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Resumo

O objetivo desse estudo foi apresentar e avaliar um novo modelo de indu¢do experimental de tendinopatia
do tendao calcanear comum de ratos. Para isso foram utilizados oito ratos machos da linhagem Wistar, com
quatro meses de idade, pesando 345,5 + 45,74 g. A lesdo foi realizada de forma aleat6ria em um dos tendoes,
e o membro contralateral foi utilizado como controle. Posteriormente a tricotomia e antissepsia local, os
animais foram anestesiados com isoflurano. Ap6s exposi¢do do tenddo, foi realizada compressao transver-
sal durante 10s com ping¢a Halstead, que foi seguida por dez escarificacdes das fibras do tenddo, em sentido
préximo-distal, utilizando lamina de bisturi. Os ratos foram submetidos a eutanasia com tiopental sédico
(100 mg/kg, via intraperitoneal). Em quatro animais, a eutanasia foi realizada 12h apés o procedimento
cirurgico, e em outros quatro ap6s 24h. Na sequéncia foram obtidos fragmentos de ambos os tenddes que
foram processados e corados com hematoxilina-eosina para histopatologia. Diferentemente dos membros
utilizados como controle, a avaliacdo microscopica realizada nos dois momentos analisados revelou perda
do paralelismo e da organizacgdo das fibras colagenas, intenso infiltrado de neutroéfilos, espessamento do en-
dotélio vascular e presenca de hemacias e fibrina. As amostras obtidas 24h apresentaram maior quantidade
de neutroéfilos degenerados. O método de inducdo de tendinopatia descrito no presente estudo foi eficiente
em promover a lesio aguda em ratos. Esse projeto foi aprovado por Comisséo de Etica.
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Abstract

The objective of this study was to present and evaluate a nhew model of experimental induction of tendi-
nopathy in Achilles tendon of rats. Thus, it was used eight 4-month-old Wistar male rats, weighting
345.5+45.74 g. Lesions were randomly performed in one of the tendons, and the contralateral limb was used
as control. After local trichotomy and antisepsis, the animals were anesthetized with isoflurane. Following
tendon exposure, a transversal compression was done using a Halsted forceps during 10 seconds, followed
by 10 proximal-distal ward scarifications of the tendon fibers, using a scalpel blade. The rats were submit-
ted to euthanasia with sodium thiopental (100 mg/kg, intraperitoneal injection). Euthanasia was carried
out in four animals 12 hours after the surgical procedure, while the others were euthanized after 24 hours.
Then, fragments of both tendons were obtained, processed and stained with hematoxylin-eosin (HE) for
histopathological analysis. Differently from the limbs used as a control, the microscopic evaluation of the
injured tendons after the two periods analyzed revealed loss of parallelism and organization of the collagen
fibers, intense infiltrate of neutrophils, thickness of the vascular endothelium, and presence of erythrocytes
and fibrin. The samples obtained after 24 hours presented a greater number of degenerated neutrophils.
The method of induced tendinopathy described in this study was efficient in promoting acute lesion in rats.

The Ethics Committee approved this project.

Keywords: Achilles tendon. Lesion. Rodents.

Introducao

O termo tendinite era frequentemente utilizado
para as alteracdes tendineas, indicando a presen-
¢a de processo inflamatério (ALFREDSON, 2003;
MAFFULLI et al,, 2003). Entretanto, enquanto uma
pesquisarevelou a coexisténcia de quadro inflamaté-
rio ealtera¢des degenerativas (ALFREDSON etal, 2000),
outras demonstraram pouco ou nenhum processo
inflamatério (LJUNG; FORSGREN; FRIDEN, 1999;
SOSLOWSKY et al., 2000). Adicionalmente, estudos
histopatoldgicos também revelaram degeneragio,
de forma que a terminologia tendinopatia passou
a ser utilizada por pesquisadores para definir di-
versas condi¢des dolorosas que afetam os tenddes
(tendinites, tendinoses), e que sdo acompanhadas
por dor, edema e reducdo da fungdo (ALFREDSON,
2003; MAFFULLI; WONG; ALMEKINDERS, 2003;
WANG, 2006). O termo tendinopatia deve ser utili-
zado para descrever lesdes que afetam os tenddes
(LAKE; ANSORGE; SOSLOWSKY, 2008) e que se ca-
racteriza pela presenca de inflamacdo e degene-
racao tecidual, estando normalmente associada a
sobrecarga mecanica e a movimentos repetitivos
(CHO etal, 2011; DIRKS; WARDEN, 2011).

A tendinopatia acomete tanto individuos fi-
sicamente ativos quanto sedentdrios (WEARING

etal,, 2011), e pode estar relacionada a diversos fa-
tores intrinsecos e extrinsecos ao tenddo (RILEY,
2004; REES; WILSON; WOLMAN, 2006) como idade,
genética, suprimento vascular, adaptacao do tendao
a cargas mecanicas e, inclusive, a utilizacdo de far-
macos (FU etal,, 2010; ABATE et al., 2013) como os
corticosteroides (VAN DER LINDEN et al,, 2003) e
antibidticos (CHHAJED et al., 2002).

Os modelos animais utilizados experimental-
mente para subsidiar a compreensao da tendinopa-
tia nos humanos, devem permitir a reproducao de
lesdes que podem ser observadas, diagnosticadas
e tratadas por um periodo determinado de tempo
(LAKE; ANSORGE; SOSLOWSKY, 2008). Esses mo-
delos possuem como finalidade estudar a resposta
do tenddo a varios fatores etiolégicos (NEVIASER;
ANDARAWIS-PURI; FLATOW, 2012), determinar
a eficacia de procedimentos clinicos ou cirdrgicos
(JAMES et al., 2008), assim como o desenvolvimen-
to de novas terapias (CHO et al., 2011).

Para ser considerado como um modelo experi-
mental para tendinopatia, o animal necessita re-
produzir caracteristicas clinicas, funcionais e his-
topatolégicas da afeccdo em seres humanos (LUI
et al, 2011). Os ratos sdo considerados excelentes
modelos gracas a semelhanga anatomica e fisiol6-
gica com a espécie humana (WARDEN, 2007; LUI
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et al., 2011). Existem varios métodos de indugio de
tendinopatia em ratos, sendo o procedimento cirudr-
gico por tenotomia (LARAIA et al.,, 2012; BARBOSA
etal,2013) outenectomia (ELIASSON; ANDERSSON;
ASPENBERG, 2012) e a administracdo de colagena-
se (MARSOLAIS; COTE; FRENETTE, 2001; PIRES
etal., 2011) os mais utilizados. Compreensao em gui-
lhotina (SALATE et al.,, 2005; JOENSEN et al., 2012),
esmagamento com pinga (CARVALHO et al,, 2006),
trauma com carga (FILLIPIