG; FUNG No Running Group x Running 30min Group (p=0,04)
2’008) ’ X No Running Group x Running 15min Group (p=0,04) X
EM (MPa)
X
UTS (N; Mean = SD) UTS (N; Mean + SD) UTS (N; Mean + SD)
Control Group: Control Group: Control Group: 23+ 5
29,3+7,28 2845,8 Exercise Group
Bl Exercise Group Exercise Group (7weeks): 29,6+3,5
KB.G 2011’ X (Aweek): 24,8+4,1 (3weeks): 28,6 + 7,3 MD= 6.10 [95% X
Rt MD= -4.5 [95% MD= -0.6 [95% Cl= 0.47, 11.73]
Cl=-11.13, 2.13] ClI=-8.06, 6.86]
EM (MPa) EM (MPa) EM (MPa)
X X

X
*Quantification of cells and collagens fibers; “ x” Not reported
UTS (Ultimate Tensile Strength); EM (Elastic Modulus); MD (Mean Difference); Cl(Confidence Intercals)



86

DISCUSSION

The results of this review showed that there was an increase in the UTS of the
ruptured calcaneal tendon in animals that performed exercise, but there was no
difference in the EM among groups. As for the Achilles Functional Index, the results
were inconclusive and no description was included of the histomorphometric analysis
in the studies.

Systematic Reviews are common practices in clinical research, but scarce in
animal experiments. As of 2010, just over 250 systematic reviews of preclinical
studies have been published, while the Cochrane Library, an international reference
of systematic review publications in clinical studies, there are nearly 6,000
publications (DE VRIES et al., 2015). Thus, we see a discrepancy in this type of
publication between the preclinical and clinical areas. International initiatives have
been developed to raise awareness, enhance, standardize and improve the quality of
systematic reviews in animals. In 2012, a group entitled the SYstematic Review
Centre for Laboratory Animal Experimentation (SYRCLE) was created at Radboud
University in the Netherlands, which provides a means for assessing the risk of bias
of these studies based on the Cochrane Collaboration RoB Tool (HOOIJMANS et al.,
2014). The purpose of this tool is to standardize and avoid discrepancies in the
assessment of risk of bias in experimental animal studies. However, it is still
challenging to use it due to the paucity of information in experimental studies, as can
be seen in this review.

In this review, the articles included demonstrated a high risk of bias index in all
domains assessed by SYCLE's Risk of Bias Tool, except for the description of the
characteristics of animals. Studies in animal experiments lack methodological details

and this description is often underestimated even though there is evidence of its
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importance (Bebarta, Luyten, & Heard, 2003; Wolfer et al., 2004). There is need to
improve the design, implementation and description of these studies (MACLEOD et
al., 2005).

Histomorphometry was not evaluated by any of the studies. The importance of
this analysis is due to the fact that healing is a complex process involving various
cellular and vascular events, as well as factors of the extracellular matrix
(ENWEMEKA, 1989). Histological changes such as an increased number of
fibroblasts, changes in the organization and amount of collagen and an increased
number of capillaries are observed during the healing process (OZTURAN; GUVEN,;
CAM, 2004). The closer that the healed tendon appears structurally similar to a
normal tendon, the greater the efficiency of the process (KRAPF; KAIPEL,
MAJEWSKI, 2012).

Among the biomechanical parameters, the ultimate tensile strength of the
tendon was evaluated in four studies selected and there was an increase in this
parameter in the exercised groups, regardless of the type of exercise, in three
studies. In animal studies, it is more appropriate to focus on the direction of the effect
rather than on its size due to the inevitable heterogeneity among studies
(HOOIJMANS et al., 2014). Thus at ultimate tensile strength, it is seen that there is a
direction to the effect, favoring the groups that performed exercises.

On closer analysis of these results, it appears that there was interference from
the presence of the plantar muscle and from the type of damage done. Thus, the
swimming exercise only showed an effect when the plantar muscle was removed
associated with total rupture. Given this result, it could be conjectured that the
removal or not of the plantar muscle tendon would be an important factor in the

assessment of biomechanical parameters of the calcaneal tendon. In four-legged
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animals the plantar is a functionally active muscle, strong and with a substantial role
in the animal's gait, which may be masking the biomechanical response of the
calcaneal tendon (Best et al., 1993; Murrell et al., 1992; Eliasson et al., 2009;
Dimmen, Engebretsen, Nordsletten, & Madsen, 2009)

The type of experimental lesion, either partial or complete, of the calcaneal
tendon mimics its severity and this rupture model should be taken into consideration
(DAHER et al.,, 2011). In cases of complete rupture, in which suturing was not
performed, there is a tendency to retraction of the stumps, which makes healing
more difficult (See et al., 2004). It would be expected that total ruptures would have a
late improvement in the ultimate tensile strength of the tendon, while a partial rupture
would not; however, our results show the opposite. So again the presence of the
plantar muscle tendon has to be considered. Its absence along with exercise may
have stimulated the healing process of the tendon.

Another important factor that seems to demonstrate an influence on the results
of ultimate tensile strength found was the duration of training. In the single study
(Biancardine, K. B. G., 2011) where only running exercise was used, there was a
difference in the group that exercised for seven weeks when compared to groups that
trained for one or three weeks. Seven weeks is the period that predominantly occurs
during the remodeling phase of the healing process. At this stage, there is a
progressive alignment of collagen fibrils in bundles, restoring the stiffness and tensile
strength of the tendon (DOCHEVA et al., 2014). Perhaps this reason justifies the
improvement of ultimate tensile strength found, reflecting a more histologically
structured tendon.

The elastic modulus outcome showed no difference among groups. It is

important to note that the exercise used was swimming; the aquatic environment
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creates resistance due to the movement of water and the thrust generated, the load
of body mass is reduced and the load exerted on the calcaneal tendon is small due
to weightlessness and the small movement of the ankle (Troup, 1999; Wajchemberg
et al.,, 2002; G. Y F Ng, Ng, & See, 2004). Therefore, it is suggested that the type of
exercise may not have been effective.

Due to the selective description of the outcome of the two studies that
evaluated the Achilles Functional Index, the results are inconclusive. The evaluation
of functional outcomes is important in experimental models of tendon injury, as they
clinically reflect the results of the healing process (BEST et al., 1993). Many studies
with laboratory animals are designed to improve human health (and health care), it
seems reasonable that research with animals be similarly revised and adheres to

high quality standards similar to clinical research.

CONCLUSION

The studies included in this review showed a shift to an improvement in the
ultimate tensile strength of the ruptured calcaneal tendon in animals that performed
exercise, but no influence on the elastic modulus of the tendons was seen. In
addition, the results were inconclusive as to the Achilles Functional Index and there
was no data on histomorphometry.

It is important to consider that these results come from studies with high risk of
bias and heterogeneous protocols. Future studies should consider all internationally
recommended points for the methodological control of experimental studies.
Additionally, important outcomes such as histomorphometric evaluation must be

conducted so that the process of tendon healing is better delineated.
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GARRA PARA O ENSAIO MECANICO DE MATERIAL BIOLOGICO
DE ANIMAIS DE PEQUENO PORTE

01. A presente invencao refere-se a uma peca com duas hastes em acrilico
que se unem em sua parte média e uma estrutura central, semelhante a
um pedo. Estas partes sao ultrapassadas transversalmente e

longitudinalmente por duas hastes de ferro formando um angulo de 90°
entre si.

02. Um dos principais desafios na realizagdo do ensaio mecanico de tecidos
bioldgicos € o método de pressao utilizado para segurar as amostras
nas pecas disponiveis, pois a derrapagem & comum. Pecas
confeccionadas de diferentes formas ja foram testadas em pesquisas
com garras pneumaticas ou hidraulicas, garras serrilhadas, lixas a prova
d'agua, entre outras. Uma caracteristica comum dessas garras é a
utilizacao de superficies rugosas. Entretanto, quando o deslizamento é
prevenido, a concentragdo de estresse pode romper a regiao

pressionada e ocorrer uma ruptura precoce da amostra.

