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RESUMO

Tendinopatia € uma lesdo que afeta os tenddes e é caracterizada por dor
cronica, inflamacéo e até ruptura parcial ou total do tecido acometido. Dentre os
tendbes comumente afetados tem-se o tenddo calcaneo. No processo de reparo
deste tecido inumeras substancias atuam modulando o processo de cicatrizacdo, a
exemplo do lactato e a glicemia. No que se refere as intervencdes terapéuticas tém-
se discutido o efeito do exercicio fisico no processo de reparo, e, sabe-se que a
pratica do mesmo implica na modulacdo dos niveis dessas substancias. Nesse
contexto o objetivo desse trabalho é avaliar o efeito do exercicico fisico em
parametros bioquimicos e histoldégicos de ratos submetidos a tenotomia do tendao
calcaneo. Neste trabalho foram utilizados 12 ratos adultos da linhagem Wistar
dividos em trés grupos: Exercicio, Lesdo e Lesdo+exercicio. Os animais foram
submetidos a tenotomia do tenddo calcneo e ao protocolo de exercicio fisico (EF)
(nado forgado por 30min). Foram mensurados os niveis de lactato e glicemia antes
da lesdo e em 7 e 14 dias ap0s a lesdo. As analises histologicas foram realizadas
em 14 dias apds as lesfes através da colorogcdo Hematoxilina e Heosina (HE) e da
autofluorescéncia do colageno. Foi utilizado o indice Funcional de Aquiles (IFA) para
analise funcional antes da lesdo e em 7 e 14 dias apés a lesdo. Para analise
estatistica utilizamos o teste ANOVA-1via seguido do pos-teste Tukey, considerando
significatico p<0,05 com dados expressos em média + desvio padrao.Os resultados
obtidos demonstraram uma menor perda funcional do grupo lesdo+exercicio em
relacdo ao grupo lesdo quando comparado ao grupo exercicio. A analise funcional
mostrou uma estrutura tecidual semelhante entre o grupo lesdo+exercicio e o grupo
lesdo, caracteristico do processo de cicatrizagdo, diferindo do grupo exercicio. As
analise da autofluorescéncia do colageno revelou que o grupo lesdo apresentou
menor densidade de coldgeno quando comparado aos demais grupos
experimentais. Os valores de lactato e glicemia ndo tiveram variagcdes expressivas
entre os grupos e dias de analise. Desta forma concluimos que o exercicio fisico
contribui para o processo de reparo do tenddo calcaneo apresentando uma menor
perda funcional em 7 e 14 dias apos a leséo, e, a manutencdo da malha coldgena
analisada em 14 dias poés lesédo, apesar de apresentar areas de degeneracdo em
ambos os grupos que sofreram lesé@o. E por fim, o protocolo de exercicio realizado
nao demonstrou efeito de variacdo nos niveis de lactato e glicemia em 7 e 14 dias
apos a lesdo do tendéo calcaneo.

Palavras-Chave: Exercicio fisico. Tendinopatia. indice Funcional de Aquiles.
Lactato. Glicemia.



Abstract

Tendinopathy is an injury that affects the tents and is characterized by chronic pain,
the formation from partial or total of the affected tissue. Regular tendons affect the
calcaneus tendon. In the process of diagnosis of this tissue there are active
substances modulated in the healing process, an example of lactate and a glycemia.
Regarding the therapeutic techniques, it is necessary to discuss the physical effect
on the repair process, and, indeed, the practice of the same implement in the
modulation of glucose and lactate levels. In the context exercise is more sensitive to
physical exercise in biochemical and histological terms of gender submitted to
tenotomy of the calcaneus tendon. Twelve adult Wistar rats were divided into three
groups: Exercise, Injury and Injury + exercise. The animals were submitted to
tenotomy of the calcaneus tendon and to the physical exercise protocol (forced
swimming for 30min). The levels of lactate and glycemia before injury occurred 7 and
14 days after injury. A histological analysis was performed 14 days after the
automatic coloring of the light and the autofluorescence of the collagen. Functional
function was used for the functional analysis of the lesion at 7 and 14 days after
injury. The analysis was performed using the ANOVA-1 test followed by the Tukey
post-test, considering a significant p <0.05 with data expressed as mean * standard
deviation. The results showed a lower functional loss of the lesion + exercise group
compared to the group Injury when compared to Exercise group. Functional analysis
was performed in a structured way between the lesion + exercise group and the
lesion group, characteristic of the healing process, differing from the exercise group.
The analysis of autofluorescence colzing of which the group is less in the density
groups of experiment. Lactate and glycemia values were not expressed between
groups and days of analysis. In this way, we concluded the physical exercise to
repair the calcaneus tendon in less functional time 7 and 14 days after the injury, and
the maintenance of the collagen mesh in 14 days post-injury, despite presenting
areas of degeneration in both groups that suffered injury. And by physical exercise
protocol did not show effect of variation in the levels of lactate and glicemia in 7 and

14 days after the injury of the calcaneal tendon.

