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RESUMO

A eletroacupuntura (EA) tem sido utilizada amplamente para o tratamento de uma
variedade de doencas inflamatdrias e para o alivio da dor. No entanto, ndo h4 relatos na
literatura sobre o efeito da EA na composicdo e organizacdo da matriz extracelular (MEC)
de tenddes em processo de cicatrizacdo. Objetivo: Investigar através de andlises
bioquimicas e morfoldgicas, o efeito da EA durante o pico de sintese dos componentes da
MEQC, 15 dias ap6s transeccio parcial do tenddo calcineo de ratos. Materiais e Métodos:
Ratos Wistar machos com 60 dias de idade foram divididos em 3 grupos: Nao
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 farddica bipolar assimétrica na freqiiéncia 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 sessdes. Andlises bioquimicas foram feitas através da SDS-PAGE, dosagem
de proteinas ndao colagénicas (PNCs), glicosaminoglicanos (GAGs) e hidroxiprolina.
Andlise da metaloproteinase-2 (MMP-2) foi realizada por zimografia. Para andlise
morfolégica em microscopia de luz comum, os cortes foram corados com hematoxilina-
eosina (HE) e azul de toluidina (AT). Para andlise em microscopia de polariza¢do os cortes
foram corados com Ponceau SS e a birrefringéncia foi avaliada em termos de valor de
média de cinza em pixels utilizando um analisador de imagem. Resultados: EA nos pontos
utilizados nao alterou a concentra¢do de PNCs, GAGs ou a atividade enzimatica da MMP-2
nos tenddes transeccionados. J4 a concentragdo de hidroxiprolina foi significativamente
aumentada nestes tenddes quando tratados com EA. Na andlise morfoldgica nos cortes
corados com HE e AT, aparentemente ndo houve altera¢cdes na composicdo nem na
organizacdo da MEC. No entanto, na andlise da birrefringéncia houve uma maior
reorganizacdo das fibras de coldgeno no grupo tratado com EA. Conclusdo: Nossos
resultados indicam que a EA pode oferecer beneficios terap€uticos para o tratamento de
lesdes tendineas através do aumento do conteudo do coldgeno e da reorganizacao molecular

de suas fibras.



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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INTRODUCAO

1. A estrutura do tendao

Os tenddes sdo estruturas mecanicamente responsdveis por transmitir a for¢a gerada
nos musculos ao osso, permitindo desta forma a locomoc¢do e a estabilidade articular
(WANG, 2006). O tendao calcaneo (também chamado tenddo de Aquiles) é o maior e mais
forte do corpo humano, sendo formado pela por¢do tendinea dos misculos gastrocnémicos
e s6leo (JARVINEN et al., 2005). O tendao calcaneo, assim como outros tenddes, possui
niveis estruturais hierarquicos de complexidade crescente come¢cando com o tropocoldgeno,
uma cadeia polipeptidica em tripla hélice, a qual se une em fibrilas; fibras (feixes
primarios); fasciculos (feixes secunddrios); feixes tercidrios e o tenddo propriamente dito
(SHARMA; MAFFULLI, 2006). Moléculas de tropocoldgeno solivel formam pontes
cruzadas para criar moléculas de coldgeno insolivel as quais se agregam para formar
fibrilas de coldgeno. J4 a fibra de coldgeno, é a menor unidade do tendao que pode ser

testada mecanicamente e visivel na microscopia de luz (JOZSA et al., 1991).

1.1. As bainhas conjuntivas tendineas

O epitendao € uma fina bainha de tecido conjuntivo frouxo contendo o suprimento
vascular, linfatico e nervoso do tendao. Cobre todo o tendado e se estende para o seu interior
entre os feixes tercidrios, recebendo entdo o nome de endotendio, o qual € uma fina camada

reticular de tecido conjuntivo envolvendo cada fibra tendinea (KASTELIC et al., 1978).
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Além das duas bainhas citadas, os tenddes também sao envolvidos por uma terceira camada
de tecido conjuntivo chamada de paratenddao. O epitenddo e o paratenddo compdem o
chamado peritenddo, o qual reduz o atrito com o tecido adjacente (SCHATZKER;
BRANEMARK, 1969). O espaco entre essas duas camadas contém liquido rico em
mucopolissacarideos que fornece a lubrificacdo, evita a friccdo e protege o tendao

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

1.2. As insercoes tendineas

Tenddes, na sua grande maioria, conectam ossos € musculos em suas extremidades.
Existem também tenddes conectando um ventre muscular a outro como é o caso das
intersecoes tendineas do musculo reto abdominal (LATARJET; LIARD, 1996). A juncao
do tenddo com o osso ¢ chamada de entese e esta pode suportar forcas de tragdo,
compressao e cisalhamento, sendo estimado que as forcas de tensao neste sitio podem ser
quatro vezes maior do que no corpo do tendao (McGONAGLE et al., 2003). A jungao
miotendinea transfere a forca muscular para o tenddo, onde a rede de coldgeno do perimisio
(bainha conjuntiva que envolve o misculo) forma a base da ligacdo mecanica entre o
tenddo e a fibra muscular através de placas juncionais perimisiais especializadas
(PASSERIEUX et al,, 2006; PASSERIEUX et al, 2007). Nesta juncdo, as fibrilas
colagenas do tenddo estdo inseridas em recessos profundos formados pelos miofibroblastos,
o que permite que as forcas de tracdo geradas pelas proteinas contrateis das fibras

musculares sejam transmitidas as fibras de colageno do tendao (MICHNA, 1983;

TIDBALL, 1991). Essa estrutura também reduz a tensdo no tenddo durante a contracao
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muscular, porém, é o ponto mais fraco da unidade misculo-tendinea (JARVINEN et al.,

1991; GARRETT, 1990).

2. A composicao do tendao

Os tenddes sao constituidos de coldgeno, proteoglicanos, proteinas ndao colagénicas,

agua e células.

2.1. O Colageno

Os tenddes sdo ricos em coldgeno, com o componente mais abundante do tendao
sendo o coldgeno tipo I, o qual constitui cerca de 60% da massa seca do tenddo e cerca de
95% do colageno total (EVANS, BARBENEL, 1975; RILEY et al., 1994). Os restantes 5%
consistem em coldgenos do tipo III e V. Em tenddes normais, o coldgeno tipo III estd
localizado principalmente no endotenddo e epitendao, formando fibrilas pequenas e menos
organizadas (LAPIERE et al., 1977; DUANCE et al, 1977). O coldgeno tipo V ¢
intercalado dentro da estrutura das fibrilas do coldgeno tipo I e regula o crescimento da
fibrila (BIRK et al., 1990). Outros coldgenos incluindo os tipos II, VI, IX, X e XI, estdo
presentes em quantidades vestigiais nos tendoes (FUKUTA et al., 1998). Esses colagenos
sdo encontrados principalmente no local de inser¢do dssea de fibrocartilagem, onde eles
reforcam a conexdo através da reducdo da concentracdo de tensOes na interface tecidual
(WAGGETT et al., 1998). A unidade estrutural bdsica do colageno € o tropocoldgeno, que

€ uma proteina longa e fina produzida dentro da célula e secretada na matriz extracelular
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(MEC) como procolageno. O modelo de Trelstad e Birk (1986), demonstra que somente o
procoldgeno ndo clivado é transferido do compartimento intracelular para o extracelular,
onde a morfogénese do colidgeno € concluida. Os coldgenos na matriz estao ligados entre si
por ligacdes cruzadas que aumentam o mddulo de elasticidade (médulo de Young) do

tenddo e diminui a sua tensdo na ruptura (THOMPSON; CZERNUSZKA, 1995).

