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1. ABSTRACT

Several studies indicate that acupuncture (AC) has both local mechanotransductor
and systemic anti-inflammatory (Al) effects. These effects could potentially accelerate the
healing process. Therefore, the aim of this study was to analyze the effect of different
protocols of AC on the biochemical, organizational and ultrastructural aspects of rat
tendons during the healing process. Male Wistar rats at 60 days of age were divided into the
following groups: not tenotomized or normal group (N), tenotomized group (T),
tenotomized and submitted to AC at ST-36 point (ST36), tenotomized and submitted to AC
at BL-57 point (BL57), tenotomized and submitted to manual AC at ST-36 and BL-57
points (SB) and tenotomized and submitted to electroacupuncture (EA) on the two points

mentioned. The animals were euthanized on 7th, 14" and 21®

days after injury. Thereafter,
the Achilles tendons were collected, processed and analyzed to quantify non-collagenic
proteins using the method of Bradford. For organizational analysis, it was quantified the
collagen fibers birefringence by polarizing microscopy. In the ultrastructural analysis were
measured the diameters of collagen fibrils and then histograms of distribution of these
diameters were built as well as mass-average diameter - MAD - of collagen fibrils was
calculated. The results showed that the associated use of ST-36 and BL-57 points increases
both the birefringence of collagen fibers at 14™ and 21" days and the MAD at the three
periods analyzed. The reorganization of collagen fibrils also increased at 21" day with the
application of the two points mentioned. However, the application of EA did not increase
the birefringence or the reorganization of fibrils as well as decreased the MAD of fibrils at
21™ after injury. Thus, we conclude that the use of manual AC at ST-36 and BL-57 points
is effective in restoring the structural and ultrastructural properties of the collagen of
tendons during the healing process. These results suggest strengthening the tendon structure
with consequent increased resistance to re-rupture and the potential use of AC in

rehabilitation protocols.

Keywords: Acupuncture, tendon healing, ultrastructure, birefringence.
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1.1. RESUMO

Virios estudos indicam que a acupuntura (AC) tem efeito anti-inflamatério (Al)
sist€tmico e mecanotransdutor local. Estes efeitos podem potencialmente acelerar o
processo de cicatrizac¢do. Portanto, o objetivo deste estudo foi analisar o efeito de diferentes
protocolos de AC nas caracteristicas bioquimicas, organizacionais e ultraestruturais de
tenddes de ratos durante o processo de cicatrizacdo. Ratos Wistar machos com 60 dias de

idade foram divididos nos seguintes grupos: grupo nao tenotomizado ou normal (N), grupo
tenotomizado (T), tenotomizado e submetido a AC no ponto E-36 (E36), tenotomizado e submetido a AC no
B-57 (B57), tenotomizado e submetido a AC manual no ponto E-36 e B-57 (EB) e tenotomizado e submetido
a eletroacupuntura (EA) nos dois pontos citados. Os animais foram submetidos a eutandsia nos dias 7, 14 e 21
apos a lesdo. Em seguida, os tenddes calcaneos foram coletados, processados e analisados para quantificagdo
de proteinas ndo colagénicas através do método de Bradford. Para a andlise organizacional, foi utilizada a
quantificacdo da birrefringéncia das fibras de coldgeno através da microscopia de polarizacdo. Na analise
ultraestrutural foram mensurados os diametros das fibrilas de coldgeno e em seguida foram construidos
histogramas de distribuicdo destes didmetros assim como foi calculado o didmetro da massa-média - MAD -
das fibrilas de coldgeno. Os resultados mostraram que o uso associado dos pontos E-36 e B-57 aumenta tanto
a birrefringéncia das fibras de coldgeno nos dias 14 e 21 ap6s a lesdo quanto o MAD nos trés periodos
analisados. A reorganizacdo das fibrilas de coldgeno também aumentou no dia 21 apds a lesdo com a
aplicacdo dos dois pontos citados. No entanto, a aplicacdo da EA ndo promoveu aumento da birrefringéncia
ou da reorganizacdo das fibrilas assim como diminuiu 0 MAD no dia 21 apés a lesdo. Desta forma,
concluimos que o uso da AC manual nos pontos E-36 e B-57 tem efeito no restabelecimento das propriedades
estruturais e ultraestruturais do coldgeno de tenddes durante o processo de cicatrizagdo. Estes resultados
sugerem o fortalecimento da estrutura tendinea com consequente aumento da resisténcia a re-ruptura e o

potencial uso da AC em protocolos de reabilitacao.

