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RESUMO

O tenddo do Calcaneo é uma estrutura resistente a altas forcas de tens&do. Sua
ruptura € uma lesédo grave e gera uma série de alteracbes em sua biomecanica,
além de atrofia muscular, porém com tratamento ainda controverso. Nos ultimos
anos, o biompolimero da cana-de-agucar tem sido estudado em diversas areas da
cirurgia experimental e apresenta entre outras caracteristicas elasticidade,
resisténcia a tracdo e flexibilidade. No presente estudo, buscou-se avaliar, no tecido
tendineo e no tecido muscular, o efeito do uso do filme de biopolimero da cana-de-
acucar como coadjuvante na cicatrizacdo de uma leséo total do tenddo do Calcaneo.
Foram utilizados 110 ratos, albinos, da linhagem Wistar, mantidos sob condi¢des
padrdo de biotério, ciclo claro/escuro invertido, agua e racdo ad libitum. Os animais
foram distribuidos em 3 grupos: Grupo Controle (GC, n=34), sem lesdo do tendao;
Grupo Lesao sem Biopolimero (GLSB, n=38) - com lesao e reconstituicao do tendao;
Grupo Lesao + Biopolimero (GLB, n=38) - com leséo e reconstituicdo do tenddo com
o biopolimero. O indice Funcional do Aquiles (IFA) dos animais de todos os grupos
foi avaliado na semana pré-cirurgia, nos 3°, 10° 20° e 30° dias pds-cirdrgicos. A
tenotomia foi realizada nos grupos experimentais, exceto no GC, porém apenas no
GLB era realizada a reconstituicdo da lesdo com o filme de biopolimero da cana-de-
acucar, no GLSB era realizada a reconstituicdo sem o filme de biopolimero da cana-
de-aclcar. ApO6s a tenotomia, uma parte dos animais de cada grupo foram
eutanasiados nos 3°, 10°, 20° e 30° dias pés-cirurgicos para ser realizada a coleta do
tenddo do Calcaneo e encaminhamento para a analise histologica e
imunohistoquimica. Trinta dias apds a injaria, foram coletados os musculos Séleo,
Gastrocnémios Medial e Lateral de animais dos trés grupos para pesagem e calculo
da massa muscular relativa. Os dados foram submetidos a analise estatistica,
adotou-se uma margem de seguranca de 95% de confiabilidade, e os valores foram
expressos em média + desvio padrdo. Foi observado que os grupos lesionados
(GLSB e GLB) apresentaram redugao do IFA durante todo o experimento e um
aumento na quantidade de tenoblastos em relacdo ao GC no 30° dia pds-cirargico.
No GLB observou-se um aumento na quantidade de macréfagos até o final do

experimento, alteracdo na expressao de algumas proteinas e presenca de células



inflamatorias em volta do biopolimero. Pode-se concluir que o biopolimero da cana-
de-acucar nao interferiu na deambulacdo dos animais, que mesmo gerando uma
reacdo inflamatoria crénica no tecido tendineo, essa rea¢do nao retardou o processo
de cicatrizagéo.

Palavras-chave: Biopolimeros. Musculo Esquelético. Tend&o do Calcaneo.



ABSTRACT

The Achilles tendon is a structure resistant to high forces of tension. Its rupture is a
serious injury and generates a series of changes in their biomechanics, and muscle
atrophy, but with still controversial treatment. In recent years, the biopolymer of
sugarcane has been studied in various areas of experimental surgery and offers
among other features elasticity, tensile strength and flexibility. The aim of this study
was to evaluate the effect of sugarcane biopolymer film on tendon tissue and muscle
tissue as a coadjuvant in the healing of a total Aquilles tendon injury. 110 male rats,
albino, Wistar, were kept under standard conditions vivarium, light/dark reversed
cycle, with ad libitum ration and water. The animals were divided into 3 groups:
Control Group (CG, n = 34), without tendon injury; Injury without Biopolymer Group
(IWBG, n = 38), with injury and reconstruction of the tendon; Injury + Biopolymer
Group (IBG, n = 38), with injury and reconstruction of tendon with the biopolymer.
The Achilles Functional Index (AFI) of the animals of all groups was evaluated in pre-
surgery week, at the 3rd, 10th, 20th and 30th postoperative days. The tenotomy was
performed in the experimental groups, except in the CG, but only in the IBG was
performed the reconstitution of the lesion with the biopolymer film of the sugarcane,
in the IWBG was performed the reconstitution without the biopolymer film of the
sugarcane. After the tenotomy, a fraction of animals from each group were
euthanized at the 3rd, 10th, 20th and 30th postoperative days to collect the Achilles
tendon and refer to the histological and immunohistochemical analysis. Thirty days
after injury, the soleus, medial and lateral gastrocnemius muscles of the three groups
were collected for weighing and calculation of relative muscle mass. Data were
submitted to statistical analysis, a safety margin of 95% was adopted, and values
were expressed as mean + standard deviation. It was observed that the lesioned
groups (IWBG and IBG) presented reduction of the AFI throughout the experiment
and an increase in the amount of tenoblasts in relation to the CG on the 30th
postoperative day. In IBG was observed an increase in the amount of macrophages
until the end of the experiment, alteration in the expression of some proteins and
presence of inflammatory cells around the biopolymer. It can be concluded that the

sugarcane biopolymer did not interfere in the ambulation of the animals, which, even



generating a chronic inflammatory reaction in the tendinous tissue, this reaction did
not delay the cicatrization process.

Keywords: Biopolymers. Skeletal muscle. Achilles Tendon.
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1 INTRODUCAO

Esta tese faz parte de uma linha de pesquisa do Laboratério de Plasticidade
Neuromuscular - LAPLAN do Departamento de Anatomia da UFPE, que tem como
objetivo estudar as repercussdes do uso do filme de Biopolimero da cana-de-acucar
como coadjuvante no reparo de alguns tecidos em modelos animais.

Em outro estudo realizado pelo grupo de pesquisa, foi observado uma
resposta favoravel da reparacao do tecido tendineo aos 30 dias ap6s uma tenotomia
total com o uso desse biopolimero. A partir desses resultados, foi utilizado o mesmo
modelo de lesdo total do tenddo, a fim de avaliar o processo de cicatrizacdo do
tendédo e as repercussdes sobre o tecido muscular esquelético num modelo de lesdo
tendinea.

Inicialmente foi aplicado um protocolo experimental em ratos da linhagem
Wistar com a finalidade de provocar a lesdo do tenddo do Calcaneo e,
posteriormente foi realizado seu reparo com adicao do filme de Biopolimero da cana-
de-acUcar.

Dos dados obtidos, resultaram trés artigos originais:

- Avaliacao funcional do uso de um filme de biopolimero extraido da cana-de-acucar
como coadjuvante na reparacao do tendao do Calcaneo (submetido para publicacdo
na Disability and Rehabilitation — Conceito B1 para Biotecnologia).

- Cicatrizacdo da tenotomia completa do tenddo de Aquiles com uso de um
biopolimero extraido da cana-de-acuUcar (submetido para publicagdo na Journal of
Inflammation — Conceito B1 para Biotecnologia).

- Analise da expresséo proteica de MIP-1a, TGF 1 e Vimentina durante o processo
de cicatrizacéo do tenddo do calcaneo.

O presente exemplar esta estruturado da seguinte maneira:

1. Introducéo

2. Material e Métodos

3. Resultados e Discussao
4. Consideragdes Finais
Referéncias

Anexos
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1.1REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 Tendéao

1.1.1.1 Estrutura dos Tenddes

O tenddo € um tecido conjuntivo denso (CRIBB; SCOTT, 1995) que compbe
uma unidade do tecido musculo esquelético, que é flexivel e ligeiramente extensivel
(JAMES et al., 2008). Transmite forca do musculo ao osso fornecendo a funcao
articular (MAQUIRRIAIN, 2011; MOSHIRI; ORYAN, 2013; GUO et al., 2016) ao
provocar o movimento sem perda de energia contratil (JAMES et al., 2008). Sua
massa seca nos humanos é aproximadamente 30% da massa total do tend&o
(SHARMA; MAFFULLI, 2005a).

O tecido conjuntivo € formado por matriz extracelular, cuja composicéo é:
substancia fundamental (glicosaminoglicanos, proteoglicanos e glicoproteinas de
adesdo); fibras de colageno e fibras elasticas (elastina e microfibrilas); e outros tipos
de células, como os fibroblastos (GARTNER; HIATT, 2003). Tais fibroblastos
dispdem-se entre as fibras de colageno nos tenddes, e sintetizam e mantém a matriz
extracelular (JAMES et al., 2008).

Os tendbes tém cor branca brilhante e textura fibroeldstica (SHARMA,
MAFFULLI, 2005b), sdo compostos por feixes de fibras de coldgeno alinhados
paralelamente ao eixo longitudinal do tenddo (CRIBB; SCOTT, 1995), e rodeados
por uma bainha tendinea também constituida por componentes da matriz
extracelular (JAMES et al.,, 2008). Sao revestidos pelo epitenddo, uma bainha de
tecido conjuntivo fino e frouxo, com suprimento vascular, linfatico e nervoso para o
tendao, e se estende profundamente com o endotendéo entre os feixes (SHARMA,;
MAFFULLI, 2005a; SHARMA; MAFFULLI, 2005b) (Figura 1).

O colageno sintetizado constitui a unidade estrutural basica do tendéo, sendo
predominante o colageno tipo I, ja o colageno tipo Il esta presente no endotendéo e
epitenddo, e as fibras de elastina e as glicoproteinas proporcionam estabilidade
funcional para esse colageno (JAMES et al., 2008).
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Figura 1. Estrutura de um tendao.

Estrutura do Tendao
Tendao Feixe

terciario de fibras /7

Feixe /
secundario de fibras /& 2. %
(fasciculo)

Feixe
primario de fibras
(subfasciculo)
Fibras de
colageno

o Endotendao
Fibrilas de _,

colageno

Fonte: SHARMA e MAFFULLI (2005b) (adaptado)

1.1.1.2 Lesao em Tendodes

O tenddo do Calcaneo é o tenddo mais forte e mais espesso no corpo
humano (MAQUIRRIAIN, 2011), e pode suportar altas forcas de tensdo até sofrer
lesbes (TOMIOSSO et al., 2009). Tais lesbes podem ser parciais ou totais (DAHER
et al.,, 2011), como as rupturas, que estdo constantemente aumentando sua
frequéncia devido ao aumento de atividades esportivas das sociedades modernas
(GEBAUER et al., 2007), e tendem a ser locais, podendo ocorrer por mecanismos
diretos ou indiretos (WOO et al., 1999).

Tanto as lesdes tendineas parciais quanto as lesbes totais podem gerar
incapacidade e disfuncao significativas para ambos os atletas profissionais e
amadores (DAHER et al.,, 2011), uma vez que podem causar uma instabilidade
articular significativa, levando a lesdes de tecidos adjacentes e ao desenvolvimento
de doencas articulares degenerativas (WOO et al., 1999).

No momento que ocorre a leséo, varios eventos de sinalizagdo sao iniciados,
0s quais recrutam fibroblastos e estimulam os tendcitos locais a sintetizar o colageno

e outros componentes extracelulares, estabelecendo continuidade fisica no local
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(JAMES et al.,, 2008). Porém, atualmente métodos para melhorar o tempo de
reparacdo do tenddo, bem como a qualidade de reparacdo sdo uma necessidade
clinica ndo atendida (DAHER et al., 2011), pois a organizacdo e as propriedades
mecanicas de um tenddo reparado sdo inferiores as de um tenddo saudavel
(TOMIOSSO et al.,, 2009; DAHER et al., 2011). Diante disso, o principal objetivo
desse tratamento deve ser o de restaurar o comprimento normal e tenséo, obtendo
assim uma funcdo Otima, porém o melhor tratamento ainda € controverso
(MAQUIRRIAIN, 2011).

A imobilizacdo tem um efeito prejudicial sobre a cicatrizacdo de tendbes
(MURRELL et al., 1998), como também prejudica as propriedades biomecéanicas do
tenddo (PALMES et al.,, 2002). Outros métodos conservadores mais recentes
mostraram beneficios na reparacdo desse tipo de lesdo: Terapias com Ultrassom
(FRASSON; TACIRO; PARIZOTTO, 2009), Laser (NG; FUNG, 2008) e Células-
Tronco (DAHER et al., 2011).

O tenddo uma vez lesionado fica mais longo (MULLANEY et al., 2006).
Porém, esse alongamento pode produzir comprometimento funcional permanente
(MAQUIRRIAIN, 2011), e a reparacdo cirurgica, proporciona maior estabilidade
(GEBAUER et al., 2007), e 6tima restauracdo do comprimento, tensdo e stiffnes do
tenddo (MAQUIRRIAIN, 2011). Sendo assim, uma vez selecionados corretamente o
material da sutura (GEBAUER et al., 2007) e a técnica a ser utilizada para prevenir o
afastamento do tendao reparado (MAQUIRRIAIN, 2011), a reparac¢do cirurgica pode

ser uma Otima opcgéo de tratamento.