2.2. Os proteoglicanos

Os proteoglicanos (PGs) sdo formados por glicosaminoglicanos (GAGs) os quais
sdo polissacarideos sulfatados que possuem uma seqiiéncia de repeticdo dissacaridica
caracteristica. Com excecdo do 4cido hialurdnico, as cadeias de GAGs sao geralmente
ligadas covalentemente a um residuo de serina de uma proteina através de um
tetrassacarideo especifico sendo o complexo resultante chamado de PG (MAGNUS et al.,
1994). O contetddo de PGs varia de acordo com o sitio do tenddo e depende das condicdes
de carga mecéanica (regido de tensdo ou de compressdo) do tendio (BERESSON et al,,
1996). Por exemplo, em regides de compressdo do tenddo flexor digital profundo de
bovinos, o conteido de PGs € de 3,5% do peso seco do tenddo (VOGEL; KOOB, 1989).
Em contraste, na regido de tensdo deste mesmo tenddo, a quantidade de PGs representa
cerca de 0,2 a 0,5% do peso seco do tendao (KOOB; VOGEL, 1987).

Os PGs desempenham funcdes diversas nos tecidos por causa da variabilidade da
proteina central e dos diferentes tipos de GAGs (10ZZO; MURDOCH, 1996). Decorin e

fibromodulin s3o exemplos de pequenos PGs que participam da regulagdo da fibrilogénese
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do coldgeno (HEDBOM; HEINEGARD, 1989), desempenhando uma importante funcio

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

2.3. As proteinas nao colagénicas

Existem vdérias proteinas ndo colagénicas (PNCs) presentes na MEC do tendao
sendo a tenascina-C e a fibronectina algumas delas. A tenascina-C contribui para a
estabilidade mecéanica da MEC através da sua interacdo com as fibrilas de coldgeno
(ELEFTERIOU et al., 2001). A fibronectina esta localizada na superficie dos coldgenos, e
sua sintese aumenta para facilitar a cicatrizacdo de feridas. Além desses componentes, 0s
tenddes contém elastina, que compde cerca de 2% do peso seco do tenddo (JOZSA et al.,
1989). As fibras eldsticas, que compreendem a elastina e proteinas microfibrillares, podem
contribuir para a recuperacdo da configuracdo ondulada das fibras coldgenas apds o

alongamento (BUTLER et al., 1978).

2.4. As células

Embora células endoteliais, sinoviais e condrdcitos estejam presentes nos tendoes,
os fibroblastos (tenoblastos e tendcitos) sdo o tipo celular dominante, os quais se alinham
em fileiras entre os feixes de fibras coldgenas. Tenoblastos sdo células tendineas imaturas
em forma de fuso, contendo abundantes organelas citoplasmaticas, refletindo sua alta
atividade metabdlica. Essas células se tornam alongados com o passar do tempo e passam a

ser chamados de tendcitos. Juntos, tenoblastos e tendcitos correspondem de 90% a 95% dos
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elementos celulares do tenddao (ABATE et al.,, 2009). Os tenoblastos e tendcitos sao
responsdveis pela sintese de proteinas da MEC (por exemplo, coldgenos, fibronectina e
PGs), produzindo uma matriz de coldgeno organizada e remodelando-a durante a
cicatrizagdo do tenddo. Estas células comunicam-se através de jungdes do tipo gap com

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

3. Epidemiologia da lesao do tendao calcineo

No que diz respeito a incidéncia de lesdes tendineas em geral, houve um aumento
substancial durante as ultimas décadas. Estima-se que estas lesdes somem 30% a 50% de
todas as lesdes relacionadas aos esportes (JARVINEN et al., 2005). As lesdes dos tenddes
sdo comuns e responsdveis por uma elevada propor¢do de encaminhamentos para
reumatologistas e cirurgides ortopédicos (BAMIJI et al., 1990). Os tenddes mais
freqlientemente envolvidos sdo os do manguito rotador (tenddo do musculo supra-espinhal
em particular), do muisculo biceps braquial no ombro, dos musculos extensores e flexores
do punho no antebraco, o tenddo patelar no joelho, o tenddo calcdneo na perna e o tenddo
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
dltimas duas décadas, a incidéncia de lesdes do tenddao calcineo tem aumentado
dramaticamente sendo que estas lesdes tém sido divididas em lesdes por uso excessivo
(lesdo cronica) e rupturas espontaneas (JARVINEN et al., 2005; JARVINEN et al., 2001;

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

esporte e ao exercicio excessivo (JARVINEN et al., 2005).

4. Etiologia das lesoes no tendao calcaneo

Geralmente, as lesdes do tenddo calcaneo surgem de duas diferentes origens:
Primeira - alguns sintomas sdo causados exclusivamente pela lesdo ou degeneracdo do
tenddo calcaneo (sem qualquer doenga sistémica predisponente) as quais sao induzidas pelo
uso excessivo; segunda - por vezes, uma doenca sistémica, como a artrite reumatdide, se
manifesta com sintomas no tenddo calcAneo (JARVINEN et al., 2005). Apenas em torno de
2% de todas as lesdes e complicagdes no tendao calcaneo € o resultado de uma doenca
sistémica. A maioria dos problemas tendineos na populacao pode ser atribuida ao esporte e
ao exercicio excessivo (JARVINEN et al., 2005; KANNUS, JOZSA, 1991).

Como citado, o uso excessivo € a principal causa de tendinopatia levando a
microrupturas e inflamacdo. A MEC do tendao normal é mantida por um processo continuo
de remodelamento, no entanto, o uso excessivo altera esse processo iniciando a
tendinopatia. Outros fatores, chamados de fatores intrinsecos e extrinsecos podem atuar de
forma isolada ou em combina¢do no desenvolvimento da tendinopatia (KANNUS; NATRI,
1997). Alguns dos fatores intrinsecos relacionados a tendinopatia do tenddo calcaneo no
esporte sdo: fatores gerais (sexo, idade, sobrepeso, bidtipo, grupo sanguineo, doencas
predispondes e suprimento sanguineo) e fatores anatdmicos nos membros inferiores (mau
alinhamento, discrepancia no comprimento dos membros inferiores, fraqueza ou

desequilibrio muscular, diminui¢do da flexibilidade e frouxidao articular). Dentre alguns
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fatores extrinsecos podemos citar: drogas (uso de corticosterdides, antibidticos, esterdides
anabolizantes) fatores que levam a sobrecarga sobre os membros inferiores (calgados, tipo
de movimento e superficie de treinamento), erros de treinamento (alta intensidade, fadiga e
erro na execucdo da técnica) e condigdes ambientais (temperatura, altitude e equipamento
inadequado) (JARVINEN et al., 2005). Em caso de trauma agudo, predominam os fatores
extrinsecos, enquanto que lesdes de uso excessivo geralmente sdo multifatoriais. Nos
disturbios cronicos do tenddo, uma interacdo entre estes dois tipos de fatores € comum
(KANNUS; NATRI, 1997). Sendo assim, pode-se dizer que a etiologia bdsica da
tendinopatia do tenddo calcaneo é multifatorial, uma vez que vérios fatores extrinsecos e
intrinsecos foram identificados predispondo a essas lesdes (KANNUS, NATRI, 1997;

JARVINEN et al., 2001).