Palavras-chave: Acupuntura, tenddo, cicatrizacdo, ultraestrutura, birrefringéncia.
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2. INTRODUCAO

A acupuntura (AC) tem sido utilizada como parte do sistema de satide Chinés por
pelo menos 2500 anos (NIH consensus conference, 1997). Ela pode ser definida como a
insercdo de agulhas na pele e tecidos subjacentes em locais especificos, conhecidos como
pontos de AC, para fins terap€uticos ou de prevengao (Kavoussi e Ross, 2007). Atualmente,
varios pesquisadores tém se interessado pela AC com o intuito de transformar suas bases
filos6ficas em conhecimentos cientificos. Tem sido demonstrado em estudos recentes que a
AC no ponto Zusanli (E-36) exerce efeito anti-inflamatério (Al) pela inibicao da sintese de
varios mediadores inflamatdrios (Wang et al, 2009; Yim et al, 2007; Lee et al, 2006;
Ouyang et al, 2011; Tian et al, 2003). Outros estudos demonstram que a inser¢do e
manipulagdo de uma agulha de AC resultam em uma ligacdo mecénica da agulha com o
tecido conjuntivo. Apds esse acoplamento entre agulha e tecido, um sinal mecanico é
transmitido para os fibroblastos préoximos ao local do estimulo, através do tensionamento
das fibras de colageno durante a manipulagcdo da agulha, podendo determinar a sintese de
vdrias proteinas constitucionais da matriz extracelular (MEC) por esses fibroblastos
(Langevin et al, 2007; Langevin et al, 2006; Langevin et al, 2001). Essa habilidade das
células em transformar estimulos mecanicos em mudangas bioquimicas € conhecida como
mecanotransdugdo (Wang et al, 2012). Dentre as proteinas potencialmente sintetizadas
pelos fibroblastos estdo o coldgeno e as proteinas ndao colagénicas (PNCs), estas ultimas
com papel importante na manutenc¢io ou na cicatrizacao de tenddes (Langevin et al, 2001;
Yoon e Harper, 2005; Docheva et al, 2005). Em adic@o ao efeito mecanotransdutor da AC,
esta técnica também age na organizacdo ou alinhamento das fibras de coldgeno nas
proximidades do agulhamento (Langevin et al, 2001).

Considerando esses efeitos Al e mecanicos (mecanotransdutor e na organizacao das
fibras de coldgeno) nds hipotetizamos que a AC possa agir no processo de cicatrizacdo do
tendado calcaneo. Desta forma nds utilizamos a aplicagdo dos pontos E-36 e Chengshan (B-
57). O ponto B-57 esta situado na juncdo miotendinea do triceps sural com o tendao
calcaneo, sendo que este ponto foi utilizado com o intuito de elicitar o efeito mecanico da

AC na drea de les@o tendinea. Portanto, o objetivo deste estudo foi analisar o efeito da



aplicagcdo isolada ou associada dos pontos E-36 e B-57 nas caracteristicas bioquimicas,

organizacionais e ultraestruturais de tenddes durante o processo de cicatrizacao.

2.1.Acupuntura

2.1.1. Visao filoséfica da acupuntura na medicina Tradicional Chinesa (MTC)

Na China, a AC tem sido utilizada para o tratamento de vdrias doengas por pelo
menos 2500 anos. Ela é uma antiga arte de cura que sobreviveu e evoluiu na China e
atualmente estd prosperando nos Estados Unidos e na Europa, tanto como terapia primadria
quanto terapia adjuvante para uma variedade de doencas crdnicas (Zijstra, et al, 2003). De
acordo com a teoria da medicina oriental, a AC € definida como a insercdo de agulhas na
pele e tecidos subjacentes em locais especificos, conhecidos como pontos de AC, para fins
curativos ou de prevencdo. As agulhas podem ser estimuladas manualmente, com uma
corrente elétrica de baixa tensdo, a chamada eletroacupuntura (EA) ou podem ser aquecidas
com incenso de artemisia (pratica tradicional) ou com uma lampada de calor (prética
moderna). De acordo com esta pratica antiga, o mecanismo de acdo do agulhamento
terapéutico € o ajuste do fluxo de Qi (energia vital), o qual se acredita que circula numa
rede de 12 canais de energia primdrios, também chamados meridianos, que conectam 360
pontos de AC (Kavoussi e Ross, 2007). Acredita-se que a estimulag@o das agulhas promova
respostas psicofisicas profundas pela harmoniza¢do ou equilibrio do Qi, assim como do

fluxo sanguineo através do corpo (Kim e Bae, 2010).

2.1.2. Pritica e indicacao atual da acupuntura

A pratica clinica da AC esta crescendo em popularidade sendo o tratamento
alternativo e complementar mais popular em uso hoje. Nos Estados Unidos a AC ¢é
amplamente praticada, com um aumento no uso de 4,2% para 6,3% da populacdo, o que
representa 8.19 e 14.0 milhdes de usudrios em 2002 e 2007, respectivamente (Zhang et al,
2012).