Keywords: Physical exercise. Tendinopathy. IFA. Lactate. Glycemia.
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1 INTRODUCAO

Tendinopatia é uma lesdo que afeta os tenddes, e € caracterizada por dor
cronica, inflamacgéo e até ruptura parcial ou total do tecido acometido, que por sua
vez afeta a biomecéanica e dificulta a eficiéncia da mobilidade no local (PUDDU,
1998; GABEL, 1999; COOCK et. al., 2002; MAFFULLI, 2008; RILEY, 2008; RAFAEL,
2011).

Dentre os tenddes comumente afetados tem-se o tenddo calcaneo,
considerado o maior e mais forte tenddo do corpo, responsavel pela extensao do pé
e desta forma, envolvido diretamente na marcha do individuo. Neste contexto, o
crescente numero de lesédo neste tendao tem sido atribuido em partes pelo aumento
de pessoas adeptas a pratica do exercicio fisico, atividades recreativas e,
principalmente, ligadas a competicdo de elite que corresponde a 50% dos casos
registrados (KADER, 2002; KUJALA, SARNA, KAPRIO, 2005; LIAN,
ENGEBRETSEN, BAHR, 2005; MAFFULLI, 2008; PAAVOLA et. al., 2009).

A causa da tendinopatia pode ocorrer por diversos fatores que sao
classificados entre intrinsecos e extrinsecos. Nos fatores intrinsecos apresenta-se
uma dificuldade de diagnéstico etioldgico, nesse caso, ainda esta sendo estudada
sob diversas hipoteses, a exemplo das condicGes de estresse oxidativo, presenca de
mediadores, desordens hereditarias, hipoxia e entre outros (O’BRIEN, 1997;
SHARMA, 2006; MAFFULLI, 2006; MOS et al, 2007, MAFFULLI, 2008; MAGRA,
2008).

Os fatores extrinsecos, sao considerados mais faceis de diagnosticar pois as
causas da doenca sao, geralmente associadas com a idade, uso excessivo do
tenddo e/ou obesidade. Alguns tipos de intervencdes do meio externo podem
favorecer o surgimento da lesdo, a exemplo da hiperextensdo do tecido além da sua
capacidade permitida, uma super pronacdo do tornozelo que sobrecarregue o
tenddo calcaneo e entre outros (MAFFULLI, 2006, SHARMA, 2006; REES, 2009;
FRANCESCHI, 2014).

Apbés a lesdo do tenddo, iniciam trés fases subsequentes de reparo
(inflamatéria, proliferativa e remodelagem) que ocorrem por cerca de 1 semana cada
uma delas, e nestes periodos inUmeras substancias atuam modulando o processo
de reparo, entre elas, o lactato (SOUZA, 2015). Difundido na literatura mais

fortemente como um substrato energético e por conseguinte como marcador
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bioguimico de fadiga muscular, é descrito na literatura também por grande influéncia
como mediador no processo de reparo, regeneracdo e angiogénese em lesdes
(BOTTEON, 2012; MAFFULLI, 2017).

Em lesdes tissulares foi percebido que a alteracdo do processo circulatorio
decorrente de um tecido danificado resulta em uma resposta inflamatéria e hipdxia,
com isso, ocorre um aumento nos niveis de concentracdo de lactato que podem
estimular os fibroblastos a produzirem colageno (BOTTEON, 2012). Desta forma, o
estado de producao mais intensa do lactato pode continuar até que o processo de
cicatrizagdo esteja restaurado com 0s novos vasos maduros e bordas da leséo
fundidas (HUNT, 1978).

Considera-se também que o lactato tem papel importante na cicatrizacdo da
tendinopatia, pois ele é capaz de estimular os fatores de crescimento, a exemplo do
fator de transformacgédo do crescimento (TGF-B), que estimula a sintese do colageno,
os indices de deposi¢do de matriz e modifica também participa da cicatrizagcdo nos
tendBes (BORBA, 1999; KLEIN, 2001).