5. O processo de cicatrizacao do tendao

A cicatrizagao do tenddo pode ser dividida em trés fases que se sobrepdem: a fase

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

5.1. A fase inflamatoria

A fase inflamatdria aguda dura entre 3 a 7 dias apds a lesdo, iniciando-se com
hematoma e ativacdo de plaquetas (ABATE et al., 2009). Na fase inflamatoria inicial, que
dura cerca de 24 horas, hemdicias, plaquetas e células inflamatdrias, particularmente

neutréfilos, entram no sitio da lesdo. Mondcitos e macréfagos migram para o local da ferida
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para fagocitar materiais necrosados. Nesse meio tempo, essas c€lulas liberam substancias
vasoativas e fatores quimiotdticos, que aumentam a permeabilidade vascular, iniciam a
angiogénese, estimulam a proliferacdo de tendcitos, recrutam mais células inflamatdrias e
fibroblastos para comecar a sintese de coldgeno e deposi¢do. Os tendcitos gradualmente
migram para a lesdo e iniciam a sintese de coldgeno tipo III (WANG, 2006; SHARMA,

MAFFULLLI, 2006).

5.2. A fase proliferativa

A fase de reparo ou proliferativa dura entre 5 a 21 dias. Ocorre um pico de sintese
de coldgeno tipo III nesta fase, o qual persiste durante algumas semanas. Nesta fase os
fibroblastos sintetizam coldgeno de maneira abundante, que gradualmente aumenta a forga
mecanica do tenddo de modo que cargas podem levar a deformacao eldstica, a qual permite
que a sinalizagdo mecanica comece a influenciar o processo. Nesta fase inicia-se também a
fibrilogénese. Inicialmente, hd uma montagem das moléculas de coligeno no meio
extracelular, em estreita proximidade com os fibroblastos, para formar fibrilas imaturas.
Entdo ocorre uma montagem das fibrilas de extremidade a extremidade (end fo end) para
formar fibrilas longas (crescimento linear). No proximo passo, as fibrilas associam-se
lateralmente para gerar fibrilas de grande didmetro (crescimento lateral). As fibrilas
associam-se em fibras, cujas coalescéncias finalmente formam fibras muito largas, as quais
sdo caracteristicas dos tenddes. A grande drea transversa compensa a fraqueza tecidual

(ABATE et al., 2009; SHARMA, MAFFULLI, 2006). Outros componentes da MEC, como
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PGs, sdo depositados no local da lesdo. Durante esta fase, o teor de d4gua e concentracio de

GAGs permanecem elevados (WANG, 2006).

5.3. A fase de remodelamento

Ap6s cerca de 6 semanas, comega a fase de remodelamento a qual pode durar acima
de uma ano. Esta fase € caracterizada pela diminuicdo da celularidade e diminuicdo da
sintese de coldgeno e de GAGs. Uma grande proporcdo de coldgeno tipo I € sintetizada
durante essa fase. Durante este periodo, o tecido reparado muda para tecido fibroso, que
novamente muda para tecido cicatricial apds 10 semanas. Durante a fase de remodelamento
tardia, ligagdes covalentes entre as fibras coldgenas aumentam, o que resulta em tecido
reparado com maior rigidez e forca tensil. Além disso, tanto o metabolismo dos tendcitos
quanto a vascularizacdo do tendao diminuem (WANG, 2006). A cicatrizagdo do tendao
pode ocorrer intrinsecamente, via proliferacao dos tendcitos do epitenddo e do endotendao,
ou extrinsecamente, pela invasdo de células da bainha sinovial. Cicatriza¢do intrinseca
resulta em melhora biomecédnica e menos complicagdes. Em particular, o mecanismo
normal de deslizamento dentro da bainha do tenddo € preservado. Na cicatrizacao
extrinseca, o tecido cicatricial resulta na formacdo de aderéncias que prejudicam o
deslizamento. Diferentes padroes de cicatrizacdo podem predominar em locais especificos.
Por exemplo, cicatrizagdo extrinseca tende a prevalecer nas lesdes do manguito rotador

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

Dentre os elementos que participam do processo de reparo tendineo, atuando ao
longo das fases de cicatrizacdo, estdo enzimas como as metaloproteases (MMPs) as quais
estao envolvidas no remodelamento da MEC dos tenddoes (KAROUSOU et al., 2008). A
MMP-2 (gelatinase) digere a gelatina a qual é uma forma desnaturada de coldgeno
(SNOEK-VAN BEURDEN; VON DEN HOFEF, 2005). E relatado na literatura que a
concentragdo de MMP-2 estd elevada até o vigésimo oitavo dia apds a lesdo participando
tanto da degradacdo quanto do remodelamento do coldgeno (OSHIRO et al., 2003; RILEY
et al., 2002). Outras MMPs também participam do processo de reparo tendineo, sendo que
a expressdo da MMP-9 e MMP-13 atingem o pico entre os dias 7 e 14, enquanto os niveis
das MMP-3 e MMP-14, da mesma forma que a MMP-2, aumentam apds a cirurgia e

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

6. Eletroacupuntura

A acupuntura (AC) pode ser definida como a inser¢do de agulhas na pele e tecidos
subjacentes em locais especificos, conhecidos como pontos de AC, para fins terapéuticos
ou de prevencdo. As agulhas podem ser estimuladas manualmente, com uma corrente
elétrica de baixa tensdo, a chamada eletroacupuntura (EA), ou aquecendo-as com um
incenso de Artemisia, de acordo com a tradi¢do, ou com uma lampada de aquecimento, de
acordo com a pratica moderna. Segundo a medicina tradicional chinesa, existem no corpo

humano 12 canais primérios, 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 sdo designados pela letra inicial do
meridiano o qual pertence seguido pelo nimero que denota sua localizacdo no meridiano.
Por exemplo, o ponto E-36 é o trigésimo sexto ponto do meridiano do estdmago
(YAMAMURA, 2001).

Recentemente, tem havido um interesse crescente na pesquisa sobre
AC na tentativa de reinterpretar seus conceitos tradicionais de acordo com o0s conceitos
cientificos ocidentais. Estudos tém sugerido que os efeitos terapéuticos da AC possam
ocorrer através da mecanotransdu¢do, onde o sinal mecanico gerado na MEC pela
manipulacido da agulha de AC atinge, através do citoesqueleto, o nicleo celular de células
tais como os fibroblastos, e outras células situadas dentro do tecido conjuntivo,
determinando a sintese 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 terapéuticos, no entanto esta ultima 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 cronica (AHSIN et al., 2009; LIU et al., 2010). Outros estudos t€ém demonstrado que
tanto a AC quanto a EA, além de uma ac¢do analgésica, possuem acdo antiinflamatéria e
imunomoduladora associadas, através da participacdo dos sistemas: nervoso autdonomo,
neuroimume e neuroenddcrino (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 € capaz de inibir mediadores pro
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inflamatdrios tais como a interleucina 1 e 6 (IL-1p e IL-6), o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), a ciclooxigenase 1 e 2 (COX1 e COX2), a isoforma indutiva da 6xido nitrico
sintase (iNOS) e a prostaglandina E2 (PGE2).