03. Métodos de sustentagdo sédo sugeridos para evitar o problema de
concentragao de estresse: incluindo a sutura, a incorporagao, colagem,
e metodos de rolamento. Entretanto, nenhum desses métodos é ideal

para segurar as amostras.

04. As propriedades mecanicas dos tecidos bioldgicos sao influenciadas por
varios fatores, porém muitas dificuldades estio relacionadas a forma de
aquisicao destas propriedades. Além das caracteristicas estruturais
destes tecidos, outra caracteristica importante da amostra que influencia

durante o ensaio mecanico é a area de secgao transversa da estrutura.

05. Os tecidos biologicos em sua maioria podem ser suaves, aquosos e de

pequenas dimensdes, caracteristicas que dificultam a realizagao do



2/4

ensaio mecanico. Sendo assim, um dos principais problemas
encontrados € a fixagdo desses materiais para que nao haja o
deslizamento.

06. No Ensaio Mecanico de tracdo de estruturas pertencentes ao aparelho
locomotor como musculos, tendées, ligamentos, a posigdo destes no
momento do ensaio € importante. A posi¢éo de referéncia para estas
estruturas e a posicdo anatémica. A colocagcdo das amostras nesta
posicao evitaria o enrolamento das fibras, seja musculares, tendineas ou
ligamentares, que poderiam alterar os resultados obtidos.

07. A invengéo possui a fungao basica de permitir a realizagdo do ensaio
mecanico de tecidos bioldgicos sem ocorrer o deslizamento nem a
ruptura precoce da amostra.

08. Esta invengdo possui hastes de acrilico ajustaveis que permitem a
avaliagao de diferentes tecidos biolégicos independente das suas
dimensdes. Além disso, na superficie destas hastes, onde ha o contato
com a amostra, foi realizado reentrancias para aumentar o atrito entre
eles, evitando o deslizamento.

09. Ha um sistema que promove o mecanismo de pingamento através das
hastes de acrilico, de maneira que a amostra fique em posicao

anatdmica, em casos que assim necessitem.

10. Para a confecgéo da invencao houve preocupagdo em escolher aqueles
com durabilidade, versatilidade e adequado custo/beneficio. Nas duas
hastes principais para pingamento o acrilico foi utilizado por ser um
material termoplastico rigido, transparente, que nao apresenta nenhuma
mudanca em seu estado, mesmo quando exposto a intempéries e

mesmo assim apresenta com alta leveza. A estrutura central & feita de
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aluminio, um material leve e barato, que pode suportar intenso estresse
e adversidades climaticas. As outras partes desta invengéo foram feitas
de aco inoxidavel que apresenta resisténcia a corrosdao e a altas
temperaturas, além de apresentar 6timo custo/beneficio.

11. A seguir, a invengao sera descrita em maiores detalhes com o auxilio de
exemplos na forma de apresentagao em Figuras.

12. Mostra-se:

13. Na figura 1, vista anterior ou posterior da pega que podem ser

vizualisados todos os seus componente.

14. Na figura 2, uma vista superior da pega, para enfatizar o0 mecanismo de
rotagcao da sua peca central.

15. Na figura 3, uma vista inferior da peca, observa-se as superficies de
pingamento.

16. Na figura 4, funcionamento da peca.

17. As hastes de acrilico A e B estao unidas por uma haste horizontal 1 que
as prendem e as estabilizam através de dois parafusos presentes na
haste 1. O componente central C em forma de um sino invertido é
ultrapassado transversalmente pela haste 2 em seu maior diametro.
Além disso, a peca C também é ultrapassada longitudinalmente pela
haste 3. Esta sera enroscada na parte superior da maquina de ensaio
mecanico e, por sua vez, faz a unido entre 0 componente central C e a

haste horizontal 1. Duas porcas 4.1 (superior) e 4.2 (inferior) enroscadas
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na haste 3, ajudam no posicionamento das hastes de acrilico A e B
durante o ensaio.