De acordo com pesquisas realizadas, identificou-se que além da utilizacdo do
lactato para o processo de regeneracdo, a glicose também é identificada como
participante deste processo. A glicose é um substrato pertencente ao grupo do
carboidrato simples que tem por funcéo fornecer energia para a maioria das células
do organismo e por meio deste processo, contribui para diversas fun¢gdes do corpo,
e, na lesdo do tenddo é reportado uma atividade metabdlica elevada quanto a
captacdo de glicose em tenddes calcaneo rompidos até um ano apds a correcao
cirrgica (UNESCO, 2013; KORNTNER, 2017).

Seu efeito na processo de recuperacdo da lesdo do tendao € divergente
guanto ao seu papel benéfico, pois ao mesmo tempo que tem um efeito favoravel
sobre a proliferagdo celular e deposicdo de matriz extracelular dentro do tecido
recém-formado, afetam significativamente na rigidez e espessura dos tenddes de
ratos em processo de cicatrizacdo, em nivel funcional e molecular (KORNTNER,
2017).

Dentre as intervengdes terapéuticas tém-se discutido na literatura o efeito do
exercicio fisico no processo de reparo das lesdes dos tenddes, e, sabe-se que a
pratica do mesmo implica em algumas alteracées nos parametros fisiologicos em
busca de manter a homeostasia organica, dentre os quais, € apontado o aumento
dos niveis de glicose e lactato (AFONSO, 2003).
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Nesse contexto o objetivo desse trabalho € avaliar o efeito do exercicico fisico
em parametros bioquimicos e histolégicos de ratos submetido a tenotomia do tendao

calcaneo.

2. MATERIAL E METODO

2.1 Animais

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizados n=12 ratos adultos da
linhagem Wistar (Rattus novergicus albinus) com massa corporal na faixa de 220 a
300g, provenientes do biotério central pertencente ao Instituto de Ciéncias
Bioldégicas da Universidade Federal do Para (ICB-UFPA). Os animais foram
mantidos em gaiolas de polipropileno, quatro ratos por gaiola a temperatura
ambiente de 31°C e obedecendo o fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro,
com racao e agua a vontade.

Como controle do experimento a massa corporal dos animais foram
mensuradas ao longo do experimento. O projeto desenvolvido obteve aprovagao

pelo comité de ética da instituicdo sob o parecer (CEUA n°® 2066070716).

2.2 Tenotomia Cirargica

Os animais foram anestesiados com ketamina 10% (80mg/kg) e cloridrato de
xilazina a 2% (12mg/kg) com aplicacgéo intraperitoneal. A pele sobre a regido dorsal
da tibia do membro posterior direito foi tricotomizada. Posteriormente a assepsia
local, realizou-se uma incisao longitudinal de cerca de 0,5 cm na pele acima da
insercao calcanea para ter acesso ao tendao do triceps sural.

Apoés a disseccéao foi realizada a sutura de Kessler (MURRELL et al, 1992),
ocorrida antes da ruptura devido ao diminuto tamanho do tenddo. Em seguida, o
mesmo foi seccionado totalmente por cisalhamento transversal. Posteriormente, o
tenddo e a pele foram suturados com fio de poliamida monofilamento ndo absorvivel

namero 4.0, e submetida novamente a assepsia local.
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Apoés a lesdo ndo houve nenhuma restricdo ou imobilizacdo do segmento,

apenas higienizacéao diaria com solucéo fisiolégica até a cicatrizacao da pele.

2.3 Delineamento Experimental

Essa pesquisa contou com 3 grupos experimentais; o primeiro grupo foi
submetido ao exercicio fisico (EF) (exercicio; n=4); o segundo grupo realizou-se a
ruptura no tenddo de calcaneo (lesdo; n=4); e o terceiro grupo também foi
submetido a ruptura no tendao e ao exercicio fisico (lesdo+exercicio; n=4).

Com isso, os dias 0, 3, 7, 10 e 14 foram destinados para realizar as coletas de
dados. Antes da tenotomia cirtrgica, houve a coleta da concentracdo de glicemia,
lactato e também foi realizado Indice Funcional de Aquiles. No 7° e 14° dia da
pesquisa foram novamente realizados esses mesmos processos de coletas de
dados, sendo este ultimo dia destinado também para o sacrificio dos animais para
coleta do material biologico. A mensuracdo da massa corporal (MC) dos animais

foram realizadas nos dias 0, 3, 7, 10 e 14 ( figura 1).