1.1.1.3 Cicatrizacédo dos Tenddes

O reparo do tenddo comeca com o0 reestabelecimento da continuidade das
fibras tendineas e do mecanismo de deslizamento (JAMES et al., 2008). Logo, apds
a leséo tendinea, € iniciado o processo de cicatrizacdo (CUI et al., 2011) atraves de
uma resposta inflamatéria que passa por fases celulares sobrepostas (SHARMA;
MAFFULLI, 2005a; SHARMA; MAFFULLI, 2005b; HOPE; SAXBY, 2007).
Geralmente essas fases da cicatrizagdo sdo denominadas como: fase inflamatoria,
fase proliferativa e fase de remodelacdao (SHARMA; MAFFULLI, 2005a; SHARMA;
MAFFULLI, 2005b; HOPE; SAXBY, 2007; JAMES et al., 2008). Porém o periodo
considerado para de cada uma pode variar de acordo na literatura.
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Fase Inflamatéria: Inicia quase imediatamente ap0s a lesdo do tendao e,
devido aos danos nos vasos sanguineos situados na bainha tendinea, ha a
formacdo de um hematoma (HOPE; SAXBY, 2007; JAMES et al., 2008). Woo e
colaboradores (1999) consideraram esse primeiro momento como uma fase anterior
a fase inflamatoria, denominada de fase hemorragica. A agregacao das plaquetas e
formacéo do coagulo ativa a liberacédo de vasodilatadores (JAMES et al., 2008) e de
citocinas (mediadores pré-inflamatorios), e provoca a atragcdo de leucocitos
polimorfonucleares e linfocitos em algumas horas (WOO et al., 1999; ROSENBAUM
et al., 2010; STALMAN; BRING; ACKERMANN, 2015). A MIP-1a [CCL3] e outras
quimiocinas sdo expressas e atraem células inflamatérias (STALMAN; BRING;
ACKERMANN, 2015). Nas primeiras 24h, os mondécitos e o0s macréfagos
predominam (SHARMA; MAFFULLI, 2005a; SHARMA; MAFFULLI, 2005b). Os
macrofagos sdo os responsaveis pela fagocitose dos tecidos necroticos, pela quebra
do coagulo de sangue (HOPE; SAXBY, 2007), e por secretar fatores de crescimento
gue induzem a neovascularizacédo e a formacao de tecido de granulacdo (WOO et
al., 1999; ROSENBAUM et al., 2010). As células inflamatdrias produzem e liberam
TGF B1 (INOUE et al., 2015) que promove uma maior migracdo celular e sintetiza
fibras de colageno (OTOSHI et al., 2011).

e Fase Proliferativa: Inicia depois de alguns dias (SHARMA; MAFFULLI, 2005b),
porém funde-se com a fase inflamatoria e esta caracterizada pela proliferacédo de
fibroblastos de forma que, no local, o epitendao atinge uma espessura de 15 a 20
células (HOPE; SAXBY, 2007). Os fibroblastos sdo o ultimo tipo de células a
chegar dentro da ferida (WOO et al., 1999), e 0 seu recrutamento continuado e a
sua proliferacdo rapida no local da ferida sédo responsaveis pela sintese de
colageno, proteoglicanos e outros componentes da matriz extracelular (JAMES et
al., 2008), e expressam muito marcadores, entre eles a vimentina (XU et al.,
2015; WANG et al., 2017). Nessa fase, a expressédo do gene para o colageno
tipo | diminui, porém retorna a sua normalidade apés algumas semanas (HOPE;
SAXBY, 2007), a producdo de coladgeno tipo Ill se mantém bastante elevada
(SHARMA; MAFFULLI, 2005b), os brotos capilares comecam a se formar (WOO
et al., 1999), e o tecido em reparacao contém grandes quantidades de agua e de
componentes da matriz extracelular (JAMES et al., 2008). Durante as primeiras
semanas apo0s a reparacdo, a forca do tenddo aumenta significativamente.
(HOPE; SAXBY, 2007).



19

Fase de Remodelagdo: Comeca geralmente cerca de seis semanas depois da
lesdo (SHARMA; MAFFULLI, 2005a; JAMES et al., 2008), no pico da fase
proliferativa, e sua importancia se da pelo fato do resultado final ser uma cicatriz
funcional, cujas propriedades se assemelham ao tecido normal (HOPE; SAXBY,
2007). Se caracteriza por uma reducédo da celularidade (WOO et al., 1999), da
sintese de matriz, da quantidade de colageno tipo Ill, e por um aumento da
sintese de colageno tipo | (JAMES et al., 2008). As fibrilas de colageno tipo lll,
predominantemente, sdo reabsorvidas devido a acdo de colagenases e sao
substituidas por colageno tipo I, que tem mais ligacdes cruzadas (HOPE;
SAXBY, 2007) e maior resisténcia a tracdo (JAMES et al., 2008). A matriz
extracelular torna-se mais densa e orientada longitudinalmente (WOO et al.,
1999). Durante esta fase, ocorre a mudanca de um tecido celular para um tecido
predominantemente fibroso (SHARMA; MAFFULLI, 2005a; HOPE; SAXBY,
2007). O tecido curado continua a amadurecer durante muitos meses, porém nao
alcanca nem as caracteristicas morfolégicas nem as propriedades mecanicas de
um tenddo normal (WOO et al., 1999; HOPE; SAXBY, 2007; TOMIOSSO et al.,
2009), além das propriedades bioquimicas (DAHER et al., 2011). A parte final de
remodelacdo € a maturacdo, que é um processo longo e que termina com a
diminuicdo gradativa na vascularizagdo do tenddo e um aumento constante na
espessura do feixe de colageno (HOPE; SAXBY, 2007), além do retorno aos
niveis normais de concentracdo do colageno de 12 a 14 semanas
(ROSENBAUM et al., 2010).

Existem dois modelos distintos propostos para explicar o mecanismo de

cicatrizagdo do tend&o: cicatrizacdo extrinseca — considera que fibroblastos e células

inflamatodrias da periferia ou de outros tecidos invadem o local da cicatrizacéo,

iniciem, e depois promovam o reparo e o remodelamento; e cicatrizagao intrinseca —

considera que ha uma migracao interna de células localizadas no endotendao e no

epitendao para o local da cicatrizagao, e estabelecem uma matriz extracelular e uma

rede neovascular interna; porém, na maioria das vezes, ambos 0S mecanismos

estdo envolvidos na cicatrizagcdo, 0 mecanismo extrinseco € o primeiro a ser ativado

e €é o0 responsavel pela formacdo das adesbes que ocorrem inicialmente, o

mecanismo intrinseco é o responsavel pela reorganizacao das fibras de colageno e

manutenc¢ao da continuidade das fibrilas (JAMES et al., 2008).
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1.1.2 Tecido Muscular Esquelético

1.1.2.1 Estrutura dos Musculos Esqueléticos

Os musculos esqueléticos sdo constituidos por elementos contrateis (JOZSA
et al., 1990), compreendem 40-50% da massa corpérea, e sdo divididos em
musculos lentos e muasculos rapidos (MANN et al., 2010). Essa classificagdo ocorre
devido ao tipo de fibras musculares que possuem.

As fibras musculares originalmente foram divididas em fibras do tipo | (lentas)
e fibras do tipo Il (rdpidas) a partir de uma analise histoquimica (SCOTT; STEVENS;
BINDER-MACLEOD, 2001), porém observou-se que as fibras tipo Il podiam ser
divididas em fibras do tipo lla e do tipo Ilb. E, em termos gerais, os musculos
esqueléticos lentos contém principalmente as fibras do tipo | (oxidativas), enquanto
gue os musculos rapidos séo ricos em fibras do tipo Ila (oxidativas/glicoliticas) e
fibras do tipo Ilb (glicoliticas) (TOSCANO; MANHAES-DE-CASTRO; CANON, 2008).

Na tabela 1 estdo listadas algumas diferencas entre essas fibras musculares.

Tabela 1. Tipos das fibras musculares esqueléticas

Caracteristicas FIBRAS TIPO | FIBRAS TIPO IIA FIBRAS TIPO IIB
Oxidativas Oxidativas/glicoliticas Glicoliticas
UEne gle Lenta e prolongada Rapida Rapida
contracdo

Muito resistentes a

Fatigabilidade Resistentes a fadiga Propensos a fadiga

fadiga
D_en5|dad'e Alta Alta Baixa
mitocondrial
Der)5|dad§ de Alta Alta Baixa
mioglobina
Cor muscular Vermelha Intermediéria Branca
Densidade de Alta Intermediaria Baixa
capilar
Cap_amo_lade Alta Alta Baixa
oxidativa
Capac[o!ade Baixa Alta Alta
glicolitica

Fonte: TOSCANO, MANHAES-DE-CASTRO e CANON (2008); MANN et al. (2010); NHAMPOSSE
(2012) (adaptados)
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Exemplos de musculos com predominéancia de fibras do tipo | e do tipo Il séo
0 musculo Soleo (com uma grande densidade de capilares sanguineos e
metabolismo oxidativo) e os musculos Gastrocnémios (com poucos capilares por
fibora muscular e metabolismo glicolitico), respectivamente (JOZSA et al., 1990).

O tecido muscular é revestido por envoltérios, de tecido conjuntivo,
organizados em trés niveis, exceto na juncdo miotendinea: epimisio ou fascia, que
rodeia musculos inteiros e € composta por tecido denso ndo modelado; perimisio,
formado por um tecido conjuntivo menos denso derivado do epimisio, envolve as
fibras musculares formando feixes ou fasciculos; e endomisio, composto por fibras
reticulares e por uma lamina basal, envolve as células musculares individualmente
(JOZSA et al., 1990; GARTNER; HIATT, 2003) (Figura 2).

Figura 2. Estrutura de um musculo estriado.

Epimisio Penmisio

Musculo inteiro Fasciculo
Endomisio .. Sarcolema - g3

Sarcoplasma .

Nucleo

Fibra

Fonte: GARTNER e HIATT (2003) (modificado)

1.1.2.2 Consequéncias de Lesdes Tendineas sobre os Masculos Esqueléticos

O alongamento do tenddo tenotomizado pode produzir comprometimento
funcional permanente, uma vez que o musculo esquelético faz uma adaptacdo
alterando o nimero de sarcémeros em série para redefinir seu comprimento étimo e
regular a geracao de forca (MAQUIRRIAIN, 2011).
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Além disso, ocorre uma contratura muscular gerando atraso na reparacgao, e
isto pode afetar a evolucéao clinica da cicatrizacdo do tendao (KOH et al., 2014).

Para o tecido muscular, o efeito fibrético de uma tenotomia é semelhante ao
efeito em uma imobilizacdo, e as alteragbes clinicas encontradas incluem rigidez,
fraqueza e atrofia muscular (JOZSA et al., 1990) acompanhadas de reducédo da area
de seccéo transversa, do numero de nucleos (BRITO; OLIVEIRA; MORAES, 2011),
do numero de sarcomeros, da sintese proteica (BOOTH; GOLLNICK, 1983), e da
forca muscular (BOOTH, 1987).

A inatividade da musculatura induz uma perda de proteina muscular
esquelética causada por uma diferenca na modulacdo dos sistemas proteoliticos e
sintéticos (BAJOTTO; SHIMOMURA, 2006). Ou seja, em condi¢des atroficas, existe
uma maior degradacéo das proteinas do musculo esquelético do que sua sintese no
tecido, havendo uma reducao do teor de proteina responsavel pela manutencdo das
propriedades intrinsecas do tecido muscular (BRITO; OLIVEIRA; MORAES, 2011).
No musculo Séleo a propor¢cdo da sintese proteica é reduzida a valores menores
que 50%, e a propor¢cdo de degradacdo proteica aumenta para niveis maiores que
150% (BAJOTTO; SHIMOMURA, 2006).

Existe também uma alteracdo na proporcdo de fibras lenta e rapida
musculares, com a alteracdo das caracteristicas das fibras do tipo |, que passam a
ter as caracteristicas de fibras do tipo Il (BOOTH, 1982), sugerindo uma degradacédo
elou substituicdo das fibras ténicas (tipo I) pelas fibras fasicas (tipo II) (BRITO;
OLIVEIRA; MORAES, 2011).

ApoOs a tenotomia, hd o aumento acentuado da quantidade de colageno
dentro do musculo (no endomisio e no perimisio) (KOH et al., 2014) paralelamente
com a diminuicdo da densidade capilar (JOZSA et al., 1990). Esse aumento na
guantidade de colageno dentro dos musculos pode estar relacionado com a
incapacidade dos musculos de se recuperarem posteriormente a uma tenotomia
(KOH et al.,, 2014), uma vez que pode perturbar seriamente as propriedades de
tracdo do musculo (JOZSA et al., 1990).

Diante disso, € importante entender as mudancas musculares patologicas
apos ruptura do tenddo uma vez que isso ira influenciar tanto no tempo quanto na
técnica de tratamento cirdrgico, ou seja, uma reparacao direta, uma enxertia, ou

uma transferéncia de tendéo (KOH et al., 2014).
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1.1.3 Biopolimero da Cana-de-Ac¢ucar

O biopolimero da cana-de-agucar € um exopolissacarideo (ou polissacarideo
extracelular) sintetizado do melago da cana-de-aglcar pela bactéria Zoogloea sp
(PATERSON-BEEDLE et al., 2000). O termo exopolissacarideo tem sido utilizado
para descrever polissacarideos encontrados na superficie externa da parede celular
microbiana, e pode ser aplicado a polimeros de composi¢cbes variadas
(SUTHERLAND, 1990).