Devido a esses resultados relatados na literatura, a AC € atualmente uma
intervencdo amplamente aceita para o tratamento de uma variedade de condicdes, sendo
suas aplicacdes mais difundidas o tratamento de infeccdes, doencas inflamatdrias como a
AR, disfun¢do autondmica, doencas neuroldgicas como a enxaqueca, dor, doencas
cardiovasculares e pulmonares como a asma, abuso de drogas, transtornos psiquidtricos
como a depressdo e muitas outras doengas (ZIJLSTRA et al., 2003; ERNST, 2006; SUN et
al., 2010). No entanto, ndo hd evidéncia cientifica sobre o uso da EA no processo de

cicatrizagdo tendinea, sendo este, o primeiro estudo neste campo.
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OBJETIVOS

Objetivos Gerais

1. Avaliar as alteracdes bioquimicas e morfolégicas na fase proliferativa de
cicatrizacdo do tenddo calcineo de ratos, submetidos a tenotomia parcial e
tratados com EA;

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

Objetivos Especificos

Analisar nos diferentes grupos:

1. As alteragdes no perfil eletroforético do coldgeno e de PNCs;

2. As concentragdes de PNCs, GAGs e hidroxiprolina;

3. A atividade enzimatica da MMP-2;

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

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

cientifico:

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

transeccionados
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RESUMO

A eletroacupuntura (EA) tem sido utilizada amplamente para o tratamento de uma
variedade de doencas inflamatdrias e para o alivio da dor. No entanto, ndo hé relatos na
literatura sobre o efeito da EA na composi¢do e organizacdo da matriz extracelular (MEC)
de tenddes em processo de cicatrizacdo. Objetivo: Investigar através de andlises
bioquimicas e morfoldgicas, o efeito da EA durante o pico de sintese dos componentes da
MEQC, 15 dias ap6s transeccio parcial do tenddo calcineo de ratos. Materiais e Métodos:
Ratos Wistar machos com 60 dias de idade foram divididos em 3 grupos: Nao
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 farddica bipolar assimétrica na freqii€éncia 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 sessdes. Andlises bioquimicas foram feitas através da SDS-PAGE, dosagem
de proteinas ndao colagénicas (PNCs), glicosaminoglicanos (GAGs) e hidroxiprolina.
Andlise da metaloproteinase-2 (MMP-2) foi realizada por zimografia. Para andlise
morfolégica em microscopia de luz comum, os cortes foram corados com hematoxilina-
eosina (HE) e azul de toluidina (AT). Para andlise em microscopia de polarizag¢ao os cortes
foram corados com Ponceau SS e a birrefringéncia foi avaliada em termos de valor de
média de cinza em pixels utilizando um analisador de imagem. Resultados: EA nos pontos
utilizados ndo alterou a concentragdo de PNCs, GAGs ou a atividade enzimatica da MMP-2
nos tenddes transeccionados. J4 a concentracdo de hidroxiprolina foi significativamente
aumentada nestes tenddes quando tratados com EA. Na andlise morfologica nos cortes
corados com HE e AT, aparentemente ndo houve alteracdes na composi¢cdo nem na
organizacio da MEC. No entanto, na andlise da birrefringéncia houve uma maior
reorganizacdo das fibras de coldgeno no grupo tratado com EA. Conclusdo: Nossos
resultados indicam que a EA pode oferecer beneficios terapéuticos para o tratamento de
lesdes tendineas através do aumento do contetido do coldgeno e da reorganizacdo molecular
de suas fibras.

Palavras-Chaves: Eletroacupuntura, coldgeno, matriz extracelular e cicatrizagio tendinea.
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INTRODUCAO

A acupuntura (AC) tem sido utilizada no oriente hd milhares de anos para o
tratamento de vérias doencas e atualmente estd ganhando reconhecimento como método de
medicina alternativa no ocidente (KAPTCHUK, 2002; ZIJLSTRA et al., 2003). A AC pode
ser definida como a insercao de agulhas na pele e tecidos subjacentes em locais especificos,
conhecidos como pontos de AC, para fins terapéuticos ou de prevencdo de doengas. As
agulhas podem ser estimuladas manualmente ou com uma corrente elétrica de baixa tensao,
a chamada eletroacupuntura (EA) (KAVOUSSI; ROSS, 2007). Virios estudos tém
demonstrado uma a¢do antiinflamatéria e imunomoduladora da AC/EA através da
participacdo dos sistemas nervoso autonomo, neuroimume e neuroendécrino (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
freqiiéncia para o tratamento de uma variedade de condicdes clinicas inflamatérias (XUE et
al., 2002; ZIJLSTRA et al., 2003; DANIEL et al., 2004; CARNEIRO et al., 2005).

Além da ag@o antiinflamatéria e imunomoduladora, outros trabalhos tém sugerido
que os efeitos terapéuticos da AC possam ocorrer através da mecanotransducdo, onde o
sinal mecanico gerado na matriz extracelular (MEC) pela manipulacdo da agulha, atinge o
nucleo celular através do citoesqueleto, determinando a sintese de componentes da MEC
(LANGEVIN et al.,, 2001; LANGEVIN et al., 2006; LANGEVIN et al., 2007).

No entanto, ndo hd evidéncia cientifica sobre o uso da EA no processo de

cicatrizagdo tendinea, sendo este, o primeiro estudo neste campo. As lesdes dos tenddes sao
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comuns e responsdveis por uma elevada proporcio de encaminhamentos para
reumatologistas e cirurgides ortopédicos (BAMII et al,, 1990). Com o aumento das
atividades atléticas recreativas e organizadas ao longo das ultimas duas décadas, a
incidéncia de lesdes tendineas tem aumentado dramaticamente (KANNUS, NATRI, 1997;
JARVINEN et al., 2001; MAZZONE, MCCUE, 2002; JARVINEN et al., 2005).

Os tenddes sdo constituidos por tecido conjuntivo especializado, formado por um
arranjo de fibras de coldgeno organizadas ao longo do seu maior eixo, que transmite forca
tensil gerada pelos musculos para o osso (REDDY et al., 1999). Bainhas formadas por
tecido conjuntivo frouxo envolvem as fibras (endotenddo) e os feixes de fibras (epitendao)
que compdem o tenddo. O tenddo como um todo € envolvido por uma terceira bainha
conjuntiva (paratendao) (WANG, 2006). Essas bainhas sdo a continuacdo daquelas que
envolvem os musculos correspondentes aos tenddes (LATARJET, LIARD, 1996), sendo
que a rede de coldgeno do perimisio (membrana conjuntiva que envolve o misculo) forma
a base da ligacdo mecanica entre tendao e fibras musculares através de placas juncionais
perimisiais especializadas (PASSERIEUX et al.,, 2006; PASSERIEUX et al., 2007). A
MEC dos tenddes sdo constituidas por uma complexa rede de moléculas interagindo entre
si, incluindo, juntamente com as fibras de coldgeno, glicosaminoglicanos (GAGs),
proteoglicanos (PGs), proteinas nio colagénicas (PNCs) e dgua (SHARMA; MAFFULLI,
2005). O componente celular é representado pelos tenoblastos e tendcitos os quais estao
arranjados em fileiras paralelas entre as fibras de colageno e contribuem para a homeostase
da MEC (ABATE et al., 2009).

Ap6s a lesdo do tenddo, na chamada fase proliferativa, hd um aumento da

concentragdo dos componentes da MEC tais como GAGs, PGs, PNC e 4agua, os quais sao
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depositados no sitio da lesdo. Nesta fase, também ocorre o pico da sintese de coldgeno do
tipo III de forma a recompor o tecido lesado (REDDY et al., 1999; MIDWOOQD et al.,,
2004; SHARMA, MAFFULLI, 2006; WANG, 2006; ABATE et al., 2009) sendo que o
coldgeno atinge a concentracdo de 80% no 15° dia apds a lesdo em relacdo a um tendao que
ndo sofreu lesdo (REDDY et al, 1999). Durante esta fase da cicatrizacdo, fatores de
crescimento, 6xido nitrico e enzimas proteoliticas como as metaloproteases (MMPs) estdo
atuantes (WANG, 20006).