EF EF

_AL _AL

I g N\ - "N

L y i Y / / Y i Y i 1 / Y i Vi / / / ]
I 7 4 4 4 4 4 I 7 7 [4 4 7 7 I
0 ¥ 7 \} 14
IFA IFA IFA
MC MC MC
Lactato EF EF
Glicemia Lactato Lactato
Tenotomia Glicemia Glicemia

Coleta de dados

FIGURA 1: Delineamento experimental dos 14 dias. As afericdes realizadas no dia O considerou-se
como dados para o grupo controle. No dia 7 e 14 do delineamento novas analises foram coletadas
para comparacdes. E os dias 3 e 10 marcados em vermelho destinou-se também para afericdo da
massa corporal (MC) realizacdo do exercicio fisico (EF). Os demais dias com marcacfes na cor cinza
foram feitos os exercicios fisicos.

2.4 Protocolo de Exercicio Fisico

O protocolo de exercicio fisico consistiu no nado forcado modificado de

Kuphal, Fibuch and Taylor (2007). Inicialmente foi realizado um processo de
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adaptacdo ao meio aquatico dos grupos exercicio e lesdo+exercicio durante 6 dias

de forma progressiva como mostra o quadro 1.

QUADRO 1: Quadro representativo do periodo de adaptagdo ao meio aquético dos animais.

Dia Tempo de Exercicio
3
10°
15
20’ (10’ + 2’descanso + 10°)
25’ (12°30” + 2’descanso +12°30™)
30’ (15° + 2°descanso + 157)

OB WIN-

Ao final da realizagdo do processo de adaptacao foi dado um dia de descanso
para o animal e no dia subsequente dado inicio ao protocolo de 30 minutos de nado
com intervalo de 2 minutos na metade do tempo.

O nado foi realizado em um aparato cilindrico (53cm de profundidade e 98cm
de didmetro), contendo 170 litros de agua (mantidos a temperatura de 31 °C). Foi
adicionado 1 mL de xampu neutro (Johnson & Johnson®) para reduzir a tensao
superficial e evitar a flutuacdo. Ap6s o nado o0s animais foram secados

delicadamente com um pano.

2.5 Mensuracao de Glicemia e Lactato

Para a obtenc&o da concentracdo sanguinea, utilizamos o protocolo proposto
por Gage et al (2012). A coleta de sangue como uma forma para a verificagdo da
glicose e lactato foram feitas antes da lesdo e em 7 e 14 dias ap0Os a cirurgia por
meio de puncdo da veia caudal dos animais e imediatamente colocadas em tiras-
teste apropriadas de acordo com cada monitor usado para a quantificacdo da
glicemia (Accu- Chek® Active Roche) e lactato (Accutrend® Plus-Roche).

As concentra¢des foram mensuradas no periodo da tarde e no dia da coleta

0s animais nao realizavam o protocolo de nado forcado.
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2.6 Anadlise Histoldgica

2.6.1 Corte Histologico

Para a coleta dos tenddes os animais foram perfundidos com salina (400 ml)
+ EDTA a 0,1 % e paraformaldeido a 4% (300 ml), apds dissecados foram pés-
fixados com paraformaldeido a 4% por 24h.

Apés lavagem com tampao fosfato 0,1M, pH 7,4, esses tenddes foram
armazenados e mantidos em tampao fosfato a 4°C até o momento do corte
histolégico. Os tecidos foram crioprotegidos em solugdes crescente de sacarose
(10%, 20% e 30%) em temperatura ambiente e posteriomente mantidos na solucao
a 30% até o momento da criomicrotomia.

Para o corte os tenddes foram embebido em Tissue Tek® (Sakura Finetek,
Inc., Califérnia, USA) e posteriormente cortados a uma espessura de 20 ym com
orientacdo longitudinal em criostato (Leica, CM3050 S) ajustado para -24°C. Apos a
realizacdo dos cortes foram transferidos para laminas histolégicas sendo

armazenadas a uma temperatura de -20°C.

2.6.2 Coloracao Hematoxilina e Eosina

Para avaliacdo da organizacgéao tecidual utilizamos hematoxilina e eosina para
visualizagdo do nucleo e matriz respectivamente. Essas laminas foram inicialmente
imersas em agua destilada mantendo-as por 5 minutos, depois em hematoxilina de
Harris por 30 segundos, lavadas em agua destilada corrente novamente seguido de
imersdo em eosina por mais 30 segundos e por fim lavadas em agua destilada
corrente. Apds esses processos, as laminas foram imersas por 30 segundos em
alcool 70% e entdo montadas em Permount® (Fisher Scientific. New Jersey, USA).