1.1.3.1 Histérico

Foi isolado na Estacdo Experimental de Cana-de-AclUcar de Carpina da
Universidade Federal Rural de Pernambuco,municipio de Carpina, regido nordeste
do Brasil, e a identificacdo do microorganismo (bactéria Zoogloeasp) foi realizada no
Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil
(PATERSON-BEEDLE et al., 2000; COELHO et al., 2002).

Paterson-Beedle e colaboradores (2000) observaram que 0s componentes
desse polissacarideo eram 12% sollveis em agua e 88% insolGveis em agua. E a
partir da hidrolise, da fracdo insolivel encontrada, com acido trifluoroacético
(CF3COOH), obtiveram um percentual total de 88% de componentes sollveis em
agua. Destes, os principais monossacarideos presentes encontrados foram: glicose
(87,6%), xilose (8,6%), manose (0,8%), ribose (1,7%), galactose (0,1%), arabinose
(0,4%) e acido glucurdnico (0,8%).

Esse biopolimero apresenta elasticidade, resisténcia a tracao, flexibilidade e
ainda pode ser modelado em diferentes formas, caracteristicas fisico-quimicas
fundamentais para a confeccdo de implantes biologicos (LIMA et al., 2005). Além
disso, possui uma baixa citotoxicidade a um nivel que permite a sua aplicagdo
experimental com seguranca (CASTRO et al., 2004; PINTO et al., 2016), é
biocompativel (DE LUCENA et al., 2015; LIMA et al., 2017), absorvivel (COELHO
JUNIOR et al., 2015), pode servir como plataforma para ades&o celular (FRAGOSO
et al., 2014) e tem baixo custo de obtencédo (TEIXEIRA et al., 2014; SILVEIRA et al.,
2016b), uma vez que € produzido a partir do melagco da cana-de-acgucar.

Devido a essas propriedades descritas, ele vem sendo utilizado em muitos

estudos em diversas areas da cirurgia experimental, sob diferentes formatos e
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estados fisicos, e em cultura de células, em animais e em humanos. A Tabela 2 lista

alguns dos estudos.

Tabela 2. Estudos com o Biopolimero da Cana-de-agucar

Biopolimero da Cana-de-agUcar

Artigos Formato/Estado Tecido / Modelo
Fisico Aplicacao experimental
COELHO et al. (2002) pelicula feridas cuténeas animais
('\g'g‘gg JEserel membrana artéria femoral animais
MONTEIRO et al. . , A .
(2007) pelicula feridas cuténeas animais
MAYER et al. (2011) membrana memprgna animais
timpéanica
CORDEIRO-BARBOSA , .
et al. (2012) gel olhos eviscerados animais
. pénis / curativo humanos - estudo
SARUINS el (A2 i cirargico clinico fase |
- células tronco cultura de células
ARAUJO et al. (2014) membrana mesenquimais do h
- - umanas
cord@o umbilical
BUNZEN et al. (2014) esponja memprgna animais
timpéanica
células tronco .
FRAGOSO et al. filme mesenquimais do cultura de células
(2014) ~ - humanas
cordao umbilical
LEAO et al. (2014) gel pregas vocais animais
SILVEIRA et al. (2014) membrana mconnqe_nma animais
urinaria
TAVARES et al. (2014) esponja paréngquima renal animais
ALBUQUERQUE et al. ol cartilagem articular animais
(2015) g do joelho
LIMA et al. (2015) gel Incontinencia animais
urinéria
ABREU et al. (2016) - granulos calota craniana animais
IWANAGA et al. (2016) fita e gel colon do intestino animais
SILVEIRA et al. fi aponeurose L
iime/membrana animais
(2016a) muscular
SILVEIRA et al. membrana membrana hUMAnNos
(2016b) timpéanica
, pénis / curativo humanos - estudo
VILAR et al. (2016) fita cirdrgico clinico fase Il
LIMA et al. (2017) membrana meninge animais

Fonte: O Autor (2017).
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1.2HIPOTESES

O biopolimero da cana-de-acglcar auxilia durante o processo de cicatrizacdo
do tendao do Calcaneo, servindo como “ponte” para o realinhamento das fibras de
colageno, e deixando o tenddo lesionado com aspecto, estrutura e funcao
semelhantes a um tend&o normal.

A utilizac&o do biopolimero da cana-de-aglcar no tecido em cicatrizagcao pode

diminuir a atrofia muscular sofrida pelo masculo esquelético apds uma tenotomia.

1.30BJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

Avaliar, no tecido tendineo e no tecido muscular, o efeito do uso do filme de
biopolimero da cana-de-acUcar como coadjuvante no processo de cicatrizacdo do
tenddo do Calcaneo ap6s tenotomia total.

1.3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a recuperacao funcional da marcha dos animais através da analise do
indice Funcional do Aquiles (IFA).

e Analisar a estrutura do tenddo durante o processo de cicatrizacdo através de
parametros histomorfométricos.

e Analisar a expressao das proteinas MIP-1a, TGF 18 e Vimentina, no tecido
tendineo.

e Avaliar massa muscular relativa nos musculos soleo, gatrocnémio lateral e

gastrocnémio medial.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Plasticidade Neuromuscular
(Departamento de Anatomia) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), e
teve colaboracdo com o: Nucleo de Cirurgia Experimental (Departamento de
Cirurgia) (UFPE); Laboratério de Imunomodulacdo e Novas Abordagens
Terapéuticas (LINAT) do Nucleo de Pesquisa em Inovacdo Terapéutica
(NUPIT/UFPE); Laboratério de Morfometria (Departamento de Anatomia) (UFPE); e
Laboratorio de Biologia Celular e Ultraestrutura do Centro de Tecnologias
Estratégicas do Nordeste (CETENE).

2.2 TIPO DE ESTUDO

E um estudo qualitativo e quantitativo do tipo experimental.

2.3 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi submetido & avaliagdo e aprovado pela Comissio de Etica no
Uso de Animais do Centro de Ciéncias Biol6gicas da Universidade Federal de
Pernambuco (CEUA-UFPE) (processo n°® 23076.035304/2013-32) (ANEXO A).

2.4 AMOSTRA

Foram utilizados 110 ratos, da espécie Rattus novergicus albinus, linhagem
Wistar, com idade inicial de 60+2 dias, provenientes da colonia de criacdo do
Departamento de Nutricdo (UFPE), mantidos no biotério de experimentacdo do
Departamento de Anatomia (UFPE), em gaiolas de polipropileno em um total de 3 ou
4 animais por gaiola, em ciclo de luz invertido claro/escuro (12h/12h), e temperatura

de 23 + 2°C e racao e agua ad libitum.
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2.5 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

2.5.1 Modelos Experimentais

Os animais foram distribuidos em 3 grupos:

e Grupo Controle (GC, n=34), animais ndo submetidos a lesdo do tendéo
estudado;

e Grupo Lesédo sem Biopolimero (GLSB, n=38), animais submetidos a lesédo do
tenddo seguida de reconstituicio sem colocacdo do biopolimero da cana-de-
acucar,

e Grupo Lesédo + Biopolimero (GLB, n=38), animais submetidos a lesdo do
tenddo seguida de reconstituicdo com colocacao do filme de biopolimero da
cana-de-acUcar.

2.5.2 Obtencéao do Filme de Biopolimero de Cana-de-Acucar

O filme microperfurado de biopolimero (@=1mm) (Figura 3) foi obtido a partir
do melagco de cana-de-acucar por sintese bacteriana da Zoogloea sp., na Estacéo
Experimental de Cana-de-Acucar de Carpina da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Foi proveniente do Laboratorio de Polimeros (POLISA — Polimeros

para a Saude Ltda), ap0s seu processamento e esterilizacao.

Figura 3. Filme de Biopolimero da
Cana-de-Aclcar.

O 7
(I

Fonte: O Autor (2017).
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2.5.3 Procedimento Cirurgico

Antes do procedimento cirdrgico para induzir lesdo do tenddo do Calcaneo,
todos os animais eram pesados em uma balanca eletrénica digital (Toledo do Brasil,
Modelo 9094C/5, Série 10810526), e anestesiados com uma solucdo, via
intramuscular, de cloridrato de xilazina (2%) e cloridrato de cetamina (10%) em uma
quantidade de 0,2ml da solucdo para cada 100g de peso do animal [1:1]
(MASSONE, 2008).

Foram realizadas a tricotomia e a antissepsia da regido poéstero-inferior do
membro posterior direito até proximo ao 0sso calcaneo, seguidas de uma incisao
longitudinal na pele desta regido para visualizagcdo do tenddo do Calcaneo e do
tenddo do masculo Plantar (Figura 4a).

Antes da realizacdo da tenotomia, o tenddo do musculo Plantar de todos os
animais era retirado, uma vez que este musculo é mais desenvolvido em ratos e
pode funcionar como uma “tala interna” (MURRELL et al., 1992; LIANG et al., 2012),

interferindo assim na resposta da cicatrizagao.

Figura 4. Procedimento Cirdrgico para Realizacdo da Tenotomia.
S ,.

N

i

a b N | C | d
(a) Tendao do calcéneo exposto e tenddo do musculo plantar pingado; (b) Tend&do do calcaneo
suturado, biopolimero indicado na seta; (c) Tenddo envolvido pelo biopolimero; (d) Pele
suturada.

Fonte: O Autor (2017).

A tenotomia era realizada no ponto médio do tendéo do Calcaneo dos animais
dos GLSB e GLB, e a lesao era imediatamente reconstituida em ambos os grupos
por meio de uma sutura com fio absorvivel CATGUT Cromado 5-0 (ETHICON)
(Figura 4b), porém, apenas no GLB, o tendédo suturado era envolvido pelo filme de
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biopolimero da cana-de-acucar (dimensdes: 0,6cmx1,8cm) (Figura 4c). Em seguida,
era realizada a sutura da pele de todos os animais com fio CATGUT Nylon 4-0
(Somerville) (Figura 4d).

Ao final do procedimento cirdrgico, foram administrados por via intramuscular:
analgésico (Dipirona Monoidratada — 500mg/ml), em dosagem unica de 0,1ml para
cada 100g de peso do animal; e antibiotico (Enrofloxacina — 10%), em dosagem
Unica de 0,05ml para cada animal. Também foram administrados antibiéticos topicos
no local da sutura: Rifamicina SV sodica (10mg/mL) em spray; e Sulfato de

Neomicina + Bacitracina (5mg/g + 250Ul/g) em pomada.
2.5.4 Anélise Funcional da Marcha

Para avaliar a marcha dos animais estudados, foi realizado o calculo do indice
Funcional de Aquiles (IFA), sob o protocolo utilizado por Murrell e colaboradores
(1992). Este indice era gerado a partir da equacao descrita a seguir, que compara as
medidas das patas posteriores, pata lesionada (L) e pata normal (N):

IFA=74x|FCP|+161x|FED|+48x|FEDI|-5
Para: FCP= (CPN-CPL)/CPL; FED= (ATL-ATN)/ATN; FEDI= (AIL-AIN)/AIN.
Sendo:
- FCP, o fator de comprimento da pegada;
- FED, o fator de espalhamento dos dedos;
- FEDI, o fator de espalhamento dos dedos intermediarios;
- CP, a medida do comprimento total da pegada (do calcanhar ao 3° dedo);
- AT, a medida da abertura total dos dedos (do 1° ao 5° dedo);
- Al, a medida da abertura dos dedos intermediarios (do 2° ao 4° dedo).

Quanto mais proximo de “0” o valor do IFA, mais funcional era a marcha do
animal, e quanto mais negativo o valor do IFA, menos funcional era a marcha
(MURRELL et al., 1992).

Para obtencdo das pegadas (Figura 5), os animais eram colocados para
andar sobre papel sulfite em uma passarela de 10cmx60cm (larguraxcomprimento)
(SEE et al., 2004) (Figura 6), ap0s terem suas patas posteriores molhadas com tinta

de carimbo (com base aquosa).
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Figura 5. Pegada de um rato com
identificacdo  dos  parametros
utilizados.

(CP) comprimento total da pegada;
(AT) abertura total dos dedos; (Al)
abertura dos dedos intermediérios.
Fonte: O Autor (2017).

Na semana anterior ao inicio das medi¢des, 0s animais passavam por uma
adaptacdo a caminhada na passarela, consistindo em caminhada livre ao longo da
passarela. As mensuracbes eram realizadas em todos os grupos estudados, em
cinco dias diferentes: no dia pré-cirargico, nos 3°, 10°, 20° e 30° dias pos-cirargicos.
Em cada dia avaliado, foram escolhidos trés pares de pegadas por animal e obtido o
valor médio das medidas obtidas por animal. Dois avaliadores realizaram de forma
independente as analises descritas, e ao final foi feita uma média dos valores do IFA

obtidos pelos avaliadores.

Figura 6. Passarela utilizada para obtencdo das pegadas dos
animais.

Fonte: O Autor (2017).
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2.5.5 Mensuracao do Peso Corporeo e Preparo para Coleta do Material

Antes do procedimento cirargico para coleta do material, aos 3°, 10°, 20° e 30°
dias apos a tenotomia, todos os animais foram pesados em uma balanca eletronica
digital (Toledo do Brasil, Modelo 9094C/5, Série 10810526), e anestesiados com
uma solucéo, via intramuscular, de cloridrato de xilazina (2%) e cloridrato de
cetamina (10%) em uma quantidade de 0,2ml da solucéo para cada 100g de peso
do animal [1:1] (MASSONE, 2008). Apds a anestesia, foi realizada uma incisédo
longitudinal na pele da regido pdstero-inferior do membro posterior direito para

visualizagao e coleta das estruturas em estudo.

