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RESUMO  

 

A eletroacupuntura (EA) tem sido utilizada amplamente para o tratamento de uma 

variedade de doenças inflamatórias e para o alivio da dor. No entanto, não há relatos na 

literatura sobre o efeito da EA na composição e organização da matriz extracelular (MEC) 

de tendões em processo de cicatrização. Objetivo: Investigar através de análises 

bioquímicas e morfológicas, o efeito da EA durante o pico de síntese dos componentes da 

MEC, 15 dias após transecção parcial do tendão calcâneo de ratos. Materiais e Métodos: 

Ratos Wistar machos com 60 dias de idade foram divididos em 3 grupos: Não 

tenotomizados (G1), tenotomizados (G2) e tenotomizados e submetidos a EA (G3). 

Agulhas de acupuntura (AC) foram inseridas nos pontos E-36 e B-57 e uma corrente 

elétrica com onda farádica bipolar assimétrica na freqüência de 2 Hz e intensidade de 2-4 

Volts foi aplicada nas agulhas por 20 minutos, 3 vezes por semana em dias alternados, em 

um total de 6 sessões. Análises bioquímicas foram feitas através da SDS-PAGE, dosagem 

de proteínas não colagênicas (PNCs), glicosaminoglicanos (GAGs) e hidroxiprolina. 

Análise da metaloproteinase-2 (MMP-2) foi realizada por zimografia. Para análise 

morfológica em microscopia de luz comum, os cortes foram corados com hematoxilina-

eosina (HE) e azul de toluidina (AT). Para análise em microscopia de polarização os cortes 

foram corados com Ponceau SS e a birrefringência foi avaliada em termos de valor de 

média de cinza em pixels utilizando um analisador de imagem. Resultados: EA nos pontos 

utilizados não alterou a concentração de PNCs, GAGs ou a atividade enzimática da MMP-2 

nos tendões transeccionados. Já a concentração de hidroxiprolina foi significativamente 

aumentada nestes tendões quando tratados com EA. Na análise morfológica nos cortes 

corados com HE e AT, aparentemente não houve alterações na composição nem na 

organização da MEC. No entanto, na análise da birrefringência houve uma maior 

reorganização das fibras de colágeno no grupo tratado com EA. Conclusão: Nossos 

resultados indicam que a EA pode oferecer benefícios terapêuticos para o tratamento de 

lesões tendíneas através do aumento do conteúdo do colágeno e da reorganização molecular 

de suas fibras.  
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ABSTRACT  

 

Electroacupuncture (EA) has been used to treat a variety of inflammatory diseases and pain 

relief. Therefore, there are no reports in the literature about the effect of EA on the 

composition and organization of the extracellular matrix (ECM) of tendons in the healing 

process. Objective: To investigate by morphological and biochemical analysis, the effect 

of EA during the peak of synthesis of ECM components, 15 days after partial transection of 

the Achilles tendon of rats. Methods: Male Wistar rats with 60 days old were divided into 

three groups: no tenotomized (G1), tenotomized (G2) and tenotomized and submitted to EA 

(G3). Acupuncture (AC) needles were inserted in the E-36 and B-57 points and an 

electrical current with asymmetrical bipolar faradic wave at frequency of 2 Hz and intensity 

of 2-4 Volts was applied to the needles for 20 minutes, 3 times per week on alternate days, 

for a total of 6 sessions. Biochemical analyses were done by SDS-PAGE, dosage of non 

collagenous proteins (NCPs), glycosaminoglycans (GAGs) and hydroxyproline. Analysis 

of metalloproteinase-2 (MMP-2) was carried out by zymography. For morphological 

analyses, the sections were stained with hematoxilin-eosin (HE) and toluidine blue. For 

polarization microscopy analysis the sections were stained with Ponceau SS and 

birefringence was evaluated in terms of gray average values in pixels using an image 

analyzer. Results: EA at points used did not alter the concentration of NCPs, GAGs or the 

enzymatic activity of MMP-2 in transected tendons. However, the concentration of 

hydroxyproline was significantly increased when these tendons were treated with EA. In 

the morphological analysis, apparently there were no changes in the composition and 

organization of the ECM. However, analysis of the birefringence showed higher 

reorganization of collagen fibers in the group treated with EA. Conclusion: Our results 

indicate that EA may offer therapeutic benefits for treatment of tendon injuries by 

increasing the content of collagen and the molecular reorganization of its fibers. 
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INTRODUÇÃO 

 

1. A estrutura do tendão 

 

Os tendões são estruturas mecanicamente responsáveis por transmitir a força gerada 

nos músculos ao osso, permitindo desta forma a locomoção e a estabilidade art icular 

(WANG, 2006). O tendão calcâneo (também chamado tendão de Aquiles) é o maior e mais 

forte do corpo humano, sendo formado pela porção tendínea dos músculos gastrocnêmicos 

e sóleo (JARVINEN et al., 2005). O tendão calcâneo, assim como outros tendões, possui 

níveis estruturais hierárquicos de complexidade crescente começando com o tropocolágeno, 

uma cadeia polipeptídica em tripla hélice, a qual se une em fibrilas; fibras (feixes 

primários); fascículos (feixes secundários); feixes terciários e o tendão propriamente dito 

(SHARMA; MAFFULLI, 2006). Moléculas de tropocolágeno solúvel formam pontes 

cruzadas para criar moléculas de colágeno insolúvel as quais se agregam para formar 

fibrilas de colágeno. Já a fibra de colágeno, é a menor unidade do tendão que pode ser 

testada mecanicamente e visível na microscopia de luz (JÓZSA et al., 1991).  

 

1.1.  As bainhas conjuntivas tendíneas   

 

O epitendão é uma fina bainha de tecido conjuntivo frouxo contendo o suprimento 

vascular, linfático e nervoso do tendão. Cobre todo o tendão e se estende para o seu interior 

entre os feixes terciários, recebendo então o nome de endotendão, o qual é uma fina camada 

reticular de tecido conjuntivo envolvendo cada fibra tendínea (KASTELIC et al., 1978). 



11 
 

Além das duas bainhas citadas, os tendões também são envolvidos por uma terceira camada 

de tecido conjuntivo chamada de paratendão. O epitendão e o paratendão compõem o 

chamado peritendão, o qual reduz o atrito com o tecido adjacente (SCHATZKER; 

BRANEMARK, 1969). O espaço entre essas duas camadas contém líquido rico em 

mucopolissacarídeos que fornece a lubrificação, evita a fricção e protege o tendão 

reduzindo o atrito (KJAER et al., 2003).  

 

1.2.  As inserções tendíneas  

 

Tendões, na sua grande maioria, conectam ossos e músculos em suas extremidades. 

Existem também tendões conectando um ventre muscular a outro como é o caso das 

interseções tendíneas do músculo reto abdominal (LATARJET; LIARD, 1996). A junção 

do tendão com o osso é chamada de entese e esta pode suportar forças de tração, 

compressão e cisalhamento, sendo estimado que as forças de tensão neste sítio podem ser 

quatro vezes maior do que no corpo do tendão (McGONAGLE et al., 2003). A junção 

miotendínea transfere a força muscular para o tendão, onde a rede de colágeno do perimísio 

(bainha conjuntiva que envolve o músculo) forma a base da ligação mecânica entre o 

tendão e a fibra muscular através de placas juncionais perimisiais especializadas 

(PASSERIEUX et al., 2006; PASSERIEUX et al., 2007). Nesta junção, as fibrilas 

colágenas do tendão estão inseridas em recessos profundos formados pelos miofibroblastos, 

o que permite que as forças de tração geradas pelas proteínas contráteis das fibras 

musculares sejam transmitidas às fibras de colágeno do tendão (MICHNA, 1983; 

TIDBALL, 1991). Essa estrutura também reduz a tensão no tendão durante a contração 
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muscular, porém, é o ponto mais fraco da unidade músculo-tendínea (JÄRVINEN et al., 

1991; GARRETT, 1990). 