Um microscopio de luz (Nikon, Eclipse E800 Yokohama, Japan) com camera
digital (Nikon, DXM 1200, Japan) acoplada foi usado para analise histol6gica e

captura de imagens, as quais foram armazenadas para posterior anélise qualitativa.

2.6.3 Autofluorescéncia do Colageno
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Para avaliar o processo de cicatrizacdo, trés cortes longitudinais foram
coletados e organizados em seccdes referentes as porgcdes ventral, proximal e distal
do tenddo para que posteriormente as andlises sejam feitas em microscépio de
fluorescéncia (Nikon, Eclipse E800 Yokohama, Japan).

Por meio das laminas € possivel identificar a organizacdo do colageno no
tecido e a propria organizacdo em paralelo das fibras colagenas pela
autofluorescéncia do colageno utilizando o filtro de barreira 420/530 para
fluorescéncia verde.

Para uma melhor diferenciagcéo as secc¢des foram coradas com eosina por 30
segundos. Desse modo, trés fotomicrografias de cada regido (proximal, medial e
distal) foram sistematicamente capturadas através de camera digital acoplada ao
microscoépio, utilizando objetiva de 20x e expressas convencionalmente em

micrometros.

2.7 Avaliac&o do indice Funcional de Aquiles

Para avaliacdo funcional da marcha do animal foi utilizado o indice Funcional
de Aquiles (IFA) proposto por Murrel et al (1992). As analise foram realizada em
momento anterior a lesdo e também em 7 e 14 dias pos lesao.

Os animais tiveram suas patas traseiras pintadas com tinta atoxica e em
seguida colocados em uma passarela com 10 cm de largura por 60 cm de
comprimento com um papel no fundo para que caminhassem em cima e, dessa
forma, as pegadas dos mesmos foram impressas no papel (Figura: 2). Em seguida
as impressfes das patas foram digitalizadas para posterior analise com auxilio do
programa Image J®.

As medidas foram tomadas a partir da segunda passada de marcha do animal

e o indice calculado de acordo com a equacéao:

IFA = 74 (PLF) + 161 (TSF) + 48 (ITF) - 5.

Conforme os elementos da equacdo, 0 maximo comprimento da pegada é
definido como o fator de comprimento da pegada (PLF) e obtido por PLF esquerda —
PLF direita / PLF direita. A distancia entre o primeiro e o quinto dedo é chamado de
fator de espalhamento dos dedos do pé (TSF), e obtido por TSF direita — TSF
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esquerda / TSF esquerda e a distancia entre o segundo e o quarto dedo é o fator
teste intermediario (ITF), calculado por ITF direita — ITF esquerda / ITF esquerda.
Esses fatores, previamente obtidos foram calculados e usados para a equacao do
IFA.

(B) ©)
Sadio Lesionado
’
») vt .
) L ]
. '. ' “Q
’ o
L T P *
' ET
"

FIGURA 2: Aparato e pegadas no IFA. Na esquerda (A): passarela para caminhada do animal. A
direita um demonstrativo da diferenca da pegada entre o animal sadio (B) e lesionado (C).

2.8 Anélise Estatistica

Foi usado para a avaliacao estatistica deste experimento o programa BioEstat
5.3, onde os dados foram analisados por meio do teste de variancia (ANOVA) de um
critério e, posteriormente, utilizado o pés teste Tukey para comparacdes multiplas.
Foram considerados valores significativos p<0,05. Os resultados foram expressos

em média + desvio padrao.
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3 RESULTADOS

3.1 Massa Corporal

Os experimentos contaram com a massa corporal de 220 g e a 300 g dos
grupos experimentais. No decorrer dos experimentos, é perceptivel que ndao houve
variacbes expressivas da massa corporal desses animais, ou seja, a intervencao
experimental ndo influenciou significativamente na faixa de massa corporal

(figura:3).
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FIGURA 3: Analise da massa corporal dos grupos experimentais avaliados no dia 0, 3, 7, 10 e 14.