2.5.6 Coletado Tendao Direito

Nos animais destinados para coleta do tenddo do Calcaneo (GC=22 animais;
GLSB=22 animais; GLB=22 animais) aos 3°, 10°, 20° e 30° dias apds a tenotomia, 0
tecido foi coletado imediatamente abaixo da juncdo miotendinea e imediatamente
acima da juncao osteotendinea. Os tendBes eram rapidamente dissecados e fixados
por imersdo em uma solucdo de formaldeido 10% durante 48h, e posteriormente

mantidos em alcool 70%, e encaminhados para a histologia.

2.5.7 Coletado Tecido Muscular Direito

Nos animais destinados para coleta do tenddo dos musculos Gastrocnémio
Medial, Gastrocnémio Lateral e Séleo (GC=8 animais; GLSB=8 animais; GLB=6
animais) aos 30° dias apos a tenotomia, os musculos foram rapidamente dissecados
individualmente, pesados em balanca analitica (Shimadzu; Modelo Auy-220;

capacidade minima 0,1mg).

2.5.8 Cegamento do Estudo

Todos os animais foram identificados com uma numeracao cuja aleatorizacéo

foi realizada no Software Microsoft Excel 2010. Dessa forma, durante as analises de
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todos os parametros, o avaliador ndo teve acesso ao grupo a que pertencia o tecido

estudado.

2.6 EUTANASIA DOS ANIMAIS

Apos a retirada do material de estudo, e ainda sob o efeito da anestesia, 0s
animais foram eutanasiados com uma injecéo intracardiaca de cloreto de potassio a

19,1%, em uma dosagem Unica de 1ml para cada animal.

2.7 PROCESSAMENTO E ANALISE DO TECIDO TENDINEO COLETADO

Os tendBdes coletados, apdés serem mantidos em alcool 70%, foram
desidratados em banhos de concentracdes crescentes de alcool (90%, 100% e
100% - 1h por concentracdo), diafanizados em 2 banhos de xilol (1h por banho),
incluidos em parafina para histologia a 60°C (2 banhos — 1h por parafina), incluidos
em parafina para histologia com cera de abelha a 56-58°C, seccionados

longitudinalmente (5um), e montados em laminas silanizadas para microscopia.

2.7.1 Histomorfometria do Tecido Tendineo

De cada animal, 1 lamina foi encaminhada para ser corada com
Hematoxilina/Eosina (HE). Para isto, o material foi desparafinizado em 2 banhos de
xilol, hidratado em banhos de concentracdes decrescentes de alcool (100%, 100%,
90% e 70%) e agua destilada, corado com hematoxilina e eosina, desidratado
novamente em 2 banhos de alcool (100% e 100%), diafanizado em 2 banhos de xilol
e montado entre lamina e laminula.

Foram realizadas imagens com aumento de 100x e de 400x, através de um
microscopio optico (Leica DM500) acoplado a um microcomputador com o Software
LAS EZ (Verséo 2.0.0 ICC50).

A partir de 3 imagens do maior aumento selecionadas, foi montada uma grade
teste no Software ImageJ 1.45s para o calculo do nimero minimo de pontos
necessarios para se obter um resultado significativo (AMENABAR, et al., 2003). A
partir do calculo citado, identificou-se a necessidade da contagem de 500 pontos no

minimo para se obter um nivel de confiabilidade de 95%. Diante disso, 5 imagens
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(400x) por lamina foram aleatoriamente selecionadas (Software Microsoft Excel
2010), e em de cada imagem foi montada uma grade com 108 pontos no Software

ImageJ 1.45s (Figura 7), totalizando 540 pontos por lamina.

Figura 7. Imagem com os pontos gerados pelo Software ImageJ 1.45s
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Fonte: O Autor (2017).

Foram avaliados o0s seguintes parametros, através do Software
ImageJ 1.45s:
- Quantidade de tendcitos
- Quantidade de tenoblastos
- Quantidade de macréfagos
Além dos parametros citados, também foi realizada uma descricdo (analise
gualitativa) das laminas quanto a:
- Presenca de infiltrado inflamatério e de células gigantes multinucleares (CGMN)
- Integracéo tecidual
- Distribuic&o celular
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- Neovascularizacéo

- Localizacao do biopolimero

2.7.2 Imunohistoquimica do Tecido Tendineo

Para a realizacdo da imunohistoquimica, foram selecionadas aleatoriamente
(Software Microsoft Excel 2010) as laminas de 3 animais de cada grupo nos
periodos estudados (3°, 10° 20° e 30° dias apOs a tenotomia), totalizando 36
animais.

Tais laminas foram desparafinizadas em 2 banhos de xilol, e hidratadas em
banhos de concentracdes decrescentes de alcool (100%, 95%, 80% e 70%) agua
corrente e PBS. Em seguida, foi realizada a recuperacdo antigénica em tampao
citrato 10mM, pH 6.0, em micro-ondas 300W por 15 mim. Apos o resfriamento em
temperatura ambiente, foi utilizado o kit Easylink One (Immunobioscience Corp.,
Immunobioscience - EUA) para: incubacdo das laminas com bloqueador de
peroxidase endbgena por 30min; e posterior bloqueio das ligacdes inespecificas com
bloqueador proteico por 30min em temperatura ambiente.

O material foi incubado com anticorpos primarios adquiridos da Santa Cruz
Biotechnology (Dallas, TX, EUA) (Tabela 3) diluidos em PBS-BSA 5% (p/v) overnight
a 4°C. Apoés a incubacdo, as laminas foram submetidas a 2 banhos de PBS, e
incubadas com o sistema de amplificagdo do kit Easylink One (citado anteriormente)
por 30min em temperatura ambiente. Em seguida, foram banhadas 2 vezes com
PBS, e reveladas em cromégeno DAB-H202. Posteriormente, o material foi corado
com Hematoxilina por 15s, desitratado novamente em banhos de concentragtes
crescentes de alcool (70%, 80%, 95% e 100%), diafanizado em 2 banhos de xilol e
montado entre [amina e laminula.

Os controles positivos utilizados (Tabela 3) foram selecionados segundo
encontrado na literatura. Para a vimentina, ndo foi utiizado um controle positivo,
uma vez que sua localizacdo subcelular é nos filamentos intermediarios do
citoesqueleto de todas as células. Os controles negativos foram estabelecidos
através da substituicdo do anticorpo primario por anti-lgG humana inespecifica
(DAKO) diluido em PBS-BSA 5% (p/v).
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Tabela 3. Anticorpos utilizados no estudo

NUumero de

Anticorpo (clone) referéncia Diluicéo Controle Positivo
MIP-1a (C-5) sc-365691 1:50 Baco
TGF 1 (3C11) sc-130348 1:50 Estdbmago
Vimentina (V9) sc-6260 1:100 -

MIP-1a = Proteina inflamatéria de macréfagos-1a; TGF (1= Fator transformador de crescimento
betal
Fonte: O Autor (2017).

Foram realizadas imagens com aumentos de 100x e 400x, com auxilio de um
microscopio 6ptico (Leica DM500) acoplado a um microcomputador com o Software
LAS EZ (Versao 2.0.0 ICC50).

2.8 ANALISE DO TECIDO MUSCULAR COLETADO

As massas musculares relativas foram calculadas através do quociente entre
a massa muscular absoluta e o peso corpéreo de cada animal no 30° dia apds a

tenotomia.

2.9 ANALISE ESTATISTICA

Antes de comparar as médias dos 3 grupos, os dados do estudo foram
submetidos ao Teste de Normalidade de Kolmogorov-Smirnov, e as variaveis
apresentaram distribuicdes normais. Logo, foram selecionados testes paramétricos.

Em relacdo ao IFA, foram utilizados os seguintes testes estatisticos: Analise
de Variancia — ANOVA (one-way), com Teste de Tukey como Post Hoc, para a
analise intergrupos (amostras independentes); e Teste T (amostras pareadas), para
a analise intragrupos.

Para as demais analises quantitativas, foram utilizados a Analise de Variancia
— ANOVA (one-way), com Teste de Tukey como Post Hoc.

Foi construido um banco de dados no Software Microsoft Excel 2010 e a
analise estatistica foi realizada pelo Software Statistical Package for the Social
Science (SPSS) for Windows (versao 20). Foi adotada uma margem de seguranca
de 95% de confiabilidade, e os valores foram e expressos em média e o desvio
padrao.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na tese foram dispostos em trés artigos:

3.1 ARTIGO 1: AVALIACAO FUNCIONAL DO USO DE UM FILME DE
BIOPOLIMERO EXTRAIDO DA CANA-DE-ACUCAR COMO COADJUVANTE NA
REPARACAO DO TENDAO DO CALCANEO

Artigo  submetido para publicacdo na Disability and Rehabilitation
(ISSN 1464-5165) — Conceito B1 para Biotecnologia (ANEXO B).

Titulo do trabalho: Avaliacdo funcional do uso de um filme de biopolimero
extraido da cana-de-aclucar como coadjuvante na reparacdo do tend&do do

Calcaneo

Titulo do trabalho (inglés): Functional evaluation of use a biopolymer film

extracted from sugarcane as an adjuvant in the repair of the Achilles tendon

Titulo condensado: Avaliacdo do uso do biopolimero no reparo do tendéo

Kamilla Dinah Santos de Lira!, Jose Lamartine de Andrade Aguiar?, Ana Cristina
Falcdo Esteves®, Marina Cerqueira Rosdaibida Gomes*, Marcela de Fatima Lemos

Tavares®, Silvia Regina Arruda de Moraes®

InstituicAo que sediou o estudo: Laboratério de Plasticidade Neuromuscular,
Departamento de Anatomia, Universidade Federal de Pernambuco, Recife,
Pernambuco, Brasil

lUniversidade Federal de Pernambuco (UFPE), Rede Nordeste de Biotecnologia
(RENORBIO), Doutoranda, Recife, Pernambuco, Brasil.

2Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Pés-graduacdo em Cirurgia (UFPE),
Doutor, Recife, Pernambuco, Brasil.

SUniversidade Federal de Pernambuco (UFPE), Departamento de Anatomia (UFPE),

Doutora, Recife, Pernambuco, Brasil.
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4Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Graduanda, Recife, Pernambuco,
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(FACEPE)

Resumo

Introducédo: A ruptura do tenddo do calcaneo pode gerar disfuncdo e alterar a
biomecénica da marcha. Para minimizar esses danos, busca-se avaliar o uso de
materiais que otimize a cicatrizacdo do tenddo no reparo cirargico. Objetivo: Avaliar
o efeito da utilizacdo de um filme de biopolimero da cana-de-aclicar como
coadjuvante na repara¢do do tenddo do Calcaneo pos-tenotomia. Metodologia:
Foram utilizados ratos, Wistar, distribuidos em: Grupo Controle (GC), sem tenotomia;
Grupo Lesédo sem Biopolimero (GLSB), com tenotomia e sem biopolimero; Grupo
Lesdo+Biopolimero (GLB), com tenotomia e com biopolimero. Aos 60 dias foi
realizado o procedimento cirargico e nos dias pré-cirtrgico, 3°, 10°, 20° e 30° pés-
cirGrgicos, realizou-se as mensuracbes das pegadas para o calculo do indice
Funcional de Aquiles (IFA). No 30° dia pos-cirargico, o Triceps Sural de alguns
animais foi coletado e pesado para o calculo da massa muscular relativa. Para
analise estatistica foram usados: ANOVA (one way) com o Teste de Tukey; e Teste
T (amostras pareadas). Os dados foram expressos em médiatdesvio padrao, e 95%
de confiabilidade. Resultados: Houve redugdo dos IFA’'s dos GLSB e GLB em
relacdo ao GC no 3° dia poés-cirargico. A partir do 10° dia pds-cirurgico, observou-se
uma diminui¢cdo da negatividade dos GLSB e GLB, porém n&o houve diferenga entre
esses grupos. A massa muscular relativa de GLSB e GLB foi menor que a do GC.
Concluséo: Funcionalmente o biopolimero da cana-de-agucar pareceu néo interferir
na recuperacdo estrutural do tenddo do Calcaneo, porém se mostrou maleavel e
flexivel a ponto de nao dificultar a deambulacao.

Palavras-chave: Cicatrizacdo, Marcha, Tendéo do Calcaneo
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Abstract

Introduction: Rupture of the Achilles tendon can cause dysfunction and change the
biomechanic of gait. To minimize these damages, we intend to evaluate the use of
materials that optimize tendon healing in surgical repair. Objective: To evaluate the
effect of the use of sugarcane biopolymer film as a coadjuvant in the repair of the
post-tenotomy Achilles tendon. Methods: Wistar male rats were distributed in:
Control Group (CG), without tenotomy; Injury without Biopolymer Group (IWBG), with
tenotomy and without biopolymer; Injury+Biopolymer Group (IBG), with tenotomy and
with biopolymer. 60 days was carried out the surgery. In pre-surgical day, 3rd, 10th,
20th and 30th postoperative days was held measurements of footprints for
calculating the Achilles Functional Index (AFI). On the 30th postoperative day, the
Sural Triceps of some animals was collected and weighed for the calculation of
relative muscle mass. Statistical analysis was used: ANOVA (one way) with Tukey
test; and T test (paired samples). Data were expressed as meanzstandard deviation,
and 95% reliability. Results: There was a reduction of IFAs of IWBG and IBG
compared to CG on the 3rd postoperative day. From the 10th postoperative day,
there was decrease in the negativity of IWBG and IBG, but there was not difference
between these groups. The relative muscle mass of IWBG and IBG was lower than
that of CG. Conclusion: Functionally the sugarcane biopolymer did not seem to
interfere in the structural recovery of the Achilles tendon, but proved to be enough
malleable and flexible to not hinder ambulation.