Atualmente, a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) aprova a AC para o
tratamento de vdrias condicdes e o Instituto Nacional de Saide (NIH) dos Estados Unidos

emitiu uma declaragcao de consenso propondo a AC como uma intervengao terapéutica para



a medicina complementar (Bonafede et al, 2008; NIH consensus conference, 1997). Dentre
as doengas que o NIH propds como tratdveis com AC estdo o pds-operatério adulto, ndusea
e vOmito relacionados a quimioterapia, dor dental pds-operatdria, vicios, reabilitacdo de
acidente vascular cerebral, dor de cabega, cdlicas menstruais, epicondilite medial (cotovelo
de tenista), fibromialgia, dor miofascial, osteoartrite, dor lombar, sindrome do tinel do

carpo € asma.

2.1.3. Acao anti-inflamatoéria da acupuntura

Recentemente, tem havido um interesse crescente na pesquisa sobre AC na tentativa
de reinterpretar seus conceitos tradicionais de acordo com os conceitos cientificos
ocidentais. Destas pesquisas uma parcela significativa se preocupa com o estudo do efeito
anti-inflamatério da AC, onde modelos experimentais diversificados sdo empregados para
demonstrar tal efeito.

Em um modelo de trauma cirdrgico em ratos, a aplicacdo de apenas uma sessao de
EA nos pontos E-36 ¢ Lanwei (extra 37) diminuiu a concentragdo das citocinas pro-
inflamatorias interleucina-1p (IL-1p), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-
6 (IL-6) tanto no plasma quanto no bacgo destes animais (Wang et al, 2009). No modelo em
camundongos de artrite induzida por coldgeno (CIA), posteriormente tratados com EA no
ponto E-36, houve uma reducido da concentracdo das citocinas TNF-a, IL-6, interferon
gama (INF-y), das imunoglobulinas G e M (IgG e IgM) e do anticorpo anti-coldgeno tipo II
no soro destes animais. A razdo entre as células imunes atingiu valores préximos aos
normais e o grau de destrui¢c@o articular também foi reduzido nos animais tratados (Yim et
al, 2007). Estes resultados demonstram o efeito anti-inflamatério e imunomodulador
(diminuicao da autoimunidade) da EA. Em um estudo de pacientes com artrite reumatdide a
utilizacdo da EA em uma combinacdo de varios pontos (inclusive o E-36), apresentou
diminuicdo do nivel do TNF-a tanto no sangue periférico quanto no liquido sinovial
(Ouyang et al, 2011). Outro estudo, agora em modelo de colite ulcerativa, relatou que a
aplicacdo da EA no ponto E-36 em ratos diminuiu a expressdo do TNF-a tanto no tecido
quanto no plasma (Tian et al, 2003). Em modelo de lesdo renal aguda em ratos induzida por
lipopolissacarideo (LPS), o uso da EA no ponto E-36 e no ponto Neiguan (PC-6) causou

uma diminuicdo plasmdtica de TNF-a, IL-1p e aumento da interleucina-10 (IL-10)



considerada anti-inflamatdria (Zhang et al, 2011). Pesquisas demonstram que tanto a AC
quanto a EA possuem efeitos terapéuticos, no entanto esta dltima técnica pode ter efeitos
mais pronunciados (Ulett et al, 1998; Yim et al, 2007).

O uso da AC manual também tem sido estudado em modelo de inflamagdo de
peritonite e induzido por carragenina. Em relacdo ao primeiro modelo mencionado, a
estimulagdo manual do ponto Sanyinjiao (SP-6) causou o aumento da IL-10 em
camundongos (Silva et al, 2011). No modelo da carragenina, utilizando tecnologia de
andlise por protein array, foi demonstrado que a AC inibe a resposta inflamatdria através
da diminuic¢do significativa da IL-1p e do volume de edema na pata de ratos. Varias outras
citocinas foram analisadas neste estudo, porém, ndo tiveram variagdes significativas (Chae
et al, 2007).

Juntamente com o estudo citado acima, varios outros relatam o efeito Al da AC
através da reducdo de edema ou da migracdo de células inflamatdrias para local da lesdao
(Kim et al, 2008; Kim et al, 2007; Kim et al, 2006; Lee et al, 2006; Zhang et al, 2005;
Zhang et al, 2004). Nestes estudos, é demonstrado que a acdo Al da AC é mediada pela
liberacdo de opidides e ativagdo de outras vias ndo opioides, liberacdo de catecolaminas e
inibi¢do prostaglandina E2 (PGE2). A importancia da inibi¢do da resposta inflamatdria na
cicatrizagcdo tendinea estd relacionada ao efeito dos mediadores inflamatérios na producao
de coldgeno. Como mencionado, as citocinas TNF-o, IL-1f e IL-6 t€ém propriedades pro-
inflamatérias. O TNF-a inibe a deposi¢do de coldgeno tipo I pelos tendcitos e induz a
producdo de mais TNF-a, IL-1B e metaloproteinase-1 (MMP-1), sendo esta ultima uma
colagenase (Verrecchia e Mauviel, 2004; John et al, 2010). A PGE2, uma potente molécula
pro-inflamatoria, assim como o INF-y, também diminuem a sintese de coldgeno (Shen et al,

2012; Cilli et al, 2004, Riquet et al, 2000).