3.2 Indice Funcional de Aquiles

Os resultados do indice funcional de Aquiles (IFA) permitem conferir os niveis
de recuperacdo funcional do tenddo lesionado (Figura: 4). O resultado da analise
feita antes da lesdo (dia 0) demonstram ndo haver diferenca estatistica entre os

grupos com valores proximos de zero no grupo lesdo (-7,33%9), exercicio
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(0,76+8,43) e lesao+exercicio (0,36x14), indicando a funcionalidade normal
esperada. Em 7 dias apos a lesédo é visto o decaimento da funcionalidade no grupo
lesdo (-82,49+18) e lesdo+exercicio (-44,63+13,09) quando comparado ao grupo
exercicio (-11,50+7,04), apresentando diferencga estatistica entre os grupos (p<0,01),
desta forma, é possivel identicar que o grupo que sofreu lesédo e praticou exercicio
teve um menor decaimento quando comparado ao grupo que ndo praticou o

exercicio fisico.

Em 14 dias apdés a tenotomia o grupo lesédo (-59,51+12,93) tendeu a uma
melhora porém ainda apresentou diferenca estatistica entre o grupo exercicio
(p<0,01) e o grupo lesdo+exercicio (p<0,05). O grupo lesdo+exercicio (-36,05
+11,89) também apresentou uma melhora, porém ainda apresentou diferenca
estatistica entre o grupo exercicio (-14,64+7,11).
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FIGURA 4: Avaliacéo do indice Funcional de Aquiles dos grupos experimentais. As andlises foram
feitas em 0, 7 e 14 dias po6s leséo. Os valores sao expressos em média + DP, n=6 (ANOVA-Tukey.
*p=<0.01 em relagao ao grupo controle. # p<0.01 em relagdo ao grupo exercicio. §p<0.05 em relacao
ao grupo exercicio).

3.3 Avaliacédo da Glicemia

Para a avaliacdo da glicemia, utilizou-se como base os valores bioquimicos
padrbes do estudo de Santos (2010). Os valores obtidos nos dias de andlise
demonstrou ndo haver variacdes expressivas da glicemia entre 0s grupos

experimentais mantidos na faixa de 85,5 - 105,5 mg/dl (tabela 1).
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GLICEMIA (mg/dl)

Dia 0 7

Exercicio 85,5 97
Lefs 105,50 98,25
Lesao+Exer 91,25 92,67

14
89,25

92

86,75

TABELA 1: Valores referentes as analises glicEmicas representados em (mg/dl) realizada nos dias 0,

7el4.

3.4 Avaliagéo do Lactato

Para avaliacdo das concentra¢cdes do lactato, utilizou-se como base o estudo

de Aguiar (2010). O resultado dos niveis de lactato antes da lesdo mostram um valor

maior (4,73 e 4,45mmol/L) em comparacdo ao grupo leséo (3,1 mmol/L) que né&o

realizou exercicio. Em 7 dias apds a lesdo vemos valores préximos entre 0Ss grupos

exercicio (2,33 mmol/L), lesdo (2,18 mmol/L) e lesdo+exercicio (2,13 mmol/L).

Da mesma forma, em 14 dias apos a lesdo identificamos niveis de lactato

proximos entre 0s grupo exercicio (2,93 mmol/L),

lesdo+exercicio (2,53 mmol/L) (tabela 2).

lesdo (2,8 mmol/L) e

LACTATO (mmolL)
Dia 0 7
Exercicio 473 2,33
Lesao £l =
4,45 2,13

Lesao + Exercicio

14
2,93

2,8

2,53

TABELA 2: Andlises de concentracdes dos niveis de lactato coletadas no dia 0, 7 e 14 apés leséo.

3.5 Analises Histolbégicas
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Com o intuito de identificar as alteracdes ocorridas nos tenddes dos grupos
experimentais em 14 dias pos lesdo, avaliamos sob microscopia de fluorescéncia os
cortes histologicos pela autofluorescéncia do colageno e em microscopia de luz por
marcacdo com HE (Figura: 5 e 6). Das amostras histologicas marcadas com HE,
podemos observar que o grupo exercicio apresenta o tecido com fibras de colageno
organizadas dispostas em sentido longitudinal e com poucas células de formato
fusiforme. No grupo lesédo j& indentificamos uma maior densidade de células com
formato arredondado, regibes de degeneracdo, areas de desorganizacdo da matriz
porém apresentando areas que estdo tendendo a organizacdo das fibras de
colageno. O grupo lesdo+exercicio apresentou caracteristicas semelhantes ao grupo
lesé@o, onde identifica-se pontos de degeneracéo tecidual, pontos de organizacdo na
matriz, e uma grande densidade de células quando comparado ao grupo exercicio

(figura 5).