 

2. A composição do tendão 

 

Os tendões são constituídos de colágeno, proteoglicanos, proteínas não colagênicas, 

água e células.  

 

2.1.  O Colágeno 

 

Os tendões são ricos em colágeno, com o componente mais abundante do tendão 

sendo o colágeno tipo I, o qual constitui cerca de 60% da massa seca do tendão e cerca de 

95% do colágeno total (EVANS, BARBENEL, 1975; RILEY et al., 1994). Os restantes 5% 

consistem em colágenos do tipo III e V. Em tendões normais, o colágeno tipo III está 

localizado principalmente no endotendão e epitendão, formando fibrilas pequenas e menos 

organizadas (LAPIERE et al., 1977; DUANCE et al., 1977). O colágeno tipo V é 

intercalado dentro da estrutura das fibrilas do colágeno tipo I e regula o crescimento da 

fibrila (BIRK et al., 1990). Outros colágenos incluindo os tipos II, VI, IX, X e XI, estão 

presentes em quantidades vestigiais nos tendões (FUKUTA et al., 1998). Esses colágenos 

são encontrados principalmente no local de inserção óssea de fibrocartilagem, onde eles 

reforçam a conexão através da redução da concentração de tensões na interface tecidual 

(WAGGETT et al., 1998). A unidade estrutural básica do colágeno é o tropocolágeno, que 

é uma proteína longa e fina produzida dentro da célula e secretada na matriz extracelular 
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(MEC) como procolágeno. O modelo de Trelstad e Birk (1986), demonstra que somente o 

procolágeno não clivado é transferido do compartimento intracelular para o extracelular, 

onde a morfogênese do colágeno é concluída. Os colágenos na matriz estão ligados entre si 

por ligações cruzadas que aumentam o módulo de elasticidade (módulo de Young) do 

tendão e diminui a sua tensão na ruptura (THOMPSON; CZERNUSZKA, 1995).  

 

2.2.  Os proteoglicanos  

 

Os proteoglicanos (PGs) são formados por glicosaminoglicanos (GAGs) os quais 

são polissacarídeos sulfatados que possuem uma seqüência de repetição dissacarídica 

característica. Com exceção do ácido hialurônico, as cadeias de GAGs são geralmente 

ligadas covalentemente a um resíduo de serina de uma proteína através de um 

tetrassacarídeo específico sendo o complexo resultante chamado de PG (MAGNUS et al., 

1994). O conteúdo de PGs varia de acordo com o sitio do tendão e depende das condições 

de carga mecânica (região de tensão ou de compressão) do tendão (BERESSON et al., 

1996). Por exemplo, em regiões de compressão do tendão flexor digital profundo de 

bovinos, o conteúdo de PGs é de 3,5% do peso seco do tendão (VOGEL; KOOB, 1989). 

Em contraste, na região de tensão deste mesmo tendão, a quantidade de PGs representa 

cerca de 0,2 a 0,5% do peso seco do tendão (KOOB; VOGEL, 1987).  

Os PGs desempenham funções diversas nos tecidos por causa da variabilidade da 

proteína central e dos diferentes tipos de GAGs (IOZZO; MURDOCH, 1996). Decorin e 

fibromodulin são exemplos de pequenos PGs que participam da regulação da fibrilogênese 
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do colágeno (HEDBOM; HEINEGARD, 1989), desempenhando uma importante função 

nas propriedades estruturais e funcionais dos tecidos (VOGEL; FISHER, 1986).  

 

2.3.  As proteínas não colagênicas  

 

Existem várias proteínas não colagênicas (PNCs) presentes na MEC do tendão 

sendo a tenascina-C e a fibronectina algumas delas. A tenascina-C contribui para a 

estabilidade mecânica da MEC através da sua interação com as fibrilas de colágeno 

(ELEFTERIOU et al., 2001). A fibronectina está localizada na superfície dos colágenos, e 

sua síntese aumenta para facilitar a cicatrização de feridas. Além desses componentes, os 

tendões contêm elastina, que compõe cerca de 2% do peso seco do tendão (JÓZSA et al., 

1989). As fibras elásticas, que compreendem a elastina e proteínas microfibrillares, podem 

contribuir para a recuperação da configuração ondulada das fibras colágenas após o 

alongamento (BUTLER et al., 1978).  

 

2.4.  As células  

 

Embora células endoteliais, sinoviais e condrócitos estejam presentes nos tendões, 

os fibroblastos (tenoblastos e tenócitos) são o tipo celular dominante, os quais se alinham 

em fileiras entre os feixes de fibras colágenas. Tenoblastos são células tendíneas imaturas 

em forma de fuso, contendo abundantes organelas citoplasmáticas, refletindo sua alta 

atividade metabólica. Essas células se tornam alongados com o passar do tempo e passam a 

ser chamados de tenócitos. Juntos, tenoblastos e tenócitos correspondem de 90% a 95% dos 
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elementos celulares do tendão (ABATE et al., 2009). Os tenoblastos e tenócitos são 

responsáveis pela síntese de proteínas da MEC (por exemplo, colágenos, fibronectina e 

PGs), produzindo uma matriz de colágeno organizada e remodelando-a durante a 

cicatrização do tendão. Estas células comunicam-se através de junções do tipo gap com 

conexinas 32 e 43 (McNEILLY et al., 1996).  

 

3. Epidemiologia da lesão do tendão calcâneo    

 

No que diz respeito à incidência de lesões tendíneas em geral, houve um aumento 

substancial durante as últimas décadas. Estima-se que estas lesões somem 30% a 50% de 

todas as lesões relacionadas aos esportes (JÄRVINEN et al., 2005). As lesões dos tendões 

são comuns e responsáveis por uma elevada proporção de encaminhamentos para 

reumatologistas e cirurgiões ortopédicos (BAMJI et al., 1990). Os tendões mais 

freqüentemente envolvidos são os do manguito rotador (tendão do músculo supra-espinhal 

em particular), do músculo bíceps braquial no ombro, dos músculos extensores e flexores 

do punho no antebraço, o tendão patelar no joelho, o tendão calcâneo na perna e o tendão 

do tibial posterior do tornozelo e pé (ABATE et al., 2009; RILEY, 2008).  

Com o aumento das atividades atléticas recreativas e organizadas ao longo das 

últimas duas décadas, a incidência de lesões do tendão calcâneo tem aumentado 

dramaticamente sendo que estas lesões têm sido divididas em lesões por uso excessivo 

(lesão crônica) e rupturas espontâneas (JÄRVINEN et al., 2005; JÄRVINEN et al., 2001; 

KANNUS, NATRI, 1997; MAZZONE, MCCUE, 2002). Nas primeiras, o termo utilizado 
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para descrever as lesões é tendinopatia e sua etiologia está intimamente relacionada ao 

esporte e ao exercício excessivo (JÄRVINEN et al., 2005). 

 

4. Etiologia das lesões no tendão calcâneo 

 

Geralmente, as lesões do tendão calcâneo surgem de duas diferentes origens: 

Primeira - alguns sintomas são causados exclusivamente pela lesão ou degeneração do 

tendão calcâneo (sem qualquer doença sistêmica predisponente) as quais são induzidas pelo 

uso excessivo; segunda - por vezes, uma doença sistêmica, como a artrite reumatóide, se 

manifesta com sintomas no tendão calcâneo (JÄRVINEN et al., 2005). Apenas em torno de 

2% de todas as lesões e complicações no tendão calcâneo é o resultado de uma doença 

sistêmica. A maioria dos problemas tendíneos na população pode ser atribuída ao esporte e 

ao exercício excessivo (JÄRVINEN et al., 2005; KANNUS, JOZSA, 1991).  