2.1.4. Acao mecanotransdutora da acupuntura
Além do efeito Al do ponto E-36, e sua possivel acdo no aumento da sintese de
coldgeno no processo de cicatrizacdo tendinea, outros estudos relatam uma acdo
mecanotransdutora da AC com potencial para influenciar o processo citado. A
mecanotransdu¢do pode ser definida como a habilidade das células em transformar

estimulos mecanicos em mudancas bioquimicas (Wang et al, 2012). Essa acado



mecanotransdutora da AC poderia influenciar a cicatriza¢do do tendao calcaneo através do
uso do ponto B-57, o qual estd situado na jung¢do miotendinea do triceps sural com o
respectivo tenddo. Nossa hipdtese foi que o estimulo mecédnico gerado no ponto B-57
poderia ser propagado, através dos feixes de fibras de coldgeno do tendao, até o sitio de
lesdo (por¢do média do tenddo), estimulando os fibroblastos a atuarem na melhora da
cicatrizacdo tendinea, através de aumento da sintese de componentes da MEC.

Estudos prévios demonstram que a inser¢do e manipulacdo de uma agulha de AC
resultam em uma ligacdo mecanica da agulha com o tecido conjuntivo, enrolamento do
tecido em torno da agulha, geracdo de um sinal mecanico pelo tensionamento das fibras de
coldgeno durante a manipulacdo da agulha e mecanotransducdo do sinal dentro das células
(Langevin et al, 2007; Langevin et al, 2006; Langevin et al., 2001). Alguns estudos t€ém
mostrado que estimulos mecanicos podem estimular a sintese de coldgeno tipo I, através da
via de mecanotransducdo composta pelas proteinas quinases ativadas por mitégeno
(MAPKS), que sd@o as mais proeminentes quinases ativadas por estimulos mecanicos (Jeon
et al, 2009; Liedert et al, 2006). As MAPKSs estao envolvidas na transdu¢do de forcas
mecanicas e compreendem trés vias diferentes: quinase regulada por sinal extracelular 1/2
(ERK1 / 2), c-Jun N-terminal quinase (JNK) e quinase p38. Estas vias regulam a expressao
génica através da ativacdo de fatores de transcricdo tais como a proteina ativadora-1 (AP-1)
(Chen et al, 2001). Estudos recentes tém demonstrado que a aplicagdo de estimulagdo
mecanica aumenta a producao de coldgeno tipo I, através da ativacdo da via ERK-AP-1 em
fibroblastos (Kook et al, 2011; Kook et al, 2009). Até mesmo estimulos mecanicos
minimos sobre o tenddo, como aqueles que ocorrem em musculos paralisados por botox,

sdo suficientes para promover a cicatrizacdo tendinea (Andersson et al, 2012).

2.1.5. Acupuntura no tratamento de lesoes tendineas
Atualmente, alguns poucos relatos s@o encontrados na literatura especializada sobre
o uso da AC no tratamento de lesdes tendineas. Alguns estudos clinicos t€ém demonstrado
efeitos terapéuticos da AC nas tendinopatias, no entanto, sdo necessarios mais estudos
randomizados bem controlados para a confirmacido de uma relacdo causal. Em geral, esses
estudos preliminares demonstram que o AC melhora tanto a dor quanto a atividade

funcional nos pacientes do estudo (Bi-Men et al, 2012; Papa, 2012; Lin et al, 2012;



Kleinhenz et al, 1999). Um estudo publicado por Neal e Longbottom (2012) relata que ha
evidencias do efeito clinico da AC nas tendinopatias, através da facilitacdo do fluxo
sanguineo no tenddo e da atividade dos fibroblastos.

No ambito das pesquisas laboratoriais, um estudo realizado em nosso laboratério
demonstrou pela primeira vez, que a EA € capaz de aumentar a sintese e subsequente
reorganizacdo do coldgeno em tenddes de ratos em processo de cicatrizagdo durante a fase
proliferativa (Almeida et al, 2012). Outro estudo recentemente publicado demonstrou que a
EA aumenta o nimero de fibroblastos e a expressao de fatores de crescimento na area de
lesdo no tendao (Inoue et al, 2014). Em conjunto estes dados sugerem que tanto a AC como
a EA tém potencial para o tratamento de lesdes tendineas devido aos seus efeitos clinicos e

laboratoriais.