Nas fotomicrografias da autofluorescéncia do colageno, observamos que o
grupo exercicio apresentou as fibras de colageno organizadas e densas de acordo
com a intensidade da fluorescéncia, demonstrando predominio de colageno no
tecido. No grupo lesdo, é perceptivel uma menor intensidade de fluorescéncia
inferindo uma menor quantidade de colageno, além de pontos de degeneracéo

representados pela coloracdo preta vistas na imagem.

O grupo lesédo+exercicio apresentou maior intensidade de fluorescéncia
semelhante ao grupo exercicio, porém com pontos de degeneracdo semelhantes ao

encontrado no grupo leséo (figura 6).

As imagens histolégicas estdo apresentadas consecutivamente em grupo

exercicio (EXE), leséo (LES) e lesdo+exercicio (LES + EXE).
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FIGURA 5: Estrutura do tenddo em 14 dias. Marcagdo em HE. Objetiva de 20X, barra de escala
100um.
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LES+EXE

FIGURA 6: Estrutura do colageno em 14 dias. Autofluorescéncia do colageno em verde. Objetiva de
10 X, barra da escala 50um.
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4 DISCUSSAO

A lesbes nos tenddes séo frequentes em pessoas que possuem uma rotina de
exercicio fisico intensa. Esse tipo de alteracdo no tenddo podem afetar a estrutura
deste tecido bem como a funcionalidade, comprometento as atividades de vida diaria
e/ou rotina intensa de treinamento de um atleta, representando uma perda na rotina
de atleta devido as questdes financeiras e a diminuicdo da funcionabilidade
mecanica, uma vez que, a pausa do treinamento pode afetar consideravelmente o
desempenho (KADER, 2002; KUJALA, SARNA, KAPRIO, 2005; LIAN,
ENGEBRETSEN, BAHR, 2005; MAFFULLI 2008; PAAVOLA et. al., 2009).

Com isso, buscou-se verificar se o exercicio fisico teria consideravel influéncia
positiva bioquimica, histolégica e funcional no processo de reparo de tendao de
Aquiles, para isso, avaliamos primeiramente a marcha dos animais por meio do
indice Funcional de Aquiles (IFA). O IFA é um teste bastante conhecido no meio
cientifico e utilizado devido a sua confiabilidade e eficiéncia quanto a tempo de
regeneracdo e em poder identificar as alteragbes ocorridas nas propriedades
biomecéanicas (MURREL, 1992; MORAES et al, 2013; SOUZA, 2015).

Em nosso trabalho, observamos que o exercicio teve um efeito positivo frente
a lesdo do tendado calcaneo, mostrando 7 dias apos a lesdo que seu efeito foi
benéfico ao apresentar uma menor perda funcional quando comparado ao grupo que
sofreu lesdo mas que nao praticou exercicio fisico. Este resultado, corrobora o que
se discute na literatura quanto a importancia da reabilitacdo precoce por meio do uso
do movimento, sendo descrito que, o uso de cargas fisiolégicas sdo importantes
para garantirem a homeostase do tenddo, sob a justificativa de que a estimulagao
mecanica contribui para o0 processo de cicatrizagdo como resultado da
mecanotransducdo, dada pela transmissao e conversdo de um estimulo mecéanico
em resposta bioldgica através de diversos mecanismos, resultando como exemplo
aumento da liberacdo de fatores de crescimento e aumento da sintese de colageno
(HEINEMEIER et al, 2007; OLIVEIRA et al, 2012; HUISMAN et al,
2014; MOUSAVIZADEH et al, 2014).
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A perda funcional decorrente da lesdo € descrita por estar relacionada a
alteracGes na morfologia deste tecido, caracterizado por uma matriz constituida por
65 a 80% de colageno, dos quais, 95% € de colageno tipo |, que apds a lesdo
apresenta uma perda significativa deste quantitativo, comprometendo sua
capacidade tensiva, uma vez que, € o colageno que garante a resisténcia necessaria
para suportar a carga mecanica que este tecido € submetido atribuida a sua funcéo
(RILEY, 2004). E, como ja citado que a submissao a cargas mecanicas no processo
de reparo estimulam a sintese de colageno, nesse estudo, nos resultados da
autofluorescéncia do colageno pode-se observar este efeito, onde a grupo
lesdo+exercicio apresentou maior densidade na malha coladgena semelhante ao
grupo que nado sofreu lesdo, em contrapartida o grupo lesdo demonstrou menor

densidade de colageno, caracteristico a lesao (BANK et al, 1999).