Keywords: Achilles Tendon, Gait, Wound Healing

Introducéao:

A ruptura do tendéo do Calcéneo é uma leséao grave (1) que pode resultar em
significativa incapacidade ou disfuncdo, sendo um episddio sério para atletas
profissionais e amadores (2). Ap0s uma ruptura espontanea ou uma tenotomia,
observa-se contratura muscular, que pode afetar a evolucéo clinica de reparacao do
tenddo (3), reduzindo a quantidade de capilares sanguineos e aumentando a
quantidade de tecido conectivo intramuscular, logo interferindo diretamente nas
propriedades contrateis do tecido muscular (4) e, consequentemente, na

biomecanica da marcha.
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Diante disso, a reparacgao cirurgica é vista como uma boa conduta terapéutica
por proporcionar estabilidade (5) e 6tima restauracdo do comprimento, tensdo e
stiffnes do tend&@o (1), ao contrario da imobilizacdo, que prejudica as propriedades
biomecénicas do tenddo (6). Dessa forma, busca-se por métodos que otimizem o
tempo e a qualidade de reparacdo cirdrgica (2), havendo nos ultimos anos uma
intensificacdo de estudos sobre a utilizacdo de polimeros biodegradaveis para
aplicacdo na area médica (7).

Nesse contexto, um polimero obtido a partir do melagco de cana-de-acucar foi
sintetisado na Estacao Experimental de Cana-de-Acucar de Carpina — UFRPE (8-11)
apresentou resultados favoraveis, em diversas areas da cirurgia experimental, como
na cicatrizacado de feridas cutaneas (11, 12), na reconstrucdo vascular (13), como
substituto da membrana timpanica (14), na reconstru¢édo do parénquima renal (15),
na correcdo da incontinéncia urinaria (16), na reconstrucao da parede intestinal (17),
como superficie de adeséao celular (18), entre outras aplicacdes.

Assim, o presente estudo pretendeu, por meio das avaliacbes da
funcionalidade da marcha e da massa muscular relativa de ratos, analisar o efeito do
uso desse filme de biopolimero da cana-de-acucar como elemento coadjuvante na

reparacao do tenddo do Calcaneo pés-tenotomia total.

Metodologia:
- Aspectos éticos: Esse trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de

Animais do Centro de Ciéncias Biol6gicas da Universidade Federal de Pernambuco
(CEUA-UFPE) (processo n° 23076.035304/2013-32).

- Amostra: Foram utilizados 53 ratos machos albinos, Wistar, com peso inicial entre
210 e 320, mantidos no biotério de experimentacdo do Departamento de Anatomia
(UFPE), em ciclo de luz invertido claro/escuro (12h/12h), temperatura de 23+2°C, e
racdo e agua ad libitum.

- Grupos _experimentais: Os animais foram distribuidos em trés grupos: Grupo

Controle (GC, n=15), animais ndo submetidos a tenotomia; Grupo Lesdo sem
Biopolimero (GLSB, n=19), animais submetidos a tenotomia seguida de
reconstituicdo do tenddo sem biopolimero; Grupo Lesao + Biopolimero (GLB, n=19),
animais submetidos a tenotomia seguida de reconstituicio do tenddo com

biopolimero.
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- Procedimento cirdrgico: Aos 60+2 dias, todos os animais foram anestesiados, via

intramuscular, com cloridrato de xilazina (2%) e cloridrato de cetamina (10%) (0,2ml
da solucdo/100g de peso do animal) [1:1] (19). Nos animais dos GLSB e GLB, foi
realizada uma tenotomia total no ponto médio do tenddo do Calcaneo seguida de
sutura com fio CATGUT Cromado 5-0 (ETHICON), porém, apenas no GLB, o tend&o
suturado foi envolvido com um filme microperfurado de biopolimero da cana-de-
acucar (9=1mm; 0,6cmx1,8cm, alturaxcomprimento) proveniente da POLISA
(Polimeros para a Saude Ltda). Em todos os animais, o tenddo do musculo plantar
foi retirado, para nao servir como uma “tala interna” no processo de cicatrizagao (20,
21). Apos o procedimento cirurgico, foi realizada a sutura da pele dos animais com
fio CATGUT Nylon 4-0 (Somerville), e foram administrados analgésico e antibidtico,
via intramuscular.

- Andlise funcional da marcha: Foi realizado o célculo do indice Funcional de Aquiles

(IFA), segundo protocolo de Murrell e colaboradores (20). Este indice é obtido a
partir da equacgéo descrita a seguir, que compara os valores das medidas das patas
posteriores, pata lesionada (L) e pata normal (N):
IFA = 74x[FCP]+161x [FED]+48x[FEDI |-5

Para: FCP= (CPN-CPL)/CPL; FED= (ATL-ATN)/ATN; FEDI= (AIL-AIN)/AIN.

Sendo: FCP, o fator de comprimento da pegada; FED, o fator de espalhamento dos
dedos; FEDI, o fator de espalhamento dos dedos intermediarios; CP, a medida do
comprimento total da pegada (calcanhar ao 3° dedo); AT, a medida da abertura total
dos dedos (1° ao 5° dedo); Al, a medida da abertura dos dedos intermediarios (2° ao
4° dedo). Quanto mais proximo de “0” for o valor do IFA, mais funcional € marcha do
animal, e quanto mais negativo for o valor do IFA, menos funcional é a marcha (20).
Para obtencdo das pegadas, os animais foram colocados para andar sobre papel
sulfite em uma passarela de 10cmx60cm (larguraxcomprimento) (22), apds terem
suas patas posteriores molhadas com tinta de carimbo (com base aquosa). As
mensuracdes foram realizadas em todos os grupos estudados, em momentos dias
diferentes: no dia pré-cirdrgico, nos 3°, 10°, 20° e 30° dias pOs-cirargicos. Em cada
dia avaliado, foram escolhidos trés pares de pegadas por animal e obtido o valor
meédio das medidas obtidas por animal. Dois avaliadores, de forma independente,
realizaram as analises descritas, e ao final foi feita uma média dos valores do IFA

obtidos pelos avaliadores.
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- Coleta do tecido muscular e calculo das massas musculares relativas: Trinta dias

apos a tenotomia, todos os animais foram pesados em balanca eletrénica digital
(Toledo do Brasil, Modelo 9094C/5, Série 10810526), e anestesiados sob 0 mesmo
protocolo utilizado no procedimento cirdrgico (19). Ap6s a abertura da pele os
musculos Gastrocnémio Medial (Gm), Gastrocnémio Lateral (Gl) e Soéleo (Sl) de 8
animais (GC), 8 animais (GLSB) e 6 animais (GLB) foram dissecados
individualmente e pesados em balanca analitica (Shimadzu; Modelo Auy-220;
capacidade minima 0,1mg). O calculo das massas musculares relativas foi realizado
através do quociente entre a massa muscular e o peso corpéreo de cada animal no
30° dia pds-cirurgia.

- Andlise estatistica: Utilizou-se o software SPSS (versdo 20) para realizacdo da

andlise estatistica. Os valores obtidos foram submetidos ao teste de Normalidade
Kolmogrov-Smirnov, em seguida, para comparacao intergrupos utilizou-se a ANOVA
(one way) com o Teste de Tukey como post hoc, e para comparagao intragrupo
utilizou-se o Teste T (amostras pareadas). Os dados foram expressos em média +
desvio padréo, e foi adotada uma margem de seguranca de 95% de confiabilidade.

Resultados:

- Indice Funcional de Aquiles (IFA):

Desde o 3° dia pés-cirargico até o final do experimento, houve uma reducao
nos valores dos IFA’s nos grupos submetidos a lesdo tendinea em comparacédo ao
GC (Tabela 1). Entretanto, quando comparados os dois grupos experimentais (GLSB
e GLB), nao foi observada diferenca em todos os dias avaliados (Tabela 1).

Quanto a avaliacdo intragrupo, o GC nao apresentou alteracdo nos seus
valores, ao passo que os demais grupos mostraram reducdo do IFA ao 3° dia pos-
cirirgico seguida de sucessivos aumentos até o final do experimento (Tabela 1 e

Figura 1).

- Massa Muscular Relativa:

Os musculos Gm e GI (Figuras 2a e b) dos GLSB e GLB apresentaram
massas musculares  relativas menores em comparacdo ao GC
(Gmac=0,00209+0,00020, GmoeLss=0,00166+0,00023, Gmes=0,00164+0,00022,
pcLsexcc=0,002, poLexcc=0,003; Glec=0,00253+0,00018, GlcLss=0,00198+0,00014,
GleLe=0,00191+0,00025, peLssxcc<0,001, peLexcc<0,001).
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Em relacdo ao musculo Sl, foi observada uma reducdo do GLSB em
comparacao ao GC (Slec=0,00049+0,00004, SleLse=0,00039+0,00003,
peLsexcc=0,033) (Figura 2c). O GLB obteve valores semelhantes ao GC
(SleLe=0,00042+0,00014, pcLexcc=0,180), porém apresentou uma maior dispersdo

dos seus valores, elevando assim seu desvio padrao (Figura 2d).

Discusséo:

Todos os animais submetidos a lesdo tendinea completa apresentaram uma
reducdo na qualidade da deambulacdo ao 3° dia pds-cirurgico demonstrando a
perda da funcdo da pata do lado lesionado. Ao longo do experimento, ambos os
grupos experimentais demonstraram um aumento gradual do valor do IFA, sem,
entretanto, atingirem ao final do estudo, os valores de normalidade do grupo
controle. Observou-se, também, reducdo das massas musculares relativas dos
musculos Gastrocnémios e Séleo nos grupos submetidos a lesao.

A piora na qualidade da marcha, observada no 3° dia pés-cirargico, dos
animais dos grupos submetidos a tenotomia total do tenddo do Calcéneo ja era
esperada devido a severidade da lesdo tendinea. Tal comportamento também ja foi
observado em outros estudos com leséo parcial (22) e total do tend&do do calcaneo
(21, 23).

O processo de reparacdo do tenddo lesionado comeca com O
restabelecimento da continuidade da fibra tendinea, uma vez que a lesédo inicia
varios eventos de sinalizagdo que recrutam fibroblastos e estimulam a sintese de
colageno e de outros componentes extracelulares, estabelecendo assim
continuidade fisica do local (24). Entretanto, o, tenddo cicatrizado ndo consegue
alcancar as caracteristicas morfolégicas nem biomecéanicas de um tenddo normal
(25, 26), e tampouco bioquimicas (2).

Apesar de nao ter se equiparado aos valores do grupo controle, percebe-se
uma melhora na funcionalidade da marcha dos animais dos GLSB e GLB no
decorrer do experimento ja que os valores médios do IFA foram cada vez menos
negativos em ambos os grupos. Esses dados corroboram os resultados encontrados
na literatura (20-23, 27,28), que também demonstraram melhora progressiva na
marcha ao longo do experimento, independentemente do tipo de lesdo realizada

e/ou da terapéutica utilizada.
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Neste estudo, entretanto, essa melhora na qualidade da marcha, néo foi
suficiente o bastante para que no 30° dia pos-cirargico os valores dos dois grupos
submetidos a lesdo fossem semelhantes aos valores do GC.

O tenddo uma vez lesionado fica mais longo, gerando uma diminuicdo da
forca no final da flexdo plantar (29). O musculo Triceps Sural tende a se contrair
para manter a tensao tendinea normal durante a marcha; e no momento em que ha
a necessidade de uma atividade muscular adicional (fase de impulsao), a contragao
pode ser menos efetiva (29, 30), uma vez que parte das fibras musculares ja
estavam ativadas.

A forca e a massa muscular estdo inter-relacionadas (31). Com o tempo,
embora o musculo esteja contraindo mais, sua contracdo fica sem tensdo durante a
fase inicial da marcha, e a falta de tenséo leva a atrofia muscular (30), e esta leva a
uma fraqueza muscular

Um estudo, que avaliou a ativagcdo muscular dos musculos Gm, Gl e SI em
pessoas com lesdo tendinea, indicou que a perda da funcdo € causada
principalmente por alteragdes anatbmicas no tenddo e que o aparecimento da
fragueza muscular deve-se a reducdo da capacidade de transmissao de forca em
toda a articulacdo (30). Isso indica que os resultados obtidos na pesquisa atual séo
coerentes e estdo correlacionados, uma vez que se observou reducdo da
funcionalidade da marcha paralelamente a reducdo da massa muscular indicando
uma possivel atrofia muscular.

O uso do filme de biopolimero da cana-de-agucar no GLB ndo proporcionou
um menor tempo de recuperacdo da marcha dos animais, como esperado.
Entretanto, ao se comparar os GLSB e GLB, observou-se que durante todo o
experimento eles apresentaram valores médios semelhantes, ou seja, indicando que
apesar desse biomaterial ndo ter otimizado a reparagao, mostrou ser adequado por

nao interferir na deambulagcéo dos animais.