Como citado, o uso excessivo é a principal causa de tendinopatia levando a 

microrupturas e inflamação. A MEC do tendão normal é mantida por um processo contínuo 

de remodelamento, no entanto, o uso excessivo altera esse processo iniciando a 

tendinopatia. Outros fatores, chamados de fatores intrínsecos e extrínsecos podem atuar de 

forma isolada ou em combinação no desenvolvimento da tendinopatia (KANNUS; NATRI, 

1997). Alguns dos fatores intrínsecos relacionados à tendinopatia do tendão calcâneo no 

esporte são: fatores gerais (sexo, idade, sobrepeso, biótipo, grupo sanguíneo, doenças 

predispondes e suprimento sanguíneo) e fatores anatômicos nos membros inferiores (mau 

alinhamento, discrepância no comprimento dos membros inferiores, fraqueza ou 

desequilíbrio muscular, diminuição da flexibilidade e frouxidão articular). Dentre alguns 
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fatores extrínsecos podemos citar: drogas (uso de corticosteróides, antibióticos, esteróides 

anabolizantes) fatores que levam a sobrecarga sobre os membros inferiores (calçados, tipo 

de movimento e superfície de treinamento), erros de treinamento (alta intensidade, fadiga e 

erro na execução da técnica) e condições ambientais (temperatura, altitude e equipamento 

inadequado) (JÄRVINEN et al., 2005). Em caso de trauma agudo, predominam os fatores 

extrínsecos, enquanto que lesões de uso excessivo geralmente são multifatoriais. Nos 

distúrbios crônicos do tendão, uma interação entre estes dois tipos de fatores é comum 

(KANNUS; NATRI, 1997). Sendo assim, pode-se dizer que a etiologia básica da 

tendinopatia do tendão calcâneo é multifatorial, uma vez que vários fatores extrínsecos e 

intrínsecos foram identificados predispondo a essas lesões (KANNUS, NATRI, 1997; 

JÄRVINEN et al., 2001).  

 

5. O processo de cicatrização do tendão  

 

A cicatrização do tendão pode ser dividida em três fases que se sobrepõem: a fase 

inflamatória, proliferativa e de remodelamento (WOO et al., 1999).  

 

5.1.  A fase inflamatória  

 

A fase inflamatória aguda dura entre 3 a 7 dias após a lesão, iniciando-se com 

hematoma e ativação de plaquetas (ABATE et al., 2009). Na fase inflamatória inicial, que 

dura cerca de 24 horas, hemácias, plaquetas e células inflamatórias, particularmente 

neutrófilos, entram no sitio da lesão. Monócitos e macrófagos migram para o local da ferida 
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para fagocitar materiais necrosados. Nesse meio tempo, essas células liberam substâncias 

vasoativas e fatores quimiotáticos, que aumentam a permeabilidade vascular, iniciam a 

angiogênese, estimulam a proliferação de tenócitos, recrutam mais células inflamatórias e 

fibroblastos para começar a síntese de colágeno e deposição. Os tenócitos gradualmente 

migram para a lesão e iniciam a síntese de colágeno tipo III (WANG, 2006; SHARMA, 

MAFFULLI, 2006).  

 

5.2. A fase proliferativa   

 

A fase de reparo ou proliferativa dura entre 5 a 21 dias. Ocorre um pico de síntese 

de colágeno tipo III nesta fase, o qual persiste durante algumas semanas. Nesta fase os 

fibroblastos sintetizam colágeno de maneira abundante, que gradualmente aumenta a força 

mecânica do tendão de modo que cargas podem levar a deformação elástica, a qual permite 

que a sinalização mecânica comece a influenciar o processo. Nesta fase inicia-se também a 

fibrilogênese. Inicialmente, há uma montagem das moléculas de colágeno no meio 

extracelular, em estreita proximidade com os fibroblastos, para formar fibrilas imaturas.  

Então ocorre uma montagem das fibrilas de extremidade a extremidade (end to end) para 

formar fibrilas longas (crescimento linear). No próximo passo, as fibrilas associam-se 

lateralmente para gerar fibrilas de grande diâmetro (crescimento lateral).  As fibrilas 

associam-se em fibras, cujas coalescências finalmente formam fibras muito largas, as quais 

são características dos tendões. A grande área transversa compensa a fraqueza tecidual 

(ABATE et al., 2009; SHARMA, MAFFULLI, 2006). Outros componentes da MEC, como 
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PGs, são depositados no local da lesão. Durante esta fase, o teor de água e concentração de 

GAGs permanecem elevados (WANG, 2006). 

 

5.3. A fase de remodelamento 

 

Após cerca de 6 semanas, começa a fase de remodelamento a qual pode durar acima 

de uma ano. Esta fase é caracterizada pela diminuição da celularidade e diminuição da 

síntese de colágeno e de GAGs. Uma grande proporção de colágeno tipo I é sintetizada 

durante essa fase. Durante este período, o tecido reparado muda para tecido fibroso, que 

novamente muda para tecido cicatricial após 10 semanas. Durante a fase de remodelamento 

tardia, ligações covalentes entre as fibras colágenas aumentam, o que resulta em tecido 

reparado com maior rigidez e força tensil. Além disso, tanto o metabolismo dos tenócitos 

quanto a vascularização do tendão diminuem (WANG, 2006). A cicatrização do tendão 

pode ocorrer intrinsecamente, via proliferação dos tenócitos do epitendão e do endotendão, 

ou extrinsecamente, pela invasão de células da bainha sinovial. Cicatrização intrínseca 

resulta em melhora biomecânica e menos complicações. Em particular, o mecanismo 

normal de deslizamento dentro da bainha do tendão é preservado. Na cicatrização 

extrínseca, o tecido cicatricial resulta na formação de aderências que prejudicam o 

deslizamento. Diferentes padrões de cicatrização podem predominar em locais específicos. 

Por exemplo, cicatrização extrínseca tende a prevalecer nas lesões do manguito rotador 

(SHARMA; MAFFULLI, 2006). 
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5.4.  As metaloproteases  

 

Dentre os elementos que participam do processo de reparo tendíneo, atuando ao 

longo das fases de cicatrização, estão enzimas como as metaloproteases (MMPs) as quais 

estão envolvidas no remodelamento da MEC dos tendões (KAROUSOU et al., 2008). A 

MMP-2 (gelatinase) digere a gelatina a qual é uma forma desnaturada de colágeno 

(SNOEK-VAN BEURDEN; VON DEN HOFF, 2005). É relatado na literatura que a 

concentração de MMP-2 está elevada até o vigésimo oitavo dia após a lesão participando 

tanto da degradação quanto do remodelamento do colágeno (OSHIRO et al., 2003; RILEY 

et al., 2002). Outras MMPs também participam do processo de reparo tendíneo, sendo que 

a expressão da MMP-9 e MMP-13 atingem o pico entre os dias 7 e 14, enquanto os níveis 

das MMP-3 e MMP-14, da mesma forma que a MMP-2, aumentam após a cirurgia e 

permanecem em níveis elevados até o dia 28 (OSHIRO et al., 2003). 

 

6. Eletroacupuntura 

 

A acupuntura (AC) pode ser definida como a inserção de agulhas na pele e tecidos 

subjacentes em locais específicos, conhecidos como pontos de AC, para fins terapêuticos 

ou de prevenção. As agulhas podem ser estimuladas manualmente, com uma corrente 

elétrica de baixa tensão, a chamada eletroacupuntura (EA), ou aquecendo-as com um 

incenso de Artemísia, de acordo com a tradição, ou com uma lâmpada de aquecimento, de 

acordo com a prática moderna. Segundo a medicina tradicional chinesa, existem no corpo 

humano 12 canais primários, chamados de meridianos, através dos quais o Qi (energia 
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vital) circula, sendo que esses meridianos conectam 360 pontos de AC principais 

(KAVOUSSI; ROSS, 2007). Os pontos de AC são designados pela letra inicial do 

meridiano o qual pertence seguido pelo número que denota sua localização no meridiano. 