O tecido sadio apresenta fibras de coldgeno organizadas, dispostas no
sentido longitudinal do tecido com um numero pequeno de células com formato
fusiforme, porém, em quadro de lesdo € visto uma desorganizacdo da matriz e
aumento excessivo da quantidade de células que entdo passam a apresentar um
formato arredondado (SHARMA, MAFULLI, 2006).

Em nossos resultados podemos observar esta estrutura do tecido sadio no
grupo exercicio e as alteracdes nessas estruturas quando lesionado representados
nas fotomicrografias da marcacdo por HE nos grupos lesdo e lesdo+exercicio.
Nesse grupos € possivel identificar areas de desorganizacédo, porém em maior area
podemos identificar uma tendéncia a reorganizacao das fibras colagenas. Em ambos
0s grupos que sofreram lesdo vemos que 14 dias apés a lesdo apresentam pontos
de degeneracdo caracteristico desta fase de reparo, denominado de fase
proliferativa, fase esta atribuida a intensa proliferacdo celular responsaveis pela
sintese da nova matriz que se dara na fase subsequente de remodelagem. Com isto,
apontamos que o exercicio ndo influenciou nestes processos especificos (BRING,
2007).

No que se refere as concentracdes bioguimicas do lactato, foram
identificados niveis aumentados no primeiro dia de andlise (antes da lesédo) nos
grupo que foram submetidos ao protocolo de exercicio fisico quando comparado ao

grupo que nao foi submetido ao exercicio fisico, enquadrando nosso protocolo em
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exercicio de alta intensidade. Estes valores estdo de acordo com a literatura que
aponta o valor de 3mmol/L como valor maximo de lactato em estado estavel sem
acumulo continuo de lactato no sangue. Em contrapartida valores acima deste valor
representam um acumulo de lactato no sangue como visto neste trabalho nos
grupos exercicio e lesdo+exercicio (FERREIRA et al, 2007; AGUIAR et al, 2010).

Diante disto, esperava-se que estes valores aumentados de lactato pudessem
atuar no processo de reparo do tenddo, uma vez descrito, que esses niveis se
mantém aumentados por uma a duas horas apdos exercicio, entretanto, os valores
obtidos em 7 e 14 dias apos a lesdo mostraram-se abaixo do valor maximo referente
ao estado estavel (JUNIOR 2010). Neste contexto, Martins et al (2016) observou
efeito semelhante em estudo feito com camundongos descrevendo que com a
repeticdo do exercicio o lactato tende a diminuir, indicando aumento induzido pelo
exercicio no metabolismo oxidativo muscular (FERREIRA et al, 2007). Desta forma,
apesar da relacao direta do lactato com a sintese de colageno, neste estudo néo foi
possivel atribuir tal melhora identificada nas micrografias da autofluorescéncia ao
lactato.

No estudo, percebe-se que os valores glicémicos ndo foram alterados de
forma crénica com a prética do exercicio fisico, visto que, os valores permaneceram
na faixa de valores padrdo e nao significativamente como esperado. Nos exercicio
com intensidades altas a glicemia pode sofrer aumentos de sete a dez vezes em
relacdo aos valores em repouso, e, o0 consumo da glicose aumenta com a elevacao
da intensidade do exercicio (BARBOSA, NAVARRO, 2009).

Porém, os valores obtidos neste estudo da glicemia juntamente com o
indicativo de exercicio ndo intenso atribuido aos valores de lactato, corrobora a
literatura pela indicacdo de que um esfor¢o leve a moderado ndo provoca acumulo
de glicose livre, pois toda a glicose captada esta sendo consumida pelo exercicio
(BARBOSA, NAVARRO, 2009). Sendo assim, considera-se a impossibilidade de
afirmar que a glicemia modulou o processo de cicatrizacdo do tendao calcaneo

neste estudo.
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5 CONCLUSAO

Concluimos com este estudo que o protocolo de exercicio realizado néo
demonstrou efeito significativo estatisticamente de variacdo nos niveis de lactato e
glicemia em 7 e 14 dias apés a lesdo do tendao calcaneo, entretanto, contribui para
0 processo de reparo do tendao calcaneo apresentando uma menor perda funcional
em 7 e 14 dias apds a lesédo, e, a manutencao da malha colagena analisada em 14

dias pos leséao.
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