Para o tratamento dessas lesdes, varias modalidades terapéuticas sdo utilizadas com
resultados diversos, sendo que algumas destas terapias t€ém como objetivo principal restituir
elementos da MEC perdidos na lesdo. Algumas dessas modalidades sdo: antiinflamatdrios
ndo esterdides e esterdides, terapia com exercicios excéntricos, ultrasom, laserterapia de
baixa poténcia e injecdo de plasma rico em plaquetas (RILEY, 2008, ABATE et al., 2009).
Nés hipotetizamos que através da acdo antiinflamatéria e de mecanotransdu¢do da EA
relatada na literatura cientifica, possa haver uma otimizacdo no processo de cicatrizacao
tendineo. Para isso escolhemos o ponto Zusanli (E-36) por seu efeito antiinflamatorio,
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 préximo a jungdo
miotendinea do musculo triceps sural com o tendao calcineo. Esta localizacdo anatdmica
poderia transmitir o estimulo mecéanico gerado pela manipulacdo da agulha, através das
bainhas conjuntivas que envolvem o miusculo citado e o tendao calcaneo, as proximidades
do local da transec¢do tendinea, estimulando a sintese dos componentes da MEC pelos

tenoblastos. Sendo assim, o objetivo desse estudo foi avaliar através de andlises
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bioquimicas e morfolégicas, o efeito da EA durante o pico de sintese dos componentes da

MEC, apés 15 dias da transec¢do parcial do tenddo calcanear de ratos.

MATERIAIS E METODOS

Animais e Grupos Experimentais

Ratos wistar machos com 60 dias de idade (N = 72) foram obtidos do Centro
Multidisciplinar para Investigacio Bioldgica (CEMIB) da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP). Os animais tiveram livre acesso a comida e 4gua sendo separados
em 3 grupos: Grupo 1 (G1), composto por ratos ndo tenotomizados; grupo 2 (G2)
composto por ratos cujo tenddo calcaneo direito foi parcialmente tenotomizado; grupo 3
(G3), semelhante ao segundo e submetido a EA. Todos os procedimentos experimentais

foram aprovados pelo Comité de Etica Institucional para uso animal.

Cirurgia

Os animais foram submetidos a tenotomia parcial do tenddo calcaneo direito. Cada
animal foi previamente pesado e anestesiado com injecdo intraperitoneal de ketamina e
xilazina (10%) a uma dose de 70 e 12 mg/kg, respectivamente. A pele sobre o tenddao
calcaneo foi seccionada e o tenddo foi liberado do tecido conjuntivo adjacente por essa
incisdo. O tenddo foi cortado transversalmente a meia distancia entre a jungdo miotendinea

e a inser¢do no o0sso calcaneo. A regido seccionada ndo foi suturada. Por ultimo, a incisio
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da pele foi fechada. Todos os procedimentos cirurgicos foram realizados sob condi¢des

assépticas (CARRINHO et al., 2006).

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

Previamente a todas as sessdes de EA, os animais foram anestesiados com injecao
intraperitonial de Ketamina (70 mg/Kg) e Xilazina (12 mg/Kg) para abolir a resisténcia dos
animais durante o procedimento. Foram utilizadas agulhas esterilizadas, de aco inoxiddvel
medindo 0,25 mm x 25 mm as quais foram inseridas unilateralmente, no lado da lesdo
(ZHANG et al., 2004; MI et al., 2008; WANG et al., 2009). A profundidade de insercao foi
de 6 mm em ambos os pontos (MEDEIROS et al., 2003). O ponto B-57 foi localizado a
meia distancia, na linha tragada entre o ponto B-40 (situado no centro da fossa poplitea) e o
ponto B-60 (situado entre o maléolo lateral e o tendao calcaneo) (YAMAMURA, 2001). O
ponto E-36 foi localizado 5 mm lateral e abaixo do tubérculo anterior da tibia (MEDEIROS
et al., 2003). A localizagao dos pontos foi confirmada com um medidor de impedancia da
pele (Lautz, Rio Claro, SP, Brasil). Apds a insercdo das agulhas as mesmas foram
estimuladas manualmente com movimentos de rotacao hordria e anti-horaria com um total
de 16 rotacdes para cada lado (LANGEVIN et al., 2007). Em seguida, eletroestimulacao
foi realizada com um equipamento que fornece onda continua farddica bipolar assimétrica
(Accurate Pulse S85PRO Microprocessado - Lautz, Rio Claro, SP, Brasil). A freqiiéncia de
onda foi ajustada para 2 Hz (TTIAN et al., 2003; BAEK et al., 2005; LEE et al., 2006; YIM
et al., 2007). A intensidade da estimulagdo utilizada foi entre 2,0-4,0 volts de forma que

houvesse moderada contragdo muscular, durante 20 minutos (MEDEIROS et al., 2003).
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Ap6s os procedimentos, os ratos foram colocados de volta em suas gaiolas para posterior
aplicacdo em um total de 6 aplicagdes em dias alternados (3 aplicacOes semanais) como
realizado por (YIM et al., 2007) com modificacdes. A primeira aplicacdo foi realizada no
dia seguinte aos procedimentos cirdrgicos. No 15° dia apds a cirurgia, os ratos foram

sacrificados e os tenddes retirados para as andlises bioquimicas e morfoldgicas.

Extracao de componentes da matriz extracelular

Em todos os experimentos foram analisadas as regides de tensdo dos tenddes sendo
estas sujeitas somente as forcas de tensdo. Nos grupos que sofreram a transec¢io (G2-G3),
a andlise foi feita considerando a regido de tecido cicatricial (neoformado) da regido de
tensdo. Apds uma rapida lavagem com PBS (5 mM de tampao fosfato, 0.15 M NaCl e 50
mM EDTA), os tenddes foram picados, pesados e seguiram para a extracao em 50 volumes
de cloreto de guanidina a 4 M, contendo 0,05 M EDTA, 1mM de PMSF em 0,05M de
tampdo Acetato com pH 5.8 (HEINEGARD; SOMMARIN, 1987). A extracdo foi durante
24 horas, a 4° C em constante agitacdo. Em seguida o material foi centrifugado a 20.000
r.p.m., por 60 minutos a 4° 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 pL) dos tenddes dos animais dos 3 grupos experimentais foi
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precipitado com 100 pL de 50 mM de tampido acetato, pH 7.4 e 9 volumes de etanol
absoluto por 24 horas a 4°C. As massas moleculares relativas foram estimadas por
comparacdes com padrdes protéicos de massa molecular ja conhecida (WEBER; OSBORN,

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

Quantificaciao de proteinas nao-colagénicas

As proteinas (PNCs) foram quantificadas pelo método de Bradford (1976),
utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padrdo. As leituras foram realizadas em

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

Quantificaciao de glicosaminoglicanos

O contetido de GAGs sulfatados foi determinado pelo método dimetilmetileno azul
segundo Farndale e colaboradores (1986), usando sulfato de condroitina como padrdo. A
leitura das amostras foi mensurada em espectrofotdmetro Ultrospec 2100 Pro (Amersham

Biosciences, England) a 540 nm.