Conclusao:
Do ponto de vista funcional no protocolo adotado, o filme de biopolimero da
cana-de-agUcar parece nao ter otimizado a recuperagdo estrutural do tenddo do

Calcaneo a ponto de trazer beneficios na deambula¢do dos animais tenotomizados.
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Tabela 1. Valores Médios do indice Funcional de Aquiles

p
GC GLSB GLB (ANOVA)
Pré -9,05+11,94 -12,30+19,27 -9,00+£19,27 0,854
3°dia 2,53+30,11 -92,43+22,12 *2 -92,88+29,75 *:2 <0,001
10° dia 3,22+18,45 -76,70+14,34 *b -77,53+19,73 *P <0,001
20° dia 3,25+18,94 -47,97+14,25 *¢ -45,38+15,94 *¢ <0,001
30° dia 1,00+14,69 -26,99+16,25 *de  _36,26+16,72 *de <0,001
n 13 animais 13 animais 13 animais

GC= Grupo Controle; GLSB= Grupo Lesdo sem Biopolimero; GLB= Grupo Lesdo com
Biopolimero; Pré= dia anterior a cirurgia; 3°dia= 3° dia pds-cirdrgico; 10°dia= 10° dia pos-
cirtrgico; 20°dia=  20° dia  poOs-cirirgico; 30°dia=  30° dia  pos-cirdrgico;
n= quantidade de animais utilizados. Valores expressos em média + desvio padrao.

ANOVA (one way), post hoc Teste de Tukey: *GCxGLSB, ppre=0,880, pzedia<0,001, p10°¢ia<0,001,
P202dia<0,001, pP30°0ia<0,001; *GCXGLB, ppre=1,000, pz0aia<0,001, P10e¢ia<0,001, pP20¢ia<0,001,
P30°dia<0,001; e TGLBXGLSB, pprs=0,876, pz°dia=0,999, p1oodia=0,992, p20edia=0,915, p3oedia=0,309.
Teste T (amostras pareadas): 23°dia x pré, peLse<0,001, peLe<0,001; P10°dia x 3°dia,
peLse=0,012, pcLe=0,016; c20°dia x 10°ia, peLse<0,001, pcLe<0,001; e 930°dia x 20°dia,
pcLsa=0,002, peLe=0,034; €30°dia x 3°dia, peLse<0,001, peLe=0,001.
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Figura 1. Evolucdo do indice Funcional de Aquiles.

GC= Grupo Controle; GLSB= Grupo Lesdo sem Biopolimero; GLB= Grupo Lesdo com
Biopolimero; Pré= dia anterior a cirurgia; 3°dia= 3° dia pds-cirtrgico; 10°dia= 10° dia pos-
cirdrgico; 20°dia= 20° dia p6s-cirargico; 30°dia= 30° dia pdés-cirargico.

ANOVA (one way), post hoc Teste de Tukey, p<0,05: *GLSBXGC; #GLBxGC; TGLBxGLSB.
Teste T (amostras pareadas), p<0,05: 23°dia x pré, 10°dia x 3°dia, c20°dia x 10°dia, 430°dia
x 20°dia, ¢30°dia x 3°dia.
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Musculo Gastrocnémio Medial

Musculo Gastrocnémio Lateral
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Figura 2. Massa Muscular Relativa no 30° dia pos-cirargico
(a, b, ¢) Médias das massas musculares relativas nos musculos estudados; (d) Valores das massas musculares
relativas de todos os animais para o musculo séleo. GC= Grupo Controle; GLSB= Grupo Lesao sem Biopolimero;
GLB= Grupo Les&o com Biopolimero.
ANOVA (one way), post hoc Teste de Tukey, p<0,05: *GLSBXGC; *GLBxGC; TGLBxGLSB.
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3.2 ARTIGO 2: CICATRIZACAO DA TENOTOMIA COMPLETA DO TENDAO DE
AQUILES COM USO DE UM BIOPOLIMERO EXTRAIDO DA CANA-DE-
ACUCAR

Artigo submetido para  publicacéo na  Journal of Inflammation
(ISSN 1476-9255) — Conceito B1 para Biotecnologia (ANEXO C).

Titulo do trabalho: Cicatrizacdo da tenotomia completa do tenddo de Aquiles

com uso de um biopolimero extraido da cana-de-acucar.

Titulo do trabalho (inglés): Cicatrization of complete tenotomy of the Achilles
tendon with the use of a biopolymer extracted from sugarcane.

Titulo condensado: Cicatrization of complete tenotomy of the Achilles tendon
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Resumo

Introducédo: O tenddo de Aquiles é muito resistente, e sua lesdo gera disfuncdes
significativas. O biopolimero da cana-de-agucar tem sido estudado na cirurgia
experimental devido suas propriedades. Objetivos: Avaliar a utilizagdo do
biopolimero da cana-de-acicar como um auxiliar do processo de reparacéo da lesao
total do tendédo de Aquiles. Métodos: Foram utilizados ratos, Wistar, distribuidos em:
Grupo Controle (GC), sem lesdo tendinea; Grupo Lesdo sem Biopolimero (GLSB),
com lesdo tendinea e sem biopolimero; Grupo Lesdo+Biopolimero (GLB), com lesédo
tendinea e com biopolimero. Aos 60 dias de vida, os animais foram cirurgiados para
realizacdo da tenotomia do tenddo de Aquiles direito. Os animais de cada grupo
foram redistribuidos para coleta dos tend6es em 4 momentos: 3°, 10°, 20° e 30° dias
pés-cirurgia. Para analise estatistica, utilizou-se ANOVA (one way) com o Teste de
Tukey, adotou-se 95% de confiabilidade, e os dados foram expressos em média e
desvio padrdo. Resultados: Durante o experimento, observou-se deposicdo de
colageno nos GLSB e GLB. Observou-se aumento da quantidade de tenoblastos nos
GLSB e GLB em relacdo ao GC. Houve aumento da quantidade de macréfagos nos
GLSB e GLB em relacdao ao GC, porém, ao final do estudo, apenas o GLB manteve
esse aumendo. No GLB, percebeu-se presenca de infiltrado inflamatério em torno do
biopolimero durante todo o experimento. Conclusdao: No protocolo utilizado, o
biopolimero da cana-de-aglcar ndo otimizou o processo de cicatrizacdo do tendao
de Aquiles, mas demonstrou ser biocompativel.

Palavras-chave: Tenddo do Calcaneo, Biopolimeros, Cicatrizacdo de Feridas.

Abstract

Introduction: The Achilles tendon is very study, and its injury generates significant
dysfunctions. The biopolymer of sugarcane has been studied in experimental surgery
due to its properties. Objective: To evaluate the use of sugarcane biopolymer as an
aid in the repair process of total Achilles tendon injury. Methods: Wistar male rats
were distributed in: Control Group (GC), without tendon injury; Injury without
Biopolymer Group (IWBG), with tendinous lesion and without biopolymer; Injury +
Biopolymer Group (IBG), with tendinous lesion and biopolymer. At 60 days of age,
the animals were operated for tenotomy of the right Achilles tendon. The animals of
each group were redistributed to collect the tendons in 4 moments: 3rd, 10th, 20th

and 30th postoperative days. For statistical analysis, ANOVA (one way) was used
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with the Tukey test, 95% reliability was adopted, and the data were expressed as
mean and standard deviation. Results: During the experiment, collagen deposition
was observed in IWBG and IBG. There was increase in the amount of tenoblasts in
IWBG and IBG in relation to CG. There was an increase in the amount of
macrophages in IWBG and IBG in relation to CG, but at the end of the study, only
IBG maintained this increase. In IBG, the presence of inflammatory infiltrate around
the biopolymer was observed throughout the experiment. Conclusion: In the
protocol used, the sugarcane biopolymer did not optimize the healing process of the
Achilles tendon, but was shown to be biocompatible.

Keywords: Achilles Tendon, Biopolymers, Wound Healing.

Introducéo

O tenddo de Aquiles € o mais resistente do corpo [1], sendo capaz de
suportar altas tensdes [2] e por esse motivo sua lesdo pode causar incapacidade e
disfuncao significativas [3].

A organizacdo e as propriedades mecanicas de um tenddo reparado sao
inferiores as de um tenddo saudavel [2]. Logo, é muito importante a escolha do
tratamento adequado para se conseguir a melhor resposta, e o reparo cirargico
parece ser uma 6tima op¢ao, uma vez que proporciona maior estabilidade [4].

Ha alguns anos, um exopolissacarideo sintetizado a partir do melaco da cana-
de-acucar tem sido estudado e apresentado elasticidade, resisténcia a tracao,
flexibilidade [5], baixa citotoxicidade [6,7], além de mostrar ser biocompativel [8,9],
absorvivel [10], e servir como potencial plataforma para adesao celular [11]. Devido
a essas propriedades, esse biopolimero vem sendo testado em varias areas da
cirurgia experimental: na cicatrizacao de feridas cutaneas [12; 13], na reconstrucéo
vascular [14], como substituto da membrana timpéanica [15], na reconstru¢cdo do
parénquima renal [16], na corre¢do da incontinéncia urinéria [17], entre outras. E
obtendo respostas variadas em diferentes tecidos, tais como: controle de infec¢des
cutaneas ([13]; integracdo com tecido submucoso [18]; integracdo e inducao de
remodelacdo [19]; reacdo inflamatdria intensa [14, 20, 21].

Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar a utilizacdo do biopolimero da
cana-de-acgucar como um auxiliar do processo de reparacao da leséo total do tendao

de Aquiles.
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Métodos

- Amostra: Foram utilizados 66 ratos, Rattus novergicus albinus, Wistar, com 60x2
dias, 255+30g, mantidos no biotério de experimentacdo do Departamento de
Anatomia (UFPE), em ciclo de luz invertido (12h/12h), sob condi¢cdes padrdo de
biotério.

- Grupos experimentais: Os animais foram separados inicialmente em: Grupo

Controle (GC) — 22 animais ndo submetidos a tenotomia; Grupo Lesdo sem
Biopolimero (GLSB) — 22 animais submetidos a tenotomia e reconstituicdo; e Grupo
Les&o com Biopolimero (GLB) — 22 animais submetidos a tenotomia e reconstituicdo
com biopolimero.

- Obtencéo do biopolimero da cana-de-acucar: O filme microperfurado (@=1mm) foi

obtido partir do melago de cana-de-acUcar, na Estacdo Experimental de Cana-de-
Acucar de Carpina da Universidade Federal Rural de Pernambuco, e proveniente da
POLISA (Polimeros para a Saude Ltda).

- Procedimento cirdrgico: Todos os animais foram anestesiados com solucdo de

cloridrato de xilazina (2%) e cloridrato de cetamina (10%), 0,2ml por 100g de peso
do animal [1:1] [22], via intramuscular. ApGs a tricotomia e a antissepsia,foi feita uma
incisdo longitudinal na pele da regido posteroinferior do membro posterior direito
para visualizacdo do tendao de Aquiles. O tenddo do musculo Plantar de todos os
animais foi retirado, para ndao atuar como uma “tala interna” [23; 24]. Nos GLSB e
GLB, foi realizada a lesdo total do tenddo de Aquiles no seu ponto médio,
reconstituicdo imediata com fio absorvivel CATGUT Cromado 5-0 (ETHICON).
Apenas no GLB, o tendao suturado era envolvido pelo filme de biopolimero da cana-
de-acucar (0,6cmx1,8cm). Foi realizada a sutura da pele de todos os animais com
fio CATGUT Nylon 4-0 (Somerville), e administracdo de analgésico e de antibioticos.

- Coleta do material: Apés a cirurgia, os animais de cada grupo foram separados de

acordo com o periodo de coletado tendao (3°, 10°, 20° e 30° dias poés-cirurgicos).
Nos respectivos dias de coleta dos tenddes, os animais foram anestesiados [22], e 0
tenddao de Aquiles foi retirado em todo seu comprimento, dissecado, fixado em
formaldeido 10% e encaminhado para o processamento histoldgico.

- Processamento e andlise do tenddo: O material coletado foi emblocado em

parafina histoldgica, cortado longitudinalmente com espessura de 5um, montado em

lamina silanizada e corado com Hematoxina e Eosina. Foram realizadas imagens
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com microscopio optico (Leica DM500) acoplado a um microcomputador com o
Software LAS EZ (Versédo 2.0.0 ICC50) (Quadro 1). Cinco imagens de cada lamina
(400x) foram selecionadas aleatoriamente e 540 pontos/lamina foram utilizados
(Software ImageJ 1.45s) [25] para a quantificacdo dos tendcitos, tenoblastos e
macrofagos. Também foi realizada uma analise qualitativa para observacdo da:
presenca de infiltrado inflamatorio e de células gigantes multinucleares (CGMN) tipo
corpo estranho; integracdo tecidual; distribuicdo celular; neovascularizacéo; e
localizacdo do biopolimero.

- Andlise estatistica: Foi realizada a Analise de Variancia — ANOVA (one-way), com

Teste de Tukey como Post Hoc. Adotou-se uma margem de seguranca de 95% de
confiabilidade, e os valores foram e expressos em média e o desvio padréo.
- Aspectos éticos: O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais

do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-
UFPE) (processo n° 23076.035304/2013-32).