Por exemplo, o ponto E-36 é o trigésimo sexto ponto do meridiano do estômago 

(YAMAMURA, 2001).  

Recentemente, tem havido um interesse crescente na pesquisa sobre 

AC na tentativa de reinterpretar seus conceitos tradicionais de acordo com os conceitos 

científicos ocidentais. Estudos têm sugerido que os efeitos terapêuticos da AC possam 

ocorrer através da mecanotransdução, onde o sinal mecânico gerado na MEC pela 

manipulação da agulha de AC atinge, através do citoesqueleto, o núcleo celular de células 

tais como os fibroblastos, e outras células situadas dentro do tecido conjuntivo, 

determinando a síntese de componentes biologicamente ativos (LANGEVIN et al., 2001; 

LANGEVIN et al., 2006; LANGEVIN et al., 2007). Pesquisas demonstram que tanto a AC 

quanto a EA possuem efeitos terapêuticos, no entanto esta última técnica possui efeitos 

mais pronunciados (ULETT et al., 1998; YIM et al., 2007). No que diz respeito ao efeito 

analgésico da EA, este tem sido obtido tanto em modelos animais quanto em pacientes com 

dor crônica (AHSIN et al., 2009; LIU  et al., 2010). Outros estudos têm demonstrado que 

tanto a AC quanto a EA, além de uma ação analgésica, possuem ação antiinflamatória e 

imunomoduladora associadas, através da participação dos sistemas: nervoso autônomo, 

neuroimume e neuroendócrino (GOLLUB et al., 1999; TIAN et al., 2003; ZHANG et al., 

2004; KIM et al., 2006; LEE et al., 2006; KOVOUSSI, ROSS, 2007; KIM et al., 2007; 

YIM et al., 2007; CABIOGLU, CETIN, 2008; KIM et al., 2008; LAU et al., 2008; WANG 

et al., 2009). Estes estudos também demonstram que a EA é capaz de inibir mediadores pró 



22 
 

inflamatórios tais como a interleucina 1β e 6 (IL-1β e IL-6), o fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α), a ciclooxigenase 1 e 2 (COX1 e COX2), a isoforma indutiva da óxido nítrico 

sintase (iNOS) e a  prostaglandina E2 (PGE2).  

Devido a esses resultados relatados na literatura, a AC é atualmente uma 

intervenção amplamente aceita para o tratamento de uma variedade de condições, sendo 

suas aplicações mais difundidas o tratamento de infecções, doenças inflamatórias como a 

AR, disfunção autonômica, doenças neurológicas como a enxaqueca, dor, doenças 

cardiovasculares e pulmonares como a asma, abuso de drogas, transtornos psiquiátricos 

como a depressão e muitas outras doenças (ZIJLSTRA et al., 2003; ERNST, 2006; SUN et 

al., 2010).  No entanto, não há evidência científica sobre o uso da EA no processo de 

cicatrização tendínea, sendo este, o primeiro estudo neste campo. 
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OBJETIVOS 

  

Objetivos Gerais 

 

1. Avaliar as alterações bioquímicas e morfológicas na fase proliferativa de 

cicatrização do tendão calcâneo de ratos, submetidos à tenotomia parcial e 

tratados com EA; 

2. Comparar os resultados entre os diferentes grupos analisados neste estudo. 

 

Objetivos Específicos  

 

Analisar nos diferentes grupos: 

 

1. As alterações no perfil eletroforético do colágeno e de PNCs;  

2. As concentrações de PNCs, GAGs e hidroxiprolina;  

3. A atividade enzimática da MMP-2; 

4. Os aspectos organizacionais, celulares e metacromáticos da MEC.  
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RESULTADOS 
 

 A partir dos resultados obtidos no presente trabalho foi elaborado um artigo 

científico: 

 

Artigo: O efeito da eletroacupuntura no processo de reparo de tendões parcialmente 

transeccionados 
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RESUMO 

 

A eletroacupuntura (EA) tem sido utilizada amplamente para o tratamento de uma 

variedade de doenças inflamatórias e para o alivio da dor. No entanto, não há relatos na 

literatura sobre o efeito da EA na composição e organização da matriz extracelular (MEC) 

de tendões em processo de cicatrização. Objetivo: Investigar através de análises 

bioquímicas e morfológicas, o efeito da EA durante o pico de síntese dos componentes da 

MEC, 15 dias após transecção parcial do tendão calcâneo de ratos. Materiais e Métodos: 

Ratos Wistar machos com 60 dias de idade foram divididos em 3 grupos: Não 

tenotomizados (G1), tenotomizados (G2) e tenotomizados e submetidos a EA (G3). 

Agulhas de acupuntura (AC) foram inseridas nos pontos E-36 e B-57 e uma corrente 

elétrica com onda farádica bipolar assimétrica na freqüência de 2 Hz e intensidade de 2-4 

Volts foi aplicada nas agulhas por 20 minutos, 3 vezes por semana em dias alternados, em 

um total de 6 sessões. Análises bioquímicas foram feitas através da SDS-PAGE, dosagem 

de proteínas não colagênicas (PNCs), glicosaminoglicanos (GAGs) e hidroxiprolina. 

Análise da metaloproteinase-2 (MMP-2) foi realizada por zimografia. Para análise 

morfológica em microscopia de luz comum, os cortes foram corados com hematoxilina-

eosina (HE) e azul de toluidina (AT). Para análise em microscopia de polarização os cortes 

foram corados com Ponceau SS e a birrefringência foi avaliada em termos de valor de 

média de cinza em pixels utilizando um analisador de imagem. Resultados: EA nos pontos 

utilizados não alterou a concentração de PNCs, GAGs ou a atividade enzimática da MMP-2 

nos tendões transeccionados. Já a concentração de hidroxiprolina foi significativamente 

aumentada nestes tendões quando tratados com EA. Na análise morfológica nos cortes 

corados com HE e AT, aparentemente não houve alterações na composição nem na 

organização da MEC. No entanto, na análise da birrefringência houve uma maior 

reorganização das fibras de colágeno no grupo tratado com EA. Conclusão: Nossos 

resultados indicam que a EA pode oferecer benefícios terapêuticos para o tratamento de 

lesões tendíneas através do aumento do conteúdo do colágeno e da reorganização molecular 

de suas fibras.  

Palavras-Chaves: Eletroacupuntura, colágeno, matriz extracelular e cicatrização tendínea. 
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INTRODUÇÃO  

 

 A acupuntura (AC) tem sido utilizada no oriente há milhares de anos para o 

tratamento de várias doenças e atualmente está ganhando reconhecimento como método de 

medicina alternativa no ocidente (KAPTCHUK, 2002; ZIJLSTRA et al., 2003). A AC pode 

ser definida como a inserção de agulhas na pele e tecidos subjacentes em locais específicos, 

conhecidos como pontos de AC, para fins terapêuticos ou de prevenção de doenças. As 

agulhas podem ser estimuladas manualmente ou com uma corrente elétrica de baixa tensão, 

a chamada eletroacupuntura (EA) (KAVOUSSI; ROSS, 2007). Vários estudos têm 

demonstrado uma ação antiinflamatória e imunomoduladora da AC/EA através da 

participação dos sistemas nervoso autônomo, neuroimume e neuroendócrino (GOLLUB et 

al., 1999; TIAN et al., 2003; ZHANG et al., 2004; KIM et al., 2006; LEE et al., 2006; 

KOVOUSSI, ROSS, 2007; KIM et al., 2007; YIM et al., 2007; CABIOGLU, CETIN, 2008; 

KIM et al., 2008; LAU et al., 2008; WANG et al., 2009), sendo esta técnica utilizada com 

freqüência para o tratamento de uma variedade de condições clínicas inflamatórias (XUE et 

al., 2002; ZIJLSTRA et al., 2003; DANIEL et al., 2004; CARNEIRO et al., 2005).  