2.2. Tendoes
2.2.1. Conceito e aspectos gerais
Os tendoes sdo estruturas mecanicamente responsaveis por transmitir a forca gerada
nos musculos ao osso, permitindo desta forma a locomog¢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 sdleo (Jarvinem et al, 2005). O tendao calcineo, assim como outros tenddes, possui niveis
estruturais hierdrquicos de complexidade crescente. Sua formacdo comega com o
tropocoldgeno (uma cadeia polipeptidica em tripla hélice), o qual se une em fibrilas, fibras
(feixes primdrios), fasciculos (feixes secunddrios), feixes de fasciculos (feixes tercidrios)
formando o tenddo propriamente dito (Sharma e Maffulli, 2006). Cada fibra tendinea €
envolvida por uma malha reticular fina de tecido conjuntivo (endotenddo). Ja o tendao
como um todo € revestido pelo epitenddo (bainha fina de tecido conjuntivo frouxo), a qual
contém vasos arteriais e venosos, linfaticos e nervos que suprem o tendao (Kastelic et al,
1978). Superficialmente, o epitenddo é revestido pelo paratendao, formado de tecido
conjuntivo aureolar frouxo consistindo de fibras de coldgeno do tipo I e III, fibras elasticas
e células sinoviais (Kvist et al, 1987). O epitenddo e o paratenddo compdem o chamado

peritenddo, o qual reduz o atrito com o tecido adjacente (Schatzker e Branemark, 1969). O



espaco entre essas duas camadas contém liquido rico em mucopolissacarideos que fornece a

lubrificagdo, evita a friccdo e protege o tenddo reduzindo o atrito.

2.2.2. Composicao dos tendoes
Os tenddes sdo constituidos de coldgeno, PGs, proteinas ndo colagénicas (PNCs),

agua e células.

a) 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 e Barbenel, 1975). Os restantes 5% consistem em colagenos
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 (Duance et al,
1977). O coldgeno tipo V € intercalado dentro da estrutura das fibrilas do coldgeno tipo [ e
regula o crescimento da fibrila (Birk et al, 1990). Outros colagenos incluindo os tipos II,
VI, IX, X e XI, estdo presentes em quantidades vestigiais nos tenddes (Fukuta et al, 1998).
Esses coldgenos sdo encontrados principalmente no local de insercio Ossea de
fibrocartilagem, onde eles reforcam a conexdo através da redugcdo da concentracdo de
tensOes na interface tecidual (Waggett et al, 1998). A unidade estrutural basica do coldageno
€ o tropocoldgeno, que € uma proteina longa e fina produzida dentro da célula e secretada

na MEC como procoldgeno.

b) Proteinas nao colagénicas
Além dos colagenos, os tendoes também sdo formados pelas PNCs nas quais estdo
inclusas glicoproteinas tais como os proteoglicanos (PGs) e as proteinas matricelulares e as

fibras elasticas (Thorpe et al, 2013; Midwood et al, 2004).

1) Proteoglicanos
Os PGs sao formados por glicosaminoglicanos (GAGs) os quais sdo polissacarideos
sulfatados que possuem uma sequencia de repeticdo dissacaridica caracteristica. Com

excecao 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 conteddo de PGs varia de
acordo com o sitio do tenddo e depende das condicdes de carga mecanica (regido de tensdao
ou de compressdao) do tenddo (Berensson et al, 1996). Por exemplo, em regides de
compressao do tenddo flexor digital profundo de bovinos, o conteido de PGs € de 3,5% do
peso seco do tenddo (Vogel e 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 e
Vogel, 1987).

Os PGs desempenham funcdes diversas nos tecidos por causa da variabilidade da
proteina central e dos diferentes tipos de GAGs (Iozzo e Murdoch, 1996). Decorin e
fibromodulin sdo exemplos de pequenos PGs ricos em leucina (SLRPs) que participam da
regulacdo da fibrilogénese (formacdo de fibrilas) do coldgeno (Zhang et al, 2006),
desempenhando uma importante funcdo nas propriedades estruturais e funcionais dos
tecidos (Vogel e Fisher, 1986). O fibromodulin liga-se ao coldgeno tipo I e facilita a
formacao de fibrilas de coldgeno maduras a espessas, modulando a forca do tenddo (Yoon e
Harper, 2005). Ja o decorin inibe a fibrilogénese do coldgeno fibrilar, atuando na

manutencao e regulacdo da estrutura fibrilar do coldgeno (Yoon e Harper, 2005).

2) Proteinas matricelulares

Em adicdo aos PGs, nos tenddes sao identificadas outras glicoproteinas com
importantes funcdes tanto na manutencao da estrutura normal quanto durante seu processo
de cicatrizacdo (Thorpe et al, 2013). Dentre elas estd o tenomodulin, o qual tem funcdes na
proliferacdo de tendcitos e também estd envolvido no alinhamento e organizacdo das
fibrilas de colageno (Docheva et al, 2005). Ja a tenascina-C estd aumentada em regides de
lesdo e tem func¢do na orientag@o e alinhamento da fibra de coldgeno (Riley et al, 1996). A
trombospondina e a fibronectina participam do processo de reparo e regeneracao do tendao
(Jozsa et al, 1989). ). A proteina oligomérica de matriz de cartilagem (COMP), assim
chamada porque foi primeiramente descoberta em cartilagem, € uma glicoproteina que
interage com o coldgeno e participa da fibrilogénese (Sodersten et al, 2005). Outra

glicoproteina recém-encontrada na MEC dos tenddes € a lubricina. Tem sido demonstrado



que a lubricina modula a resisténcia de deslizamento do tenddo, permitindo que este deslize

sobre outro tenddo ou em torno das articulagdes (Taguchi et al, 2009).