Resultados

Nos trés grupos experimentais, houve perdas amostrais: 1 animal do GLB foi
excluido do estudo, pois um dos pontos da sutura da pele rompeu dias depois da
tenotomia; 1 animal do GC e 1 animal do GLSB foram excluidos devido a danos no
material coletado durante o processamento histoldgico.

- Resultados Descritivos:

Em todos os estagios avaliados, os tendfes do GC apresentaram aspecto
normal com presenca de tendcitos, tenoblastos e muitos vasos com diversos
calibres, tampouco apresentaram sinais de leséo, infiltrado inflamatorio ou células
gigantes multinucleares (CGMN) tipo corpo estranho, uma vez que nao foram
submetidos a tenotomia.

No GLSB, em todos os momentos avaliados, foi observada nos tenddes uma
predominéancia de tenoblastos com presenca de infiltrado inflamatério em torno do fio
de sutura (quando presente), auséncia de CGMN tipo corpo estranho, e presenca de
neovascularizagdo com vasos de diversos calibres tanto na regido central como na
periférica do tecido. Em relacdo a integragdo tecidual, no 3° dia pds-cirargico, dois
tenddes apresentaram tecido conjuntivo propriamente dito (TCPD) denso modelado

conectando os cotos, ao passo que em um tenddo poucas fibras se continuaram na



55

regido lesionada; nos demais periodos avaliados, os tendGes apresentaram 0s cotos
bem integrados.

No GLB o biopolimero da cana-de-agUcar inicialmente (3° dia pos-cirirgico)
estava posicionado no interior dos tenddes, ocupando grande parte das suas
porcdes centrais, porém sua localizacao foi sendo alterada até que, ao 30° dia pés-
cirdrgico, encontrava-se predominantemente na periferia dos tenddes. Ainda neste
grupo experimental, foi observado: nos 3° e 10° dias pos-cirirgicos, presenca
intensa de infiltrado inflamatério em torno do biopolimero, com células
mononucleares e polimorfonucleares predominantemente; presenca de moderada a
intensa de infiltrado inflamatério em torno do biopolimero, com células inflamatorias,
macréfagos (nos 20° e 30° dias pés-cirargicos) e predominancia de tenoblastos aos
30° dias pos-cirurgico. A partir do 10° dia pés-cirtrgico, observou-se CGMN tipo
corpo estranho em pelo menos um dos tendbes, mas também se constatou um
aumento da vascularizacdo com vasos de diversos calibres, e uma boa integracao
tecidual com deposicdo de coldgeno em torno do biopolimero e formacdo de uma
estreita faixa de TCPD denso modelado em uma das laterais com fibras sinuosas
bem integradas ao tendéo.

- Resultados Analiticos:

Na tabela 1 estdo descritos todos os valores obtidos.

Em relagcdo a quantidade de tendcitos, apenas no 10° dia pdés-cirargico
observou-se reducéo nos valores dos GLSB e GLB em relagédo ao GC (p=0,014 e
p=0,044, respectivamente). Na analise intragrupos, ndo foi observada diferenca em
todos 0s grupos experimentais nos momentos avaliados.

Observou-se reducéo nos valores do GLB em relacdo ao GC (p=0,037), da
guantidade de tenoblastos, no 3° dia pos-cirargico, porém isso ndo foi mantido nos
demais dias avaliados, e no 30° dia pés-cirirgico os GLSB e GLB apresentaram
aumento em comparacdo ao GC (p<0,001 e p<0,001, respectivamente). Em relacéo
a analise intragrupos, o GLSB teve um aumento da quantidade de tenoblastos
durante todo o periodo avaliado (pioodiaxsedia=0,008,  p2ocdiaxioedia=0,434,
P3oediax20°dia=0,007, P3oediaxzedia<0,001), enquanto que no GLB s6 foi observado um
aumento ao final do estudo (p3oediax200dia=0,002, p3oediaxsedia<0,001).

Com relacdo a quantidade de macréfagos, os valores do GLSB e do GLB
foram maiores em comparacdo ao GC em quase todos os momentos avaliados
(GLSBxGC: P3°dia<0,001, p10°0dia=0,041, P20°dia=0,044, P30°dia=0,973;
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GLBXGC:p3°ia<0,001, p10°dia<0,001, p20°dia=0,003, p30edia=0,005). O GLB apresentou
maiores valores que o GLSB em alguns momentos (pszedia=0,041, pioedia=0,003,
P20°dia=0,398, pP30.dia=0,005). Na analise intragrupos, observou-se reducdo na
quantidade de macrofagos apenas no GLSB apds 30 dias pds-cirdrgicos

(p3oediax20°dia=0,006, paoediaxsedia=0,010).

Discusséo

O estudo avaliou a viabilidade do filme de biopolimero da cana-de-agucar
como auxiliar no processo de reparacdo do tenddo de Aquiles e os resultados
mostraram que, independentemente da presenca ou ndo desse biopolimero, houve
o reparo do tecido, uma vez que se observou, em ambos os grupos com leséo, a
integracdo tecidual com deposicdo de coldgeno e presenca de tendcitos e
tenoblastos e, também a existéncia um numero maior de vasos de diversos calibres.

O processo de cicatrizacdo do tendao € caracterizado por trés fases que se
sobrepdem [26, 27, 28]. A primeira € a fase inflamatoria, periodo que ocorre a
liberacdo de mediadores pré-inflamatérios, atraindo células polimorfonucleares e
mononucleares e estimulando a neovascularizagédo [29, 30]. A fase de proliferativa
(segunda fase) inicia poucos dias ap0s a lesdo e é caracterizada pela proliferacédo
de fibroblastos [28] responséaveis pela sintese de colageno, proteoglicanos e outros
componentes da matriz extracelular [31]. A dltima é a fase de remodelacéo, que
inicia meses depois da lesdo e € caracterizada pela reducéo da celularidade e pelo
aumento da sintese de colageno tipo | [29, 31].

A presenca de tendcitos, tenoblastos e coldgeno no tecido indica a existéncia
do processo de cicatrizacdo do tenddo. E aumento no numero de tenoblastos
observado em ambos os grupos tenotomizados indica a atividade celular do tecido
tendineo condizente com a fase proliferativa do processo de cicatrizagdo do tendao.
Aparentemente a quantidade de tenoblastos aumentou com a evolugdo da fase
proliferativa.

Durante este estudo, foi observada uma reacédo inflamatéria crénica no GLB,
com presenca de neovascularizacdo e de infiltrado inflamatério caracterizada por
células mononucleares e polimorfonucleares em torno do biopolimero e de CGMN
tipo corpo estranho em alguns dos animais. Tais células gigantes atuam como parte
do processo de reparo, necessario para a integracdo biolégica entre o filme e o

tecido [19]. Foi observada uma maior quantidade de macrofagos no GLB em todos
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0s periodos avaliados em relacdo ao GC, diferentemente do GLSB que apresentou
reducdo da quantidade de tecido inflamatorio com reducdo da quantidade de
macrofagos ao final do experimento.

A existéncia de infiltrado inflamatério durante no periodo avaliado nesta
pesquisa parece ser uma reacao propria a utilizacdo de alguns implantes biolégicos
e nao uma caracteristica apenas do biopolimero avaliada. Ao se comparar o
biopolimero com polipropileno observou-se intensa reacdo inflamatéria com
presenca de neutrofilos polimorfonucleares na utilizagdo de ambas as proéteses [32].
Um estudo entre dois tipos de filme de biopolimero da cana-de-acucar
(microperfurado e compacto) e um filme de politetrafluoretileno expandido,
demonstrou presenca de células gigantes e neovascularizacdo em todos os tipos de
préteses avaliados, porém o filme de biopolimero microperfurado apresentou menor
guantidade de células gigantes e maior vascularizacdo [19]. Varios outros artigos
também observaram uma reacéo inflamatéria, com CGMN tipo corpo estranho [15,
18, 20, 21,33], porém sem apresentar rejeicao tecidual, semelhante ao encontrado
neste estudo.

Um fato interessante observado no GLB foi a mudanca de posicionamento do
biopolimero durante o experimento, uma vez que o0s tenddes eram inicialmente
envolvidos com o filme, e jA no 3° dia essa protese estava totalmente envolvida pelo
tecido em cicatrizacdo, ocupando as areas centrais tecido. Aparentemente o
biopolimero era deslocado para a periferia do tenddo a medida que ocorria a
evolucéo do processo de cicatrizagao.

No GLB, foi percebido que, no mesmo momento em que havia uma reacéo
inflamatoria crénica em torno do biopolimero, ocorria a cicatrizagdo do tendao, ou
seja, ocorreram as duas reacdes em paralelo sem que uma inviabilizasse a outra e
em areas distintas do tecido. Enquanto se percebia células caracteristicas de uma
intensa reacdo inflamatéria (células mononucleares, polimorfonucleares e
macrofagos) provavelmente para fagocitar e absorver o agente exégeno (o filme de
biopolimero da cana-de-acucar), também foram observados elementos
caracteristicos do processo de cicatrizacdo do tenddo (tendcitos, tenoblastos em
grande quantidade e colageno). O filme parece ter sido deslocado para a periferia do
tecido para que o processo de absorcao néo interferisse no processo de cicatrizacéo

do tendao.
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Como este estudo durou até os 30 dias apos a lesédo tendinea, os processos
de cicatrizacdo do tecido e de absorcdo do biopolimero ainda estavam em
andamento. Um trabalho com o periodo de avaliagdo maior possivelmente

encontraria todos esses processos em estagios diferentes.

Concluséo

No protocolo experimental utilizado, o biopolimero da cana-de-agUcar néo
otimizou o processo de cicatrizacdo do tendao de Aquiles, porém demonstrou ser
biocompativel. A alteracdo no posicionamento do filme de biopolimero durante o
periodo avaliado, e a ocorréncia dos processos de cicatrizacdo e inflamatério
distintamente no tenddao merecem ser mais investigados para melhores

esclarecimentos dos mecanismos ocorridos.
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Quadro 1. Imagens de Cortes Longitudinais dos Tendfes, corados com

Hematoxilina e Eosina.

Grupo Controle Grupo Les&o sem

Biopolimero
o
3°dia
TG
10° dia
200 dia
30° dia

Grupo Lesao com
Biopolimero

3°dia= 3° dia pés-cirurgia; 10°dia= 10° dia pés-cirurgia; 20°dia= 20° dia pds-cirurgia;
30°dia= 30° dia pos-cirurgia; seta fina=fio de sutura; seta larga=biopolimero. 100x.



Tabela 1.Valores Médios da Quantidade de Tendcitos, Tenoblastos e Macrofagos

63

GC GLSB GLB
3° dia 12,80+8,67 8,2548,81 3,20+3,56
Tendcitos 10° dia 19,33+£11,60 4,67+3,83 * 6,80+4,66 *
20° dia 22,1746,11 16,83+14,05 10,00+7,92
30° dia 19,5045,45 23,00+10,61 20,60+18,74
3° dia 53,40+8,88 35,50+26,74 19,40+18,68 *
10° dia 74,33%+41,47 109,00+33,832 59,00+18,75
Tenoblastos .
20° dia 47,00+11,06 82,00+35,81 67,17+38,96
30° dia 48,50+13,28 152,00+17,92 *.cd 139,40+22,55 *.cd
3° dia 5,60+4,67 36,75+£3,77 * 48,40+8,47 *#
Macrofagos 10° dia 6,50+9,63 24,67+12,71 * 53,80+12,30 **
20° dia 2,83+3,71 35,67+22,64 * 52,17+29,07 *
30° dia 0,0040,00 2,20+2,95 cd 39,80+24,40 *#

GC= Grupo Controle; GLSB= Grupo Lesdo sem Biopolimero; GLB= Grupo Lesdo com Biopolimero; 3°dia= 3° dia ap0s a p0s-
cirurgia; 10°dia= 10° dia pos-cirurgia; 20°dia= 20° dia pos-cirurgia; 30°dia= 30° dia pos-cirurgia. Valores expressos em meédia +

desvio padréo.

ANOVA (oneway), post hoc Teste de Tukey: *p<0,05, GLSBXGC ou GLBxGC; #p<0,05, GLBXxGLSB;2p<0,05, 10°dia x 3°dia;
bp<0,05, 20°dia x 10°dia; ¢p<0,05, 30°dia x 20°dia; 9p<0,05, 30°dia x 3°dia.
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Resumo

Introducdo: O tenddo do Calcaneo lesionado gera grande instabilidade articular. O
biopolimero da cana-de-acUcar pode ser uma op¢do para auxiliar no reparo do
tenddo. Objetivos: Avaliar o biopolimero da cana-de-agUcar no processo de
cicatrizacdo do tenddo do Calcaneo através da andlise da expressdo de algumas
proteinas. Métodos: Foram utilizados ratos, Wistar, distribuidos em: Grupo Controle
(GC), sem lesdo tendinea; Grupo Lesdo sem Biopolimero (GLSB), com leséo
tendinea e sem biopolimero; Grupo Lesdo+Biopolimero (GLB), com leséo tendinea e
com biopolimero. Aos 60 dias, os animais foram cirurgiados para realizacdo da leséao
do tenddo do Calcaneo. Os animais de todos os grupos foram redistribuidos para
coleta dos tenddes em 4 momentos: 3° 10° 20° e 30° dias poés-cirdrgicos. E o
material coletado foi encaminhado para a imunohistoquimica. Resultados:
Observou-se reducdo da expressdo das proteinas durante o experimento. No GLB a
expressdo das proteinas foi mais intensa em volta do biopolimero. Conclusao: O
filme de biopolimero da cana-de-acUcar estimulou uma reacao inflamatéria crénica
no tecido tendineo em cicatrizacdo, mas sem interferir em toda extensao do tendao.