Além da ação antiinflamatória e imunomoduladora, outros trabalhos têm sugerido 

que os efeitos terapêuticos da AC possam ocorrer através da mecanotransdução, onde o 

sinal mecânico gerado na matriz extracelular (MEC) pela manipulação da agulha, atinge o 

núcleo celular através do citoesqueleto, determinando a síntese de componentes da MEC 

(LANGEVIN et al., 2001; LANGEVIN et al., 2006; LANGEVIN et al., 2007).  

No entanto, não há evidência científica sobre o uso da EA no processo de 

cicatrização tendínea, sendo este, o primeiro estudo neste campo. As lesões dos tendões são 



35 
 

comuns e responsáveis por uma elevada proporção de encaminhamentos para 

reumatologistas e cirurgiões ortopédicos (BAMJI et al., 1990). Com o aumento das 

atividades atléticas recreativas e organizadas ao longo das últimas duas décadas, a 

incidência de lesões tendíneas tem aumentado dramaticamente (KANNUS, NATRI, 1997; 

JÄRVINEN et al., 2001; MAZZONE, MCCUE, 2002; JÄRVINEN et al., 2005). 

Os tendões são constituídos por tecido conjuntivo especializado, formado por um 

arranjo de fibras de colágeno organizadas ao longo do seu maior eixo, que transmite força 

tensil gerada pelos músculos para o osso (REDDY et al., 1999). Bainhas formadas por 

tecido conjuntivo frouxo envolvem as fibras (endotendão) e os feixes de fibras (epitendão) 

que compõem o tendão. O tendão como um todo é envolvido por uma terceira bainha 

conjuntiva (paratendão) (WANG, 2006). Essas bainhas são a continuação daquelas que 

envolvem os músculos correspondentes aos tendões (LATARJET, LIARD, 1996), sendo 

que a rede de colágeno do perimísio (membrana conjuntiva que envolve o músculo) forma 

a base da ligação mecânica entre tendão e fibras musculares através de placas juncionais 

perimisiais especializadas (PASSERIEUX et al., 2006; PASSERIEUX et al., 2007). A 

MEC dos tendões são constituídas por uma complexa rede de moléculas interagindo entre 

si, incluindo, juntamente com as fibras de colágeno, glicosaminoglicanos (GAGs), 

proteoglicanos (PGs), proteínas não colagênicas (PNCs) e água (SHARMA; MAFFULLI, 

2005). O componente celular é representado pelos tenoblastos e tenócitos os quais estão 

arranjados em fileiras paralelas entre as fibras de colágeno e contribuem para a homeostase 

da MEC (ABATE et al., 2009). 

Após a lesão do tendão, na chamada fase proliferativa, há um aumento da 

concentração dos componentes da MEC tais como GAGs, PGs, PNC e água, os quais são 
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depositados no sítio da lesão. Nesta fase, também ocorre o pico da síntese de colágeno do 

tipo III de forma a recompor o tecido lesado (REDDY et al., 1999; MIDWOOD et al., 

2004; SHARMA, MAFFULLI, 2006; WANG, 2006; ABATE et al., 2009) sendo que o 

colágeno atinge a concentração de 80% no 15º dia após a lesão em relação a um tendão que 

não sofreu lesão (REDDY et al., 1999). Durante esta fase da cicatrização, fatores de 

crescimento, óxido nítrico e enzimas proteolíticas como as metaloproteases (MMPs) estão 

atuantes (WANG, 2006). 

Para o tratamento dessas lesões, várias modalidades terapêuticas são utilizadas com 

resultados diversos, sendo que algumas destas terapias têm como objetivo principal restituir 

elementos da MEC perdidos na lesão. Algumas dessas modalidades são: antiinflamatórios 

não esteróides e esteróides, terapia com exercícios excêntricos, ultrasom, laserterapia de 

baixa potência e injeção de plasma rico em plaquetas (RILEY, 2008, ABATE  et al., 2009).  

Nós hipotetizamos que através da ação antiinflamatória e de mecanotransdução da EA 

relatada na literatura científica, possa haver uma otimização no processo de cicatrização 

tendíneo. Para isso escolhemos o ponto Zusanli (E-36) por seu efeito antiinflamatório, 

imunomodulador e analgésico (BAEK et al., 2005; KIM et al., 2006; YIM  et al., 2007; 

KIM et al., 2008) e o ponto Chengshan (B-57)  por estar situado próximo a junção 

miotendínea do músculo tríceps sural com o tendão calcâneo. Esta localização anatômica 

poderia transmitir o estímulo mecânico gerado pela manipulação da agulha, através das 

bainhas conjuntivas que envolvem o músculo citado e o tendão calcâneo, às proximidades 

do local da transecção tendínea, estimulando a síntese dos componentes da MEC pelos 

tenoblastos. Sendo assim, o objetivo desse estudo foi avaliar através de análises 
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bioquímicas e morfológicas, o efeito da EA durante o pico de síntese dos componentes da 

MEC, após 15 dias da transecção parcial do tendão calcanear de ratos. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Animais e Grupos Experimentais  

 

Ratos wistar machos com 60 dias de idade (N = 72) foram obtidos do Centro 

Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB) da Universidade Estadual de 

Campinas (UNICAMP). Os animais tiveram livre acesso a comida e água sendo separados 

em 3  grupos: Grupo 1 (G1), composto por ratos não tenotomizados; grupo 2 (G2) 

composto por ratos cujo tendão calcâneo direito foi parcialmente tenotomizado; grupo 3 

(G3), semelhante ao segundo e submetido à  EA. Todos os procedimentos experimentais 

foram aprovados pelo Comitê de Ética Institucional para uso animal.   

 

Cirurgia   

 

 Os animais foram submetidos à tenotomia parcial do tendão calcâneo direito. Cada 

animal foi previamente pesado e anestesiado com injeção intraperitoneal de ketamina e 

xilazina (10%) a uma dose de 70 e 12 mg/kg, respectivamente. A pele sobre o tendão 

calcâneo foi seccionada e o tendão foi liberado do tecido conjuntivo adjacente por essa 

incisão. O tendão foi cortado transversalmente a meia distância entre a junção miotendínea 

e a inserção no osso calcâneo. A região seccionada não foi suturada. Por último, a incisão 
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da pele foi fechada. Todos os procedimentos cirúrgicos foram realizados sob condições 

assépticas (CARRINHO et al., 2006).  