3) Fibras elasticas
Além dos componentes citados acima, os tenddes também contém elastina, que
compde cerca de 2% do peso seco do tenddo (J6zsa et al, 1989). As fibras eldsticas, que
compreendem a elastina e as proteinas microfibrillares, podem contribuir para a
recuperagdo da configuracdo ondulada das fibras coldgenas apds o alongamento (Butler et

al, 1978).

¢) 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
elementos celulares do tenddo (Abate et al, 2009). Os tenoblastos e tendcitos sao
responsaveis pela sintese de proteinas da MEC (por exemplo, coldgenos, fibronectina e
PGs), produzindo uma matriz de coldgeno organizada e remodelando-a durante a
cicatrizacao do tendao.
2.3. Processo de reparo do tendao
ApdOs uma lesdo, o reparo tendineo ocorre em trés fases que se sobrepdem:
inflamatoria (3-7 dias), proliferativa (5-21 dias) e a de remodelamento, a qual pode durar

até um ano apods a lesdo (Abate et al, 2009).

2.3.1. Fase inflamatéria
A fase inflamatéria aguda dura entre 3 a 7 dias apés a lesdo, iniciando-se com
hematoma e ativacdo de plaquetas (Abate et al, 2009). Na fase inflamatoria inicial, que dura
cerca de 24 horas, hemdcias, plaquetas e células inflamatdrias, particularmente neutrofilos,

entram no sitio da lesdo. Mondcitos e macréfagos migram para o local lesado para fagocitar
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materiais necrosados. Nesse meio tempo, essas células liberam substincias vasoativas e
fatores quimiotaticos, que aumentam a permeabilidade vascular, iniciam a angiogénese,
estimulam a proliferacdao de tendcitos e recrutam mais células inflamatdrias. Os tendcitos
gradualmente migram para a lesdo e iniciam a sintese e a deposi¢do de coldgeno tipo III. A
formacdo de fibrilas (fibrilogénese) do colageno também tem inicio na fase inflamatdria

(Sharma e Maffulli, 2006; Palma e Gigante, 2006).

2.3.2. Fase proliferativa

Ap6s a fase inflamatodria, tem inicio a fase proliferativa com abundante sintese e
deposicdo de coldgeno, PGs e outros componentes da MEC, os quais se apresentam ainda
desorganizados. Nesta fase ocorre o pico de sintese de colageno tipo III e a concentragdo de
agua e GAGs permanece alta com diminui¢ao da concentracio de coldgeno tipo I (Sharma
e Maffulli, 2006). Um tendao intacto € primariamente composto por coldgeno do tipo I,
correspondendo aproximadamente 95% do coldgeno total, o qual confere forca e
elasticidade ao tecido (Wang, 2006). No pico de sintese do colageno do tipo III, este é
aleatoriamente depositado resultando em uma concentragdo de 20-30% em comparacdo a 1-
3% em tenddes normais. Como o coldgeno do tipo III se organiza em fibrilas mais finas e
menos organizadas que o coldgeno tipo I, o risco de re-ruptura aumenta (Spaas et al., 2012).
A fibrilogénese do coldgeno gradualmente continua nesta fase com o aumento do
comprimento das fibrilas, através da adi¢do longitudinal de fibrilas (end fo end), e aumento
de sua espessura por adicao lateral de fibrilas. Em seguida as fibrilas se reinem em fibras,

sendo que estas se organizam para formar o tenddo como um todo (Graham et al, 2000).

2.3.3. Fase de remodelamento
A cicatrizacdo tendinea se completa com a fase de remodelamento, a qual é
caracterizada por diminui¢do da celularidade, do metabolismo dos tendcitos, da rede
vascular e da sintese de coldgeno e GAGs. Aqui, o coldgeno tipo III € parcialmente
substituido pelo tipo I. 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, ligacdes covalentes entre as fibras coldgenas aumentam, o que

resulta em tecido reparado com maior rigidez e forca tensil. Além disso, tanto o
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metabolismo dos tendcitos quanto a vascularizagdo do tenddao diminuem (Wang, 2006). A
cicatrizagdo do tenddo pode ocorrer intrinsecamente, via proliferacdo dos tendcitos do
epitendao e do endotenddo, ou extrinsecamente, pela invasao de células da bainha sinovial.
Cicatrizacdo intrinseca resulta em melhora biomecanica € menos complicagdes. Em
particular, o mecanismo normal de deslizamento dentro da bainha do tenddo € preservado.
Na cicatrizagdo extrinseca, o tecido cicatricial resulta na formacdo de aderéncias que
prejudicam o deslizamento. Diferentes padrdes de cicatrizacdo podem predominar em
locais especificos. Por exemplo, cicatrizacdo extrinseca tende a prevalecer nas lesdes do

manguito rotador (Sharma e Maffulli, 2006).