Quantificacao de Hidroxiprolina

Ap6s lavagem em PBS, os fragmentos dos tenddes foram imersos em acetona por

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

estufa a 37°C por 1 hora. Esses fragmentos foram pesados e hidrolisados em HCI 6N (1mL
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para cada 10 mg de tecido) por 16 horas a 110°C. Em seguida, o hidrolisado foi
neutralizado com NaOH 6N e tratado com uma solu¢do de 1.41% de cloramina T e p-
dimethylaminobenzaldehyde a 15% (STEGEMAN; STALDER, 1967). A solucdo foi
resfriada a temperatura ambiente e a leitura das amostras foi feita a 550 nm em

espectrofotometro Ultrospec 2100 (Pro Amersham Biosciences, England).

Zimografia

Os tendoes foram picados e imersos em uma solu¢do de 50 mM Tris-HCI (pH 7.4),
0.2 M NaCl, 10 mM CaCl,, 0.1% Triton e 1% de coquetel inibidor de protease (Sigma)
para extracdo protéica (100 uL da solucdo de extragdo para cada 30 mg de tecido) a 4°C
durante 2h (SILVA et al., 2008). Em seguida, as amostras foram incubadas adicionando 1/3
do volume da mesma solu¢do de extracdo descrita previamente, de acordo com o peso de
cada amostra, a 60°C durante 5 minutos. Apds quantificacdo das proteinas totais, as
amostras foram aplicadas no gel a 1 ug de proteina por amostra. Em seguida foi realizada
uma eletroforese em gel de poliacrilamida (10%) a 4°C, 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 solucdo de 50 mM Tris-HCl (pH 7.4) 0.1 M NaCl e 0.03% azida s6dica a 37°C. O
gel foi corado com coomassie brilliant blue R-250 (Sigma) por 1 hora. Em seguida, o
mesmo foi descorado com solucdo contendo 30% de metanol e 10% acido acético para
visualizagdo das bandas correspondentes a atividade gelatinolitica. A quantificacdo 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 analise estrutural em microscopia de luz

Ap6s a disseccdo, os tenddes calcaneares foram fixados em solucdo de formol 4%
em tampao Millonig (0.13 M sodium phosphate, 0.1 M NaOH - pH 7.4) durante 24 horas a
4°C. Em seguida os tenddes foram lavados em 4gua, desidratados em banhos de dlcool,
seguidos de diafanizacdo com banhos de xilol e incluidos em parafina (Histosec). Foram
realizados cortes longitudinais de 7 pum. Para uma visualizacdo geral do tecido alguns
cortes foram corados com Hematoxilina-eosina (KIERNAN, 1981). Para observacido de
PGs, os cortes foram desparafinizados e corados com Azul de Toluidina (AT) (0.025%) in
Mcllvaine buffer (0.03M citric acid, 0.04 M sodium phosphate, dibasic - pH 4.0) (MELLO;
VIDAL, 2003). As seccdes foram analisadas com microscépio de luz Olympus BX 60. Para
observacdo dos feixes de coldgeno no microscopio de polarizacao os cortes foram corados
com Ponceau SS (0.025% em 2% de 4cido acético por 3 minutos) e em seguida foram
lavados em 4cido acético a 2% e dgua [49]. A birrefringéncia foi analisada com um
microscopio de polarizacdo Olympus BXS51-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 aquisi¢do das imagens os cortes foram posicionados a 45°
em relacdo aos polarizadores cruzados. A intensidade da birrefringéncia em termos de
valores de média de cinza em pixels foi avaliada cobrindo uma érea total de 41118 pm’ em
G2 ¢ 67470 umz em G3. Foi avaliada a freqii€ncia do valor da média de cinza em pixels nas
areas analisadas. Quanto maior o valor em pixels, maior € a intensidade da birrefringéncia

e, portanto, maior € a organizagado das fibras de colageno [50].
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Analise Estatistica

Todos os resultados foram expressos como média + desvio padrao (DP). O contetdo
de GAGs sulfatados, PNCs e hidroxiprolina foram analisados pela andlise de variancia
(ANOVA) one-way seguida pelo teste de Tukey. Foi utilizado também o teste t nao pareado
quando necessario (MMP-2). O nivel de significancia adotado foi p<0.05. As andlises forao

realizadas no programa GraphPad Prism 3.0.

RESULTADOS

Anadlise Bioquimica

Os resultados da SDS-PAGE mostraram que a presenca de coldgeno,

aparentemente, foi maior no G3 comparada ao G2. Porém nao houve diferenca aparente

entre as PNCS (14 e 67 kDa) entre esses grupos (Figura 2).
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LMW G2 G3 CoL

Figura 2. SDS-PAGE dos extratos de tenddes dos grupos G2 e
G3. Observar o aumento aparente de coldgeno no G3 em
relacdo ao G2 (setas). Nao houve diferenca aparente entre o G2
e G3 em relacdo as PNCs. O padrdo protéico de baixo peso
molecular (LWM) estd a esquerda e de coldgeno (COL) a

direita.

Foi calculado a concentragdo de PNCs em miligrama por grama (mg/g) de tendao
(Figura 3). Em G2 e G3 houve um aumento significativo da concentragdo de PNCs em
relacdo ao G1, porém sem diferencga estatistica significativa entre os dois dltimos grupos
(figura 3). Um resultado semelhante foi encontrado na andlise das dosagens dos GAGs

(Figura 4).
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Figura 3. Concentragdo de PNCs (mg/g de tecido) dos extratos de tenddes dos grupos G1, G2 e G3. Nao
houve diferenca significativa (p > 0,05) entre o G2 e G3, porém quando comparados ao Gl, ambos
apresentaram um aumento significativo da concentracdo de PNCs. Valores mostrados como média e desvio

padrao (n=6). *: p<0,001, comparado com GI.
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Figura 4. Concentragio de GAGs (mg/g de tecido) dos tenddes do G1, G2 e G3. Ndo houve diferenca
significativa (p > 0,05) entre o G2 e G3, porém quando comparados ao G1, ambos apresentaram um aumento

significativo da concentragdo de GAGs. Valores mostrados como média e desvio padrdo (n=6). *: p<0,001,

comparado com G1
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J4 com relacdo a dosagem de hidroxiprolina podemos observar um aumento
significativo em G3 em relacdo ao G2. Também ndo houve diferenca significante entre o

G1 e o G3 (Figura 5).
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Figura 5. Concentra¢do de hidroxiprolina (mg/g de tecido seco) nos tenddes dos grupos G1, G2 e G3.
Observe a diferenga significativa quando comparamos o G2 ao G1 e ao G3. O G3 nao diferiu de GI (p >

0,05). Valores mostrados como média e desvio padrao (n=6). *: p<0,001, comparado com G1 e ao G3.

Os resultados da zimografia mostraram que nao houve diferenga entre o G2 e o G3
nas 3 isoformas da MMP-2, porém estes grupos exibiram uma quantidade maior das 3

isoformas em relacdo a G1 (Figura 6 A e B).
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Figura 6. Atividade da MMP-2 obtida na zimografia (A) e medida com densitometria (B). Nao houve
diferenca significativa entre 0 G2 e o G3 (p > 0.05) nas trés isoformas. Valores mostrados como média e

desvio padrao (n=6).
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Analise morfolégica

Nos cortes corados com HE dos tenddes submetidos a transec¢do, a matriz
colagénica se apresenta desorganizada. Juntamente com a MEC, também podemos observar
grande nimero de células (G2 — fig. 7B e G3 — Fig. 7C) em relagdo ao grupo normal (G1 —
fig. 7A) o qual se apresenta com a matriz organizada e com poucas células enfileiradas
entre os feixes de coldgeno. Nos cortes corados com AT houve um aumento da
metacromasia no grupo lesado (G2 — fig. 7E) e no grupo tratado (G3 — Fig. 7F) em relagao
ao grupo normal (G1 — Fig. 7D), porém sem diferenca aparente entre os dois primeiros
grupos.