 

Eletroacupuntura nos Pontos E-36 (Zusanli) e B-57 (Chengshan) 

 

Previamente a todas as sessões de EA, os animais foram anestesiados com injeção 

intraperitonial de Ketamina (70 mg/Kg) e Xilazina (12 mg/Kg) para abolir a resistência dos 

animais durante o procedimento. Foram utilizadas agulhas esterilizadas, de aço inoxidável 

medindo 0,25 mm x 25 mm as quais foram inseridas unilateralmente, no lado da lesão 

(ZHANG et al., 2004; MI et al., 2008; WANG et al., 2009). A profundidade de inserção foi 

de 6 mm em ambos os pontos (MEDEIROS et al., 2003). O ponto B-57 foi localizado a 

meia distância, na linha traçada entre o ponto B-40 (situado no centro da fossa poplítea) e o 

ponto B-60 (situado entre o maléolo lateral e o tendão calcâneo) (YAMAMURA, 2001). O 

ponto E-36 foi localizado 5 mm lateral e abaixo do tubérculo anterior da tíbia (MEDEIROS 

et al., 2003). A localização dos pontos foi confirmada com um medidor de impedância da 

pele (Lautz, Rio Claro, SP, Brasil). Após a inserção das agulhas as mesmas foram 

estimuladas manualmente com movimentos de rotação horária e anti-horária com um total 

de 16 rotações para cada lado (LANGEVIN et al., 2007).  Em seguida, eletroestimulação 

foi realizada com um equipamento que fornece onda contínua farádica bipolar assimétrica 

(Accurate Pulse 585PRO Microprocessado - Lautz, Rio Claro, SP, Brasil). A freqüência de 

onda foi ajustada para 2 Hz (TIAN et al., 2003; BAEK et al., 2005; LEE et al., 2006; YIM 

et al., 2007). A intensidade da estimulação utilizada foi entre 2,0-4,0 volts de forma que 

houvesse moderada contração muscular, durante 20 minutos (MEDEIROS et al., 2003). 
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Após os procedimentos, os ratos foram colocados de volta em suas gaiolas para posterior 

aplicação em um total de 6 aplicações em dias alternados  (3 aplicações semanais) como 

realizado por (YIM  et al., 2007) com modificações. A primeira aplicação foi realizada no 

dia seguinte aos procedimentos cirúrgicos. No 15º dia após a cirurgia, os ratos foram 

sacrificados e os tendões retirados para as análises bioquímicas e morfológicas.  

 

Extração de componentes da matriz extracelular 

 

Em todos os experimentos foram analisadas as regiões de tensão dos tendões sendo 

estas sujeitas somente às forças de tensão. Nos grupos que sofreram a transecção (G2-G3), 

a análise foi feita considerando a região de tecido cicatricial (neoformado) da região de 

tensão. Após uma rápida lavagem com PBS (5 mM de tampão fosfato, 0.15 M NaCl e 50 

mM EDTA),  os tendões foram picados, pesados e seguiram para a extração em 50 volumes 

de cloreto de guanidina a 4 M, contendo 0,05 M EDTA, 1mM de PMSF em 0,05M de 

tampão Acetato com pH 5.8 (HEINEGARD; SOMMARIN, 1987). A extração foi durante 

24 horas, a 4º C em constante agitação. Em seguida o material foi centrifugado a 20.000 

r.p.m., por 60 minutos a 4º C. O sobrenadante foi utilizado para SDS-PAGE, dosagem de 

PNCs e dosagem de GAGs. 

 

Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) 

 

SDS-PAGE foi realizada de acordo com Zingales (1984), usando géis de gradiente 

(4–16%). O extrato (50 µL) dos tendões dos animais dos 3 grupos experimentais foi 
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precipitado com 100 µL de 50 mM de tampão acetato, pH 7.4 e 9 volumes de etanol 

absoluto por 24 horas a 4°C. As massas moleculares relativas foram estimadas por 

comparações com padrões protéicos de massa molecular já conhecida (WEBER; OSBORN, 

1969). Os géis foram corados com coomassie brilliant blue R-250 (Sigma). 

 

Quantificação de proteínas não-colagênicas  

 

As proteínas (PNCs) foram quantificadas pelo método de Bradford (1976), 

utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padrão. As leituras foram realizadas em 

espectrofotômetro Ultrospec 2100 Pro (Amersham Biosciences, England) a 595 nm. 

 

Quantificação de glicosaminoglicanos  

 

O conteúdo de GAGs sulfatados foi determinado pelo método dimetilmetileno azul 

segundo Farndale e colaboradores (1986), usando sulfato de condroitina como padrão. A 

leitura das amostras foi mensurada em espectrofotômetro Ultrospec 2100 Pro (Amersham 

Biosciences, England) a 540 nm. 

 

Quantificação de Hidroxiprolina 

 

Após lavagem em PBS, os fragmentos dos tendões foram imersos em acetona por 

48 horas, em clorofórmio-etanol (2:1) por mais 48 horas e em seguida foram secos em 

estufa a 37ºC por 1 hora. Esses fragmentos foram pesados e hidrolisados em HCl 6N (1mL 
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para cada 10 mg de tecido) por 16 horas a 110ºC. Em seguida, o hidrolisado foi 

neutralizado com NaOH 6N e tratado com uma solução de 1.41% de cloramina T  e  p-

dimethylaminobenzaldehyde a 15% (STEGEMAN; STALDER, 1967). A solução foi 

resfriada a temperatura ambiente e a leitura das amostras foi feita a 550 nm em 

espectrofotômetro Ultrospec 2100 (Pro Amersham Biosciences, England). 

 

Zimografia 

 

Os tendões foram picados e imersos em uma solução de 50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 

0.2 M NaCl, 10 mM CaCl2, 0.1% Triton e 1% de coquetel inibidor de protease (Sigma) 

para extração protéica (100 µL da solução de extração para cada 30 mg de tecido) a 4ºC 

durante 2h (SILVA et al., 2008). Em seguida, as amostras foram incubadas adicionando 1/3 

do volume da mesma solução de extração descrita previamente, de acordo com o peso de 

cada amostra, a 60ºC durante 5 minutos. Após quantificação das proteínas totais, as 

amostras foram aplicadas no gel a 1 µg de proteína por amostra. Em seguida foi realizada 

uma eletroforese em gel de poliacrilamida (10%) a 4ºC, contendo 0.1% de gelatina. Ao 

final desse procedimento, o gel foi lavado com 2.5% de Triton X-100 e incubado por 21 

horas em solução de 50 mM Tris-HCl (pH 7.4) 0.1 M NaCl e 0.03% azida sódica a 37°C. O 

gel foi corado com coomassie brilliant blue R-250 (Sigma) por 1 hora. Em seguida, o 

mesmo foi descorado com solução contendo 30% de metanol e 10% acido acético para 

visualização das bandas correspondentes a atividade gelatinolítica. A quantificação das 

bandas foi feita através da densitometria utilizando o programa Scion Image Software 

Alpha 4.0.3.2 (Scion Corporation, USA).  
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Processamento para análise estrutural em microscopia de luz 

 

Após a dissecção, os tendões calcaneares foram fixados em solução de formol 4% 

em tampão Millonig (0.13 M sodium phosphate, 0.1 M NaOH - pH 7.4) durante 24 horas a 

4ºC.  Em seguida os tendões foram lavados em água, desidratados em banhos de álcool, 

seguidos de diafanização com banhos de xilol e incluídos em parafina (Histosec). Foram 

realizados cortes longitudinais de 7 m. Para uma visualização geral do tecido alguns 

cortes foram corados com Hematoxilina-eosina (KIERNAN, 1981). Para observação de 

PGs, os cortes foram desparafinizados e corados com Azul de Toluidina (AT) (0.025%) in 

McIlvaine buffer (0.03M citric acid, 0.04 M sodium phosphate, dibasic - pH 4.0) (MELLO; 

VIDAL, 2003). As secções foram analisadas com microscópio de luz Olympus BX 60. Para 

observação dos feixes de colágeno no microscópio de polarização os cortes foram corados 

com Ponceau SS (0.025% em 2% de ácido acético por 3 minutos) e em seguida foram 

lavados em ácido acético a 2% e água [49]. A birrefringência foi analisada com um 

microscópio de polarização Olympus BX51-P BX2 e as imagens foram capturadas e 

analisadas usando o analisador de imagens Image-Pro Plus 5.1, Media Cybernetics Inc. 

(Silver Spring, MD, USA). Para a aquisição das imagens os cortes foram posicionados a 45º 

em relação aos polarizadores cruzados. A intensidade da birrefringência em termos de 

valores de média de cinza em pixels foi avaliada cobrindo uma área total de 41118 μm2 em 

G2 e 67470 μm2 em G3. Foi avaliada a freqüência do valor da média de cinza em pixels nas 

áreas analisadas. Quanto maior o valor em pixels, maior é a intensidade da birrefringência 

e, portanto, maior é a organização das fibras de colágeno [50].  
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Análise Estatística  

 

Todos os resultados foram expressos como média + desvio padrão (DP). O conteúdo 

de GAGs sulfatados, PNCs e hidroxiprolina foram analisados pela análise de variância 

(ANOVA) one-way seguida pelo teste de Tukey. Foi utilizado também o teste t não pareado 

quando necessário (MMP-2). O nível de significância adotado foi p<0.05. As análises forão 

realizadas no programa GraphPad Prism 3.0. 

 

RESULTADOS 

 

Análise Bioquímica  

 

 Os resultados da SDS-PAGE mostraram que a presença de colágeno, 

aparentemente, foi maior no G3 comparada ao G2. Porém não houve diferença aparente 

entre as PNCS (14 e 67 kDa) entre esses grupos (Figura 2).  
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Foi calculado a concentração de PNCs em miligrama por grama (mg/g) de tendão 

(Figura 3). Em G2 e G3 houve um aumento significativo da concentração de PNCs em 

relação ao G1, porém sem diferença estatística significativa entre os dois últimos grupos 

(figura 3). Um resultado semelhante foi encontrado na análise das dosagens dos GAGs 

(Figura 4).  

 

Figura 2. SDS-PAGE dos extratos de tendões dos grupos G2 e 

G3. Observar o aumento aparente de colágeno no G3 em 

relação ao G2 (setas). Não houve diferença aparente entre o G2 

e G3 em relação às PNCs. O padrão protéico de baixo peso 

molecular (LWM) está à esquerda e de colágeno (COL) à 

direita. 
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Análise morfológica 

 

 Nos cortes corados com HE dos tendões submetidos à transecção, a matriz 

colagênica se apresenta desorganizada. Juntamente com a MEC, também podemos observar 

grande número de células (G2 – fig. 7B e G3 – Fig. 7C) em relação ao grupo normal (G1 – 

fig. 7A) o qual se apresenta com a matriz organizada e com poucas células enfileiradas 

entre os feixes de colágeno. Nos cortes corados com AT houve um aumento da 

metacromasia no grupo lesado (G2 – fig. 7E) e no grupo tratado (G3 – Fig. 7F) em relação 

ao grupo normal (G1 – Fig. 7D), porém sem diferença aparente entre os dois primeiros 

grupos.  

No gráfico de birrefringência (figura 8) podemos observar que os valores da média 

de cinza em pixels se dividiram em 2 grupos: O primeiro com uma população de fibras de 

colágeno com valores variando entre 25-50 pixels tanto para o G2 (linha seccionada)  

quanto para o G3 (linha contínua) e o segundo com uma população de fibras com valores 

variando entre 55-70 pixels para o G3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 







51 
 

processo de cicatrização de tendões. As chamadas terapias complementares e alternativas 

têm sido utilizadas de maneira crescente ao longo dos últimos anos para o tratamento de 

inúmeras patologias (METCALFE et al., 2010), o que justifica seu estudo para a 

comprovação científica de seus resultados.  

Nossos resultados bioquímicos e morfológicos mostraram um aumento acentuado 

na síntese de PNC, GAGs, na atividade enzimática da MMP-2 e na celularidade no G2 e no 

G3 em relação ao G1. Já a concentração de colágeno diminuiu no grupo que sofreu a lesão 

(G2) em relação ao grupo não lesado (G1). Esses resultados estão de acordo com a 

literatura a qual demonstra estas alterações na fase de reparo do tendão (WOO et al., 1999; 

OSHIRO et al., 2003).   

Segundo estudo realizado por (KAROUSOU et al., 2008) há um aumento 

pronunciado da expressão gênica de colágeno tipo I em tendões lesados, sendo que estes 

resultados estão de acordo com análises bioquímicas de outros estudos, que mostraram 

mudanças na síntese de colágeno após lesão (ERIKSEN et al., 2002). Esse aumento de 

expressão e síntese de colágeno é uma tentativa do tecido de restaurar a composição 

tendínea normal (KAROUSOU et al., 2008). Nossos resultados mostraram que a EA 

aumentou significativamente a concentração de colágeno, o que sugere que essa técnica age 

aumentando a deposição de colágeno no sítio da lesão, otimizando o processo de 

restauração da composição tendínea após uma lesão.  

Comparando o G2 com o G3 na SDS-PAGE podemos observar uma quantidade 

maior de colágeno neste último grupo. Pela característica e disposição das bandas no gel 

podemos inferir que se trata de colágeno tipo I. Esse resultado está de acordo com o da 

análise da hidroxiprolina a qual é utilizada como um indicador da concentração de 
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colágeno. Como já mencionado, vários estudos têm evidenciado um efeito antiinflamatório 

e imunomodulador da EA (TIAN et al., 2003; ZHANG et al., 2004; KIM et al., 2006; LEE 

et al., 2006; KIM et al., 2007; YIM et al., 2007; KIM et al., 2008; WANG et al., 2009), 

sendo que isso provavelmente ocasionou uma diminuição do processo inflamatório no G3 

em relação ao G2, o que favoreceu a síntese e subseqüente deposição de colágeno no G3. 

Há relatos indicando que a diminuição da inflamação nos primeiros momentos da 

regeneração tendínea favorece a síntese precoce de colágeno acelerando o processo de 

reparo (CASALECHI et al., 2009). Vários trabalhos têm demonstrado que mediadores pró-

inflamatórios tais como a prostagladina E2 (PGE2) podem reduzir a proliferação de 

fibroblastos e a síntese de colágeno (VARGA et al., 1987; RIQUET et al, 2000; CILLI et 

al., 2004; THAMPATTY et al., 2006). Outros trabalhos mostram que catecolaminas como 

a norepinefrina podem modular tanto a fase inflamatória quanto a fase proliferativa da 

cicatrização de feridas (GOSAIN et al., 2006). Considerando que a EA pode reduzir os 

níveis de PGE2 (KIM et al., 2006; LEE et al., 2006; LAU et al., 2008), dentre outros 

mediadores pró-inflamatórios (WANG et al., 2009), e aumentar a liberação de 

norepinefrina dos terminais pós ganglionares simpáticos (KIM et al., 2007), acreditamos 

que esse mecanismo antiinflamatório e imunomodulador seja um dos responsáveis pela 

síntese aumentada de colágeno no grupo tenotomizado e tratado com EA.     

 O outro mecanismo responsável que pode ter contribuído para o aumento da síntese 

de colágeno é o da mecanotransdução. A ação mecânica da agulha durante sua manipulação 

nas proximidades do sítio de lesão (o ponto B-57 é situado na transição do tríceps sural 

com o tendão calcâneo) pode ter gerado um estímulo, que através do tensionamento das 

fibras de colágeno que formam as bainhas conjuntivas que envolvem o músculo e o tendão, 
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atinge as proximidades de sítio da lesão, ocasionando o aumento de síntese de colágeno 

pelos tenoblastos (LANGEVIN et al., 2001; LANGEVIN et al., 2006; LANGEVIN et al., 

2007). Tem sido relatada uma íntima interação entre estímulo mecânico e mudanças 

bioquímicas nos tendões e que essas mudanças químicas são convertidas em adaptações nas 

propriedades estruturais dos tendões (KJAER et al., 2009).   

Na análise da concentração das PNC e dos GAGs observamos diferença 

significativa nos grupos G2 e  G3 em relação ao G1, porém não houve diferença aparente 

entre os dois primeiros grupos. Estes resultados indicam que a EA, nos parâmetros 

utilizados neste estudo, não interfere na concentração destes componentes da MEC. Dentre 

as PNC a tenascina-C, a trombospodina e a fibronectina são alguns exemplos encontrados 

nos tendões participando do processo de reparo e regeneração (JOZSA et al., 1991; 

MACKIE, RANSEY, 1996). Os PGs desempenham funções diversas nos tecidos por causa 

da variabilidade da proteína central e dos diferentes tipos de GAGs (IOZZO; MURDOCH, 

1996). Decorin e fibromodulin são exemplos de pequenos PGs que participam da regulação 

da fibrilogênese do colágeno (HEDBOM; HEINEGARD, 1989), desempenhando uma 

importante função nas propriedades estruturais e funcionais dos tecidos (VOGEL; FISHER, 

1986).   

Dentre os componentes que participam do processo de cicatrização tendínea estão 

enzimas como as MMPs as quais estão envolvidas no remodelamento da MEC dos tendões 

(KAROUSOU et al., 2008). A MMP-2 (gelatinase) digere a gelatina a qual é uma forma 

desnaturada de colágeno (SNOEK-VAN BEURDEN; VON DEN HOFF, 2005). É relatado 

na literatura que a concentração de MMP-2 está elevada até o vigésimo oitavo dia após a 

lesão participando tanto da degradação quanto do remodelamento do colágeno (RILEY et 
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al., 2002). Em nosso estudo não observamos alteração na ativação e quantidade da MMP-2 

entre o G2 e o G3 estando esse resultado de acordo com os resultados morfológicos que 

não mostraram alteração no grau de degradação ou remodelamento tecidual.  

Na análise morfológica dos cortes corados com HE, nossos resultados mostraram, 

no G1, fibras colágenas dispostas paralelamente constituindo uma MEC altamente 

organizada, com poucos fibroblastos em formato alongado. Essa organização estrutural 

permite que o tendão transmita a força gerada pelo músculo ao osso, resultando na 

movimentação. No G2 e no G3 pode-se observar a presença de uma matriz colageênica 

desorganizada e hipercelularidade na região da injúria, sendo o fibroblasto o tipo celular 

predominante nesta fase de reparo tecidual (WOO et al., 1999), porém não houve diferença 

aparente entre esses grupos. Nossas observações não mostraram diferença aparente na 

metacromasia entre o G2 e o G3 nos tendões corados com AT estando esse resultado de 

acordo com a quantificação de GAGs. Este corante catiônico, com uma estrutura molecular 

planar em pH 4 (VIDAL, 1980), liga-se preferencialmente aos grupos fosfato dos ácidos 

nucleicos e aos radicais sulfato e carboxila das cadeias de GAGs na MEC. Estas cadeias são 

organizadas longitudinalmente ao longo do eixo principal das fibrilas de colágeno (VIDAL, 

VILARTA, 1988; MELLO, VIDAL, 2003), de modo a otimizar as interações eletrostáticas 

entre as cargas negativas dos GAGs e as positivas do colágeno (MELLO; VIDAL, 1973).   

A análise da birrefringência das fibras de colágeno dos tendões em G3 mostrou 

claramente a existência de 2 populações de fibras em termos de valores de média de cinza. 

Uma dessas populações em G3 mostrou um valor mais alto em relação ao G2, indicando 

que a EA aumentou a organização de um grupo de fibras de colágeno após lesão.  
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Alguns estudos relatam que substâncias antiinflamatórias podem modular o 

processo de cicatrização tendínea (GOSAIN et al., 2006). Nós acreditamos que o aumento 

da organização das fibras de colágeno se deva ao efeito antiinflamatório da EA como 

relatado na literatura (LEE et al., 2006) o qual potencialmente pode ter acelerado o início 

da fase de remodelamento sendo esta fase caracterizada pela reorganização das fibras de 

colágeno (WANG, 2006). A mecanotransdução através do ponto B-57 é outro provável 

mecanismo que pode ter contribuído para o aumento da organização das fibras de colágeno. 

A manipulação da agulha de acupuntura gera um enrolamento das fibras de colágeno com 

formação de tensão nessas fibras e reorganização do citoesqueleto de fibroblastos situados 

nas proximidades da região do estímulo (LANGEVIN et al., 2001). A reorganização do 

citoesqueleto em resposta a estímulos mecânicos pode induzir a contração celular com 

reorganização dos elementos da MEC (SUMPIO et al., 1988). Estando o ponto B-57 

localizado na transição miotendínea do músculo gastrocnêmio com o tendão calcâneo 

(YSAO, 2001), portanto, próximo a região de lesão no tendão, acreditamos que a 

manipulação da agulha com movimentos no sentido horário e anti horário ocasionou um 

enrolamento das fibras de colágeno do endomísio e perimísio do músculo gastrocnêmio em 

torno da agulha com formação subseqüente de tensão nessas fibras (LANGEVIN et al., 

2001). Considerando que endomísio e perimísio são continuações diretas do endotendão e 

peritendão (LATARJET; LIARD, 1996) potencialmente a tensão gerada nas fibras de 

colágeno pela manipulação da agulha foi transmitida a região de lesão do tendão 

estimulando os tenoblastos a atuarem na reorganização das fibras de colágeno (WANG, 

2006).  
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Em conclusão nossos resultados indicam, pela primeira vez, que o tratamento com 

EA nos pontos Zusanli (E-36) e Chengshan (B-57) tem efeito no aumento do conteúdo de 

colágeno e na organização molecular das fibras de colágeno em tendões calcaneares 

parcialmente lesados de ratos. Estes resultados podem embasar uma terapia alternativa para 

as lesões tendíneas. Todavia, mais estudos precisam ser desenvolvidos para analisar os 

efeitos de outros protocolos sobre a as características bioquímicas e morfológicas da MEC 

de tendões em processo de cicatrização.  
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CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O tratamento da EA nos pontos Zusanli (E-36) e Chengshan (B-57) com os 

parâmetros utilizados nesse estudo, não alterou o conteúdo de PNCs, GAGs, a atividade 

enzimática da MMP-2 e a organização dos feixes de colágeno durante a fase proliferativa 

do processo de reparo em tendões parcialmente lesados. No entanto, houve um aumento 

significativo da concentração de hidroxiprolina o que sugere que a EA estimula a produção 

de colágeno. A organização das fibras de colágeno no grupo tratado com EA também 

aumentou.  

Existem algumas limitações neste estudo: Primeira - As análises foram realizadas 

em apenas um intervalo de tempo após a lesão e não foi considerado se o efeito da EA se 

estendeu para a fase de remodelamento do processo de cicatrização. Segunda - Não foi 

mensurada a presença e a influência da mecanotransdução, ou seja, se através de estímulo 
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mecânico gerado pela agulha de acupuntura houve alteração nas características bioquímicas 

e morfológicas do tendão calcâneo após a lesão. Terceira - Não foi avaliado se houve o 

efeito antiinflamatório da EA e sua relação com o processo de reparo do tendão. Quarta - O 

aumento de colágeno no grupo submetido à EA não foi classificado como sendo do tipo I 

ou tipo III. A diferença entre esses tipos tem influência direta sobre as propriedades 

mecânicas do tendão. Quinta - As propriedades biomecânicas dos tendões em processo de 

cicatrização submetidos à EA precisam ser avaliadas em estudos futuros.  

Considerando o aumento da procura por parte da população pela acupuntura ou 

eletroacupuntura e a alta incidência de lesões em tecidos moles, sobretudo em tendões, 

estudos futuros são necessários para esclarecer os efeitos terapêuticos da EA e seus 

respectivos mecanismos de ação em tais lesões.    
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