18.Para que o pingamento aconteca pelas hastes de acrilico, tem que
ocorrer o delocamento inferior do componete central C pela haste 3.
Girando a haste 2 no sentido horario, a pega C & deslocada
inferiormente ocasionando um abertura nas extremidades superiores

das hastes A e B, consequentemente aproximagao das extremidades
inferiores, resultando pingamento.

19. Na vista inferior da peca, pode-se observar que as extremidades
inferiores das hastes A e B possuem superficies que se unem e estio no

mesmo sentido. Estas superficies estao serrilhadas.

20. No exemplo da figura 3, observa-se uma amostra (tend&o do calcaneo)
sendo pingada no momento do ensaio mecanico de tracéo. Observa-se
a posicao inferior da peca C, estando esta bem préxima a haste 1,
possibilitando a aproximacéo das hastes A e B.
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REIVINDICACOES

GARRA PARA O ENSAIO MECANICO DE MATERIAL BIOLOGICO DE

ANIMAIS DE PEQUENO PORTE

. Pega para a realizagdo do ensaio mecanico de tracao de materiais
biolégico de animais de pequeno porte, caracterizada por duas hastes
de acrilico (A e B) e uma componente central C. Este componente
central C gira no sentido horéario ou anti-horario na haste 3, a fim de

aproximar as extremidades das hastes A e B no momento da preenséo.

. De acordo com a reivindicagédo 1, caracterizada por hastes de acrilico
onde ocorre o pingamento da amostra a ser realizada o ensaio
mecanico. Nas superficies destinadas ao pingamento, reentrancias
foram realizadas a fim de aumentar a superficie de contato com a
amostra

. De acordo com a reivindicagao 1, caracterizada por uma peca central C
que €& deslocada no sentido superior e inferior pela haste 3. E esse

deslocamento € responsavel pela pressao de pingamento da estrutura.

. De acordo com a reivindicagao 1, caracterizada pela haste 3 apresenta
duas porcas moveis (4.1 e 4.2) que podem direcionar o sentido de
posicionamento das hastes de acrilico A e B. Isso se faz pois a porca 4.1
pode limitar a rotacao da haste 3.
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FIGURAS

Fig.1
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Fig.2
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RESUMO

GARRA PARA O ENSAIO MECANICO DE MATERIAL BIOLOGICO
DE ANIMAIS DE PEQUENO PORTE

Peca confeccionada com materiais como aluminio, ago carbono e acrilico,
projetada para ser um acessorio para uma maquina de Ensaio Mecanico de
Trag&o de materiais biologicos de animais de pequeno porte. E composto por
duas hastes em acrilico, sendo estas, serrilhadas a fim de aumentar o atrito
entre a superficie e a amostra a ser tracionada; além de uma estrutura central,
ultrapassada transversalmente e longitudinalmente por duas hastes de ferro
formando um angulo de 90° entre si.



ANEXO A — Comité de Etica

Universidade Federal de Pernambuceo
Centro de Ciéncias Biolégicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife — PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

Recife, 20 de fevereiro de 2013.
Oficio n® 545/13

Da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof®. Silvia Regina Arruda de Moraes
Departamento de Anatomia

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n® 23076.038181/2012-19

Os membros da Comiss&o de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “ Utilizagdo do biopolimero extraido da cana de
aguicar na cicatrizagdo do tenddo do calcaneo de ratos associado a exercicio de
natagdo com carga, ”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s&o
adotadas como critérios de avaliagdo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a
serem realizados.

Origem dos animais: Biotério do Departamento de Nutricio Atenciosamente,
Frigorifico; Animais: ratos wistar; Peso: 250g; sexo; machos;
idade; 60 dias; n° total de animas 100 ratos.
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