No gréfico de birrefringéncia (figura 8) podemos observar que os valores da média
de cinza em pixels se dividiram em 2 grupos: O primeiro com uma populagdo de fibras de
coldgeno com valores variando entre 25-50 pixels tanto para o G2 (linha seccionada)
quanto para o G3 (linha continua) e o segundo com uma populacdo de fibras com valores

variando entre 55-70 pixels para o G3.



49

Figura 7. Cortes longitudinais de tenddo corados com HE (A-C) e AT (D-F). A- Regifo de tensdo do G1
com a matriz colagénica organizada e poucos tendcitos organizados em fileiras entre elas. B e C - Notar a
grande celularidade e a matriz desorganizada nos tenddes dos grupos G2 e G3. Nao houve diferenca
aparente entre esses grupos. D- A regido de tensdo do Gl exibe a MEC fracamente corada e poucos
tendcitos enfileirados entre ela. O contrdrio ocorre nos grupos G2 e G3, onde a MEC aparece mais
metacromatica e com grande quantidade de células. Nao houve diferenga aparente na metacromasia entre o

G2 (E) e 0 G3 (F). Barra: 80 um.
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Figura 8: Gréfico da freqiiéncia dos valores da média de cinza obtido das fibras de coldgeno
dos tenddes apds o eixo longo dos mesmos ter sido posicionado a 45° em relagdo aos
polarizadores cruzados. Observe que tanto em G2 (linha seccionada) quanto em G3 (linha
continua) hda uma populacdo de fibras com valor variando entre 25-50 pixels e uma

populacdo de fibras com valores variando entre 55-70 pixels para o G3.

DISCUSSAO

Vérias modalidades terapéuticas, agindo nos mecanismos de proliferacdo celular e
sintese de componentes da MEC, estdo sendo utilizadas atualmente no tratamento de lesdes
tendineas (RILEY, 2008; ABATE et al., 2009). Considerando as pesquisas no campo da

EA, a literatura cientifica ndo registra nenhum estudo sobre o efeito dessa técnica sobre o
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processo de cicatrizacdo de tenddes. As chamadas terapias complementares e alternativas
tém sido utilizadas de maneira crescente ao longo dos udltimos anos para o tratamento de
inimeras patologias (METCALFE et al.,, 2010), o que justifica seu estudo para a
comprovagdo cientifica de seus resultados.

Nossos resultados bioquimicos e morfolégicos mostraram um aumento acentuado
na sintese de PNC, GAGs, na atividade enzimatica da MMP-2 e na celularidade no G2 e no
G3 em relacdo ao G1. Ja a concentracdo de coldgeno diminuiu no grupo que sofreu a lesao
(G2) em relagdo ao grupo ndo lesado (G1). Esses resultados estdo de acordo com a
literatura a qual demonstra estas alteracdes na fase de reparo do tendao (WOO et al., 1999;
OSHIRO et al., 2003).

Segundo estudo realizado por (KAROUSOU et al., 2008) hia um aumento
pronunciado da expressao gé€nica de coldgeno tipo I em tenddes lesados, sendo que estes
resultados estdo de acordo com andlises bioquimicas de outros estudos, que mostraram
mudancgas na sintese de coldgeno apds lesdo (ERIKSEN et al., 2002). Esse aumento de
expressdo e sintese de coldgeno € uma tentativa do tecido de restaurar a composi¢cdo
tendinea normal (KAROUSOU et al.,, 2008). Nossos resultados mostraram que a EA
aumentou significativamente a concentragdo de coldgeno, o que sugere que essa técnica age
aumentando a deposicdo de coldgeno no sitio da lesdo, otimizando o processo de
restauracdo da composicado tendinea apds uma lesao.

Comparando o G2 com o G3 na SDS-PAGE podemos observar uma quantidade
maior de coldgeno neste ultimo grupo. Pela caracteristica e disposicdo das bandas no gel
podemos inferir que se trata de coldgeno tipo I. Esse resultado estd de acordo com o da

andlise da hidroxiprolina a qual é utilizada como um indicador da concentracdo de
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coldgeno. Como ja mencionado, vérios estudos tém evidenciado um efeito antiinflamatério
e imunomodulador da EA (TTAN 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 diminui¢do do processo inflamatério no G3
em relacdo ao G2, o que favoreceu a sintese e subseqiiente deposicao de coldgeno no G3.
H4 relatos indicando que a diminuicdo da inflamacdo nos primeiros momentos da
regeneracdo tendinea favorece a sintese precoce de coldgeno acelerando o processo de
reparo (CASALECHI et al., 2009). Varios trabalhos tém demonstrado que mediadores pré-
inflamatérios tais como a prostagladina E2 (PGE2) podem reduzir a proliferacdo de
fibroblastos e a sintese de coldgeno (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 inflamatéria quanto a fase proliferativa da
cicatrizagdo de feridas (GOSAIN et al., 2006). Considerando que a EA pode reduzir os
niveis de PGE2 (KIM et al., 2006; LEE et al., 2006; LAU et al., 2008), dentre outros
mediadores pré-inflamatérios (WANG et al, 2009), e aumentar a liberagdo de
norepinefrina dos terminais pds ganglionares simpdticos (KIM et al., 2007), acreditamos
que esse mecanismo antiinflamatério e imunomodulador seja um dos responsdveis pela
sintese aumentada de coldgeno no grupo tenotomizado e tratado com EA.

O outro mecanismo responsavel que pode ter contribuido para o aumento da sintese
de coldgeno € o da mecanotransducdo. A a¢do mecanica da agulha durante sua manipulacao
nas proximidades do sitio de lesdo (o ponto B-57 € situado na transi¢do do triceps sural
com o tenddo calcdneo) pode ter gerado um estimulo, que através do tensionamento das

fibras de coldgeno que formam as bainhas conjuntivas que envolvem o musculo e o tendao,
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atinge as proximidades de sitio da lesdo, ocasionando o aumento de sintese de coldgeno
pelos tenoblastos (LANGEVIN et al., 2001; LANGEVIN et al., 2006; LANGEVIN et al.,
2007). Tem sido relatada uma intima interacdo entre estimulo mecanico e mudancas
bioquimicas nos tenddes e que essas mudangas quimicas sao convertidas em adaptacdes nas
propriedades estruturais dos tenddes (KJAER et al., 2009).

Na andlise da concentracio das PNC e dos GAGs observamos diferenca
significativa nos grupos G2 e G3 em relacdo ao G1, porém ndo houve diferenca aparente
entre os dois primeiros grupos. Estes resultados indicam que a EA, nos parametros
utilizados neste estudo, ndo interfere na concentragao destes componentes da MEC. Dentre
as PNC a tenascina-C, a trombospodina e a fibronectina sao alguns exemplos encontrados
nos tenddes participando do processo de reparo e regeneracdo (JOZSA et al, 1991;
MACKIE, RANSEY, 1996). Os PGs desempenham fun¢des diversas nos tecidos por causa
da variabilidade da proteina central e dos diferentes tipos de GAGs (I0ZZO; MURDOCH,
1996). Decorin e fibromodulin sdo exemplos de pequenos PGs que participam da regulagdo
da fibrilogénese do coldgeno (HEDBOM; HEINEGARD, 1989), desempenhando uma
importante funcao nas propriedades estruturais e funcionais dos tecidos (VOGEL; FISHER,
1986).