2.3.4. Fatores de crescimento

Os fatores de crescimento desempenham um importante papel, sendo as atividades
de cinco destes fatores bem caracterizadas durante a cicatriza¢do tendinea (Molloy et al,
2003). Estes sdo o fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), fator de crescimento bésico de fibroblastos (bFGF) e o fator de transformagao do
crescimento (TGF-B). Todos estes fatores estdo expressos em altos valores e sdo ativos
durante a cicatrizacao tendinea.

O IGF-lestd altamente expresso durante a fase inflamatéria aguda e promove a
proliferacdo e a migracao de fibroblastos e subsequente aumento da produgdo de coldgeno e
PGs (Hansen et al, 2012; Murphy e Nixon, 1997). Em tenddes calcaneos de ratos, injecao
intratendinea de IGF-1 acelera a recuperacdo funcional (Kurtz et al, 1999). PDGF ¢
produzido rapidamente apds uma lesdo e estimula a producdo de outros fatores de
crescimento, além de promover respostas mitogénicas de maneira dose-dependente (Banes
et al, 1995). VEGEF estimula a proliferacdo endotelial, aumenta a angiogénese e também
aumenta a permeabilidade capilar (Ferrara, 1999). O bFGF regula a migracdo e proliferacao
celular e também promove a angiogénese. O tratamento com este fator de crescimento
aumenta a proliferacdo e a expressdao génica do coldgeno (Chan et al, 2000; Tang et al,
2003). O TGF-p ¢ ativo durante a fase inflamatoria e proliferativa aumentando a expressao

de coldgeno tipo I no tecido cicatricial (Verrecchia e Mauviel, 2004).
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2.3.5. Metaloproteinases

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
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 coldgeno (Snoek-Van
Beurden e Von Den Hoff, 2005). E relatado na literatura que a concentracdo de MMP-2
estd elevada até o vigésimo oitavo dia apds a les@o participando tanto da degradagdo 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 € permanecem em niveis elevados

até o dia 28 (Oshiro et al, 2003).

2.4.Epidemiologia das lesoes tendineas

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 (Jiarvinen et al, 2005). As lesdes dos tenddes sao
comuns e responsdveis por uma elevada propor¢do de encaminhamentos para
reumatologistas e cirurgides ortopédicos (Bamji et al, 1990). Os tenddes mais
frequentemente envolvidos sdo os do manguito rotador (tenddo do musculo supraespinal
em particular), do muisculo biceps braquial no ombro, dos musculos extensores e flexores
do punho no antebraco, o tenddo patelar no joelho, o tenddo calcaneo na perna e o tendao
do musculo tibial posterior no tornozelo e pé (Abate et al, 2009; Riley, 2008).

Com o aumento das atividades atléticas recreativas e organizadas ao longo das
altimas duas décadas, a incidéncia de lesdes do tenddo calcaneo tem aumentado
dramaticamente sendo que estas lesdes tém sido divididas em lesGes por uso excessivo
(les@o cronica) e rupturas espontaneas (Jarvinen et al, 2005; Jiarvinen et al, 2001; Kannus e
Natri, 1997; Mazzone e McCue, 2002). Nas primeiras, o termo utilizado para descrever as
lesdes € tendinopatia e sua etiologia estd intimamente relacionada ao esporte e ao exercicio

excessivo (Jarvinen et al, 2005).
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2.5.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 (Jirvinen et al, 2005). Apenas em torno de 2%
de todas as lesdes e complicacdes no tenddo calcaneo € o resultado de uma doenca
sist€émica. A maioria dos problemas tendineos na populaciao 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 tenddo 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 combinacdo no desenvolvimento da tendinopatia (Kannus e Natri,
1997). Alguns dos fatores intrinsecos relacionados a tendinopatia do tenddo calcineo 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 frouxiddo articular). Dentre alguns
fatores extrinsecos podemos citar: drogas (uso de corticosterdides, antibioticos, esterdides
anabolizantes) fatores que levam a sobrecarga sobre os membros inferiores (cal¢ados, 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
distdrbios cronicos do tenddao, uma interacdo entre estes dois tipos de fatores € comum
(Kannus e Natri, 1997). Sendo assim, pode-se dizer que a etiologia basica da tendinopatia
do tenddo calcaneo € multifatorial, uma vez que vérios fatores extrinsecos e intrinsecos

foram identificados predispondo a essas lesdes (Kannus e Natri, 1997; Jarvinen et al, 2001).
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3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo geral: Avaliar as propriedades bioquimicas, organizacionais dos feixes de
fibras de coldgeno bem como as caracteristicas ultraestruturais do tecido cicatricial de
tenddes calcaneares de ratos submetidos a transec¢do parcial e tratados com diferentes
protocolos de AC. Esta avaliacdo se dard nas fases inflamatéria, proliferativa e de

remodelamento da cicatrizagao tendinea.