Palavras-chave: Cicatrizacdo, Imunohistoquimica, Proteinas.

Introducao:

Um tend&@o € um tecido conjuntivo fibroso resistente que geralmente liga um
musculo a um osso (GUO et al., 2016). Porém, distarbios no tendao de Aquiles
causam dor e incapacidade e podem predispor a ruptura (GLAZEBROOK et al.,
2008).

Uma lesdo tendinea pode causar uma grande instabilidade articular, e levar a
lesbes de tecidos adjacentes e ao desenvolvimento de doencas articulares
degenerativas (WOO et al., 1999).

Quando ocorre a lesdo, eventos de sinalizagcdo sao iniciados, para se
estabelecer uma continuidade fisica no local (JAMES et al., 2008). Porém, sabe-se
que a organizacdo e as propriedades mecanicas de um tenddo reparado sao
inferiores as de um tendao saudavel (TOMIOSSO et al., 2009; DAHER et al., 2011).

O biopolimero da cana-de-acucar pode ser uma opcao para auxiliar o reparo
do tenddo durante o processo de cicatrizacdo, uma vez que ha anos tem sido
estudado na cirurgia experimental devido a suas propriedades: elasticidade,
resisténcia a tracédo, flexibilidade (LIMA et al., 2005), baixa citotoxicidade (CASTRO
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et al., 2004; PINTO et al., 2016), biocompatibilidade (DE LUCENA et al., 2015; LIMA
et al., 2017). Além destas, ele é absorvivel (COELHO JUNIOR et al., 2015), e serve
como potencial plataforma para adeséo celular (FRAGOSO et al., 2014).

Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar o biopolimero da cana-de-
acucar no processo de cicatrizacdo do tenddo do Calcaneo através da analise da

expressao de algumas proteinas.

Métodos:

- Amostra: Foram utilizados 36 ratos, Rattus novergicus albinus, Wistar, com 60%2
dias, 250+30g, mantidos no biotério de experimentacdo do Departamento de
Anatomia (UFPE), em ciclo de luz claro/escuro invertido (12h/12h), sob condicbes
padrdo de biotério.

- Grupos experimentais: Os animais foram inicialmente separados em: Grupo

Controle (GC) — 12 animais ndo submetidos a lesdo do tend&o; Grupo Lesdo sem
Biopolimero (GLSB) — 12 animais submetidos a lesdo do tend&o e reconstituicao; e
Grupo Lesédo com Biopolimero (GLB) — 12 animais submetidos a lesdo do tendéo e
reconstituicdo com biopolimero.

- Obtencao do filme biopolimero da cana-de-acucar: O biopolimero foi obtido partir

do melaco de cana-de-acuUcar, na Estacdo Experimental de Cana-de-AclUcar de
Carpina da Universidade Federal Rural de Pernambuco, e cedido pelo Nucleo de
Cirurgia Experimental da Universidade Federal de Pernambuco.

- Procedimento cirdrgico: Os animais foram anestesiados com solucdo de cloridrato

de xilazina (2%) e cloridrato de cetamina (10%), 0,2ml por 100g de peso do animal
[1:1] (MASSONE, 2008), via intramuscular. Apos a tricotomia e a antissepsia, uma
incisdo longitudinal na pele da regido posteroinferior do membro posterior direito foi
realizada para visualizacéo do tend&o do Calcaneo. O tenddo do musculo Plantar de
todos os animais era retirado, pois poderia servir como uma “tala interna”
(MURRELL et al., 1992; LIANG et al., 2012). Nos GLSB e GLB, foi realizada a
tenotomia do tenddo do Calcaneo no seu ponto médio com reconstituicdo imediata
com fio absorvivel CATGUT Cromado 5-0 (ETHICON). O tend&o suturado do GLB
foi envolvido pelo filme microperfurado de biopolimero da cana-de-acucar (d=1mm,
0,6cmx1,8cm). Em seguida, a pele de todos os animais foi suturada da com fio
CATGUT Nylon 4-0 (Somerville), e houve administracdo de analgésico e de

antibiéticos nos animais.
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- Coleta e processamento do tendao: Apos a cirurgia, os animais foram separados
por periodo de coleta do tenddo (3° 10° 20° e 30° dias apds a tenotomia),
totalizando 3 animais de cada grupo/periodo avaliado. Nos respectivos dias de
coleta, os animais foram anestesiados (MASSONE, 2008), e o tecido tendineo foi
retirado em todo seu comprimento, dissecado, fixado em formaldeido 10% e
encaminhado para processamento histologico de rotina. O tecido emblocado em
parafina foi cortado longitudinalmente com espessura de 5um, montado em lamina
silanizada.

- Imunohistoguimica: ApoOs recuperacdo antigénica (tampao citrato 10mM, pH 6,0) e

incubacdo com kit Easylink One (Immunobioscience Corp., Immunobioscience -
EUA) para bloqueio das liga¢des inespecificas, o material foi incubado overnight a
4°C com os seguintes anticorpos primarios (Santa Cruz Biotechnology - Dallas, TX,
EUA): proteina inflamatoria de macréfagos-1a - MIP-1a (C-5) (sc-365691, 1:50); fator
transformador de crescimento betal - TGF 1 (3C11) (sc-130348 , 1:50); e vimentina
(V9) (sc-6260, 1:100). Em seguida, foi incubado em cromégeno DAB-H20: e
contracorado com Hematoxilina. Os controles positivos utilizados foram: baco, para o
MIP-1a (C-5); e estbmago, para o TGF B1 (3C11). Os controles negativos foram
estabelecidos através da substituicdo do anticorpo primario por anti-lgG humana
inespecifica (DAKO) diluido em PBS-BSA 5% (p/v). Foram obtidas imagens com
aumentos de 100x e 400x, através de um microscopio Optico (Leica DM500)
acoplado a um microcomputador com o Software LAS EZ (Versao 2.0.0 ICC50).

- Aspectos éticos: O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais

do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-
UFPE) (processo n° 23076.035304/2013-32).

Resultados:

- MIP-1a: O GC a expressou apenas no 3° dia pds-cirurgia, € nos demais grupos sua
expressao foi reduzindo até o final. No GLSB, foi observada reducédo da expressao
da proteina durante o experimento, porém no 20° dia pés-cirurgia percebeu-se uma
pequena area com uma coloracdo mais intensa. No GLB, também foi observada
reducdo da expressdo da proteina durante o experimento, porém no 30° dia poés-
cirurgia percebeu-se uma coloracdo mais intensa em volta do biopolimero. Ao final
do estudo, o GLB apresentou uma colora¢do mais intensa em comparacao ao GC e
GLSB (Quadro 1).
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- TGF 31: Néao foi observada expressao da proteina no GC. Nos grupos com leséo
tendinea, a proteina foi expressa inicialmente, porém foi reduzindo ao longo do
estudo. Inicialmente a expresséo foi mais intensa no GLSB em comparacdo aos GC
e GLB, mas no 30° dia pds-cirdrgico a maior intensidade foi no GLB, principalmente
em torno do biopolimero (Quadro 2).

- Vimentina: Diferentemente das demais proteinas, a vimentina foi altamente
expressa no GLB em todos os momentos avaliados, principalmente em volta do
biopolimero. Mas, tanto no GC quanto no GLSB, sua expressao foi diminuindo até o
término do trabalho. Aos 30° dias pds-cirdrgicos, o GLB apresentou uma coloracéo

mais intensa em comparacao ao GC e GLSB (Quadro 3).

Discusséo:

Neste estudo, houve reducdo da expressao das proteinas em todos os grupos
ao longo do periodo avaliado, ou seja, com a evolucédo do processo de cicatrizacao.
Porém, o 30° dia pds-cirdrgico, o GLB apresentou maior expressdo de todas as
proteinas em comparacédo aos GC e GLSB.

O processo de cicatrizagdo comeca rapidamente apés a lesdo (CUI et al.,
2011). No inicio do processo de reparo do tenddo (durante a fase inflamatéria), a
MIP-1a [CCL3] e outras quimiocinas sado expressas, principalmente por vasos
sanguineos e feixes nervosos que cercam o local lesionado, e atraem células
inflamatdrias (STALMAN; BRING; ACKERMANN, 2015). O TGF B1 é produzido e
liberado pelas células inflamatérias que invadem o tecido danificado (INOUE et al.,
2015). Ele desempenha um papel importante na cicatrizagdo do tend&do por
promover uma maior migracao celular e sintetiza fibras de colageno (OTOSHI et al.,
2011) para a formacéo inicial de cicatrizes, estabelecendo assim a continuidade do
tecido no local da ferida (CUI et al., 2011). A fase de proliferativa do processo de
cicatrizagcdo é caracterizada pela proliferacdo de fibroblastos (HOPE; SAXBY, 2007),
e estes expressam uma série de marcadores, entre eles a vimentina (XU et al.,
2015; WANG et al., 2017).

Com a evolugdo da cicatrizagdo, € natural ocorrer a reducdo da expressao
das proteinas estudadas uma vez que vai havendo diminuicdo do processo
inflamatorio, e deposicédo de colageno. Porém, apenas em volta do biopolimero da
cana-de-acucar, continuou havendo um processo inflamatério crénico com uma alta

atividade celular.
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Como o filme utilizado é um “agente exdgeno” ao tecido estudado, ele parece
estimular essa reacdo inflamatéria cronica para sua absorcdo, gerando uma
manutencdo do recrutamento de fibroblastos e estimulo da sintese e deposi¢do de
colageno.

Conclusao:
O filme de biopolimero da cana-de-agucar estimulou uma reacgéo inflamatdéria
cronica no tecido tendineo em cicatrizacdo, porém sem interferir em toda extensao

do tendao.
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Quadro 1. Imagens de Imunohistoquimica para Proteina Inflamatéria do Macréfago-
lalfa (MIP-1a).

Grupo Leséao sem Grupo Lesao com

Grupo Controle . , . s
P Biopolimero Biopolimero

3% dia

10° dia

200 dia

30° dia

3°dia= 3° dia apos a tenotomia; 10°dia= 10° dia apds a tenotomia; 20°dia= 20° dia apds a tenotomia;
30°dia= 30° dia ap6s a tenotomia. Aumento: 100x (imagens grandes) e 400x (imagens pequenas).
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Quadro 2. Imagens de Imunohistoquimica para Fator Transformador de
Crescimento beta1 (TGF B1).

Grupo Lesé&do sem Grupo Lesao com

Grupo Controle . , . s
P Biopolimero Biopolimero

3% dia

10° dia

200 dia

30° dia

3°dia= 3° dia apos a tenotomia; 10°dia= 10° dia apds a tenotomia; 20°dia= 20° dia apds a tenotomia;
30°dia= 30° dia ap6s a tenotomia. Aumento: 100x (imagens grandes) e 400x (imagens pequenas).
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Quadro 3. Imagens de Imunohistoquimica para Vimentina.

Grupo Les&o sem Grupo Les&o com

Grupo Controle . , . ;
P Biopolimero Biopolimero

3°dia

10° dia

20° dia

30°dia

3°dia= 3° dia ap6s a tenotomia; 10°dia= 10° dia apds a tenotomia; 20°dia= 20° dia apds a tenotomia;
30°dia= 30° dia apés a tenotomia. Aumento: 100x (imagens grandes) e 400x (imagens pequenas).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

1)

2)

3)

4)

O biopolimero da cana-de-agucar:

Do ponto de vista funcional no protocolo adotado, parece néo ter otimizado a
recuperacao estrutural do tenddo do Calcaneo a ponto de reverter as alteracdes
morfolégicas musculares e de trazer beneficios na deambulacdo dos animais

tenotomizados.

Comprovou ser realmente maleavel e flexivel, pois nao interferiu na
deambulagdo dos animais, e biocompativel a ponto de n&o sofrer rejeicao pelo

tecido em cicatrizagéo.

Durante o periodo avaliado, sofreu alteracdo no posicionamento em relacdo ao

tendao.

Estimulou uma reacao inflamatoria crénica no tecido tendineo em cicatrizagéo,

sem interferir em toda extensao do tendao.
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ANEXO A — APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA EM EXPERIMENTACAO
ANIMAL

Universidade Federal de Pernambuco
 Centro de Ciéncias Biologicas

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 1\
Recife, 17 de dezembro de 2013.
Oficio n° 663/13

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

Departamento de Anatomia

Processo n°® 23076.035304/2013-32

Os membros da Comisséo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA'-UFPE) avaliaram seu
projete de pesquisa intitulado, “Caracterizagdo do tecido muscular esquelético
apés o uso do biopolimero extraido da cana-de-aclicar como coadjuvante do
processo de reparacdo da lesdo completa do tenddo do calcaneo”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagio experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentacdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais séo
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 questio 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 de criagido do Departamento
de Nutrico; Animal: ratos heterogénicos; Linhagem:
Wistar; Idade: 60 dias; Peso: 250 g; Sexo: machos; N°
Total de Animais: 120.
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