Dentre os componentes que participam do processo de cicatrizacdo tendinea estio
enzimas como as MMPs as quais estdo envolvidas no remodelamento da MEC dos tenddes
(KAROUSOU et al., 2008). A MMP-2 (gelatinase) digere a gelatina a qual é uma forma
desnaturada de colageno (SNOEK-VAN BEURDEN; VON DEN HOFF, 2005). E relatado
na literatura que a concentragcdo de MMP-2 esta elevada até o vigésimo oitavo dia apos a

lesdo participando tanto da degradacdo quanto do remodelamento do coldgeno (RILEY et
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al., 2002). Em nosso estudo niao observamos alteracao na ativacao e quantidade da MMP-2
entre 0 G2 e o G3 estando esse resultado de acordo com os resultados morfoldgicos que
ndo mostraram alteracdo no grau de degradacdo ou remodelamento tecidual.

Na andlise morfolégica dos cortes corados com HE, nossos resultados mostraram,
no Gl1, fibras coldgenas dispostas paralelamente constituindo uma MEC altamente
organizada, com poucos fibroblastos em formato alongado. Essa organizacdo estrutural
permite que o tenddo transmita a forca gerada pelo musculo ao osso, resultando na
movimentacdo. No G2 e no G3 pode-se observar a presenga de uma matriz colageé€nica
desorganizada e hipercelularidade na regido da injuria, sendo o fibroblasto o tipo celular
predominante nesta fase de reparo tecidual (WOO et al., 1999), porém ndo houve diferenca
aparente entre esses grupos. Nossas observacdes ndo mostraram diferenga aparente na
metacromasia entre o0 G2 e o G3 nos tenddes corados com AT estando esse resultado de
acordo com a quantificagcdo de GAGs. Este corante catidnico, com uma estrutura molecular
planar em pH 4 (VIDAL, 1980), liga-se preferencialmente aos grupos fosfato dos acidos
nucleicos e aos radicais sulfato e carboxila das cadeias de GAGs na MEC. Estas cadeias sdao
organizadas longitudinalmente ao longo do eixo principal das fibrilas de coldgeno (VIDAL,
VILARTA, 1988; MELLO, VIDAL, 2003), de modo a otimizar as interagdes eletrostaticas
entre as cargas negativas dos GAGs e as positivas do coldgeno (MELLO; VIDAL, 1973).

A andlise da birrefringéncia das fibras de coldgeno dos tenddes em G3 mostrou
claramente a existéncia de 2 populagdes de fibras em termos de valores de média de cinza.
Uma dessas populacdes em G3 mostrou um valor mais alto em relacdo ao G2, indicando

que a EA aumentou a organizacdo de um grupo de fibras de coldgeno apoés lesdo.
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Alguns estudos relatam que substincias antiinflamatérias podem modular o
processo de cicatrizacdo tendinea (GOSAIN et al., 2006). N6s acreditamos que 0 aumento
da organizacdo das fibras de coldgeno se deva ao efeito antiinflamatério da EA como
relatado na literatura (LEE et al., 2006) o qual potencialmente pode ter acelerado o inicio
da fase de remodelamento sendo esta fase caracterizada pela reorganizacdo das fibras de
colageno (WANG, 2006). A mecanotransdu¢do através do ponto B-57 € outro provavel
mecanismo que pode ter contribuido para o aumento da organizacao das fibras de coldgeno.
A manipulacdo da agulha de acupuntura gera um enrolamento das fibras de coldgeno com
formacdo de tensdo nessas fibras e reorganizacdo do citoesqueleto de fibroblastos situados
nas proximidades da regido do estimulo (LANGEVIN et al., 2001). A reorganizacdo do
citoesqueleto em resposta a estimulos mecanicos pode induzir a contracdo celular com
reorganizacdo dos elementos da MEC (SUMPIO et al., 1988). Estando o ponto B-57
localizado na transi¢do miotendinea do musculo gastrocnémio com o tenddo calcaneo
(YSAO, 2001), portanto, proximo a regido de lesdao no tenddo, acreditamos que a
manipulacdo da agulha com movimentos no sentido hordrio e anti hordrio ocasionou um
enrolamento das fibras de coldgeno do endomisio e perimisio do misculo gastrocnémio em
torno da agulha com formacgdo subseqiiente de tensdo nessas fibras (LANGEVIN et al,,
2001). Considerando que endomisio e perimisio sdo continuacdes diretas do endotenddo e
peritenddao (LATARJET; LIARD, 1996) potencialmente a tensdo gerada nas fibras de
colageno pela manipulacdo da agulha foi transmitida a regido de lesdo do tendao
estimulando os tenoblastos a atuarem na reorganizagdo das fibras de colageno (WANG,

2006).
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Em conclusdo 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 contetido de
coldgeno e na organizacdo molecular das fibras de coldgeno em tenddes calcaneares
parcialmente lesados de ratos. Estes resultados podem embasar uma terapia alternativa para
as lesdes tendineas. Todavia, mais estudos precisam ser desenvolvidos para analisar os
efeitos de outros protocolos sobre a as caracteristicas bioquimicas e morfolégicas da MEC

de tenddes em processo de cicatrizagao.
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CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

O tratamento da EA nos pontos Zusanli (E-36) e Chengshan (B-57) com os
parametros utilizados nesse estudo, ndo alterou o conteido de PNCs, GAGs, a atividade
enzimdtica da MMP-2 e a organizag@o dos feixes de coldgeno durante a fase proliferativa
do processo de reparo em tenddes parcialmente lesados. No entanto, houve um aumento
significativo da concentracdo de hidroxiprolina o que sugere que a EA estimula a produgao
de coldgeno. A organizacdo das fibras de coldgeno no grupo tratado com EA também
aumentou.

Existem algumas limitacOes neste estudo: Primeira - As andlises foram realizadas
em apenas um intervalo de tempo apds a lesdo e nio foi considerado se o efeito da EA se
estendeu para a fase de remodelamento do processo de cicatrizagdo. Segunda - Nao foi

mensurada a presenca e a influéncia da mecanotransdugdo, ou seja, se através de estimulo
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mecanico gerado pela agulha de acupuntura houve alteracio nas caracteristicas bioquimicas
e morfoldgicas do tenddo calcaneo apds a lesdo. Terceira - Nao foi avaliado se houve o
efeito antiinflamatério da EA e sua relacdo com o processo de reparo do tenddo. Quarta - O
aumento de coldgeno no grupo submetido a EA néo foi classificado como sendo do tipo I
ou tipo III. A diferenca entre esses tipos tem influéncia direta sobre as propriedades
mecanicas do tenddo. Quinta - As propriedades biomecanicas dos tenddes em processo de
cicatrizacdo submetidos a EA precisam ser avaliadas em estudos futuros.

Considerando o aumento da procura por parte da populacdo pela acupuntura ou
eletroacupuntura e a alta incidéncia de lesdes em tecidos moles, sobretudo em tenddes,
estudos futuros sdo necessdrios para esclarecer os efeitos terapéuticos da EA e seus

respectivos mecanismos de acdo em tais lesdes.
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