3.2.0bjetivo especifico: Investigar a ac¢do isolada e associada dos pontos E-36 e B-57 e
quando associada com e sem estimulacdo elétrica, ao longo das fases da cicatrizacao

tendinea. Para isto, avaliamos as seguintes caracteristicas teciduais tendineas:

a) A concentracdo de PNCs no tecido cicatricial;

b) A orientacdo das moléculas de coldgeno dispostas nas fibras e feixes de fibras
constituintes dos tendoes;

c) A espessura das fibrilas de coldgeno assim como a organizacdo da distribui¢do de

seus diametros.
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4. JUSTIFICATIVA

De acordo com a literatura especializada sabe-se que a AC no ponto E-36 promove
efeito anti-inflamatério sistémico. Também € relatado que a presenca de fatores
inflamatérios pode inibir a sintese de coldgeno, formando um tecido cicatricial de baixa
qualidade biomecanica. Ainda, sabe-se que o estimulo mecanico da AC em si (como no
ponto B-57) causa a ativag¢do das vias de mecanotransduc¢do em tecidos adjacentes ao sitio
deste estimulo, podendo levar a sintese de componentes da MEC. Também, a literatura
apresenta que a aplicacdo de estimulos mecanicos, muitas vezes minimos, melhora a
cicatrizagdo tendinea. No entanto, apds lesdo, o tecido cicatricial do tenddo nunca atinge as
propriedades bioquimicas e biomecanicas de um tendao nao lesado. Devido ao fato da AC
possuir efeito anti-inflamatério sistémico e mecanotransdutor local, nés hipotetizamos que
a AC possa ser um tratamento efetivo nas lesdes tendineas, atuando na melhora das
propriedades citadas. Sendo assim, a elucidacdo dos efeitos da AC e da especificidade de
acdo dos pontos utilizados, podem levar a elaboracdo de protocolos que ampliardo as
alternativas de tratamento para as tendinopatias, assim como contribuir para o
conhecimento dos mecanismos de acdo da AC no tratamento de lesdes de tecidos moles em

geral.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Animais e Grupos Experimentais

Ratos wistar machos com 60 dias de idade foram obtidos do Centro Multidisciplinar
para Investigacdo Biologica (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). Os animais tiveram livre acesso a comida e dgua sendo separados nos
seguintes grupos: grupo ndo tenotomizado ou normal (N), grupo tenotomizado (T),
tenotomizado e submetido a AC no ponto E-36 (E36), tenotomizado e submetido a AC no
B-57 (B57), tenotomizado e submetido a AC no ponto E-36 e no B-57 (EB) e tenotomizado
e submetido a eletroacupuntura (EA) nos dois pontos citados (EA). Todos os
procedimentos experimentais foram submetidos ao Comité de Etica Institucional para uso

animal para aprovacao (protocolo: 2525-1).

5.2. Cirurgia

Os animais foram submetidos ao modelo de tenotomia parcial do tendao calcaneo
direito (figura 1), o qual tem sido utilizado em nosso grupo de pesquisa (Almeida et al,
2012; Aro et al, 2012; Guerra et al, 2012; Tomiosso et al, 2009). Cada animal foi
previamente pesado e anestesiado com inje¢do intraperitoneal de ketamina e xilazina (10%)
a uma dose de 92 e 12 mg/kg, respectivamente. A pele sobre o tendao calcaneo foi
seccionada e o tenddo liberado do tecido conjuntivo adjacente por essa incisdo. O tendao
foi parcialmente seccionado transversalmente a meia distancia entre a juncdo miotendinea e
a inser¢do no osso calcaneo. A regido seccionada ndo foi suturada. Por ltimo, a incisdo da
pele foi suturada. Todos os procedimentos cirtrgicos foram realizados sob condigdes

assépticas.
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Figura 1: Imagem do tenddo calcineo apds tenotomia parcial (seta). A lesdo foi realizada

transversalmente a meia distancia entre a juncdo miotendinea e a inser¢do no osso calcaneo.

5.3. Tratamento

Previamente a todas as sessdes de AC, os animais foram imobilizados em um
contensor para ratos (figura 2 - C). Foram utilizadas agulhas esterilizadas, de aco
inoxiddvel medindo 0,25 mm x 25 mm as quais foram inseridas unilateralmente, no lado da
lesdo. A profundidade de insercdo foi de 6 mm em ambos os ponto. O ponto B-57 foi
localizado a meia distancia, na linha tracada 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) (figura 2 — A
e C). O ponto E-36 foi localizado 5 mm lateral e abaixo do tubérculo anterior da tibia
(figura 2 - A) (Almeida et al, 2012). Apds a insercdo das agulhas, as mesmas foram
estimuladas manualmente com movimentos de rotacao horéria e anti-hordria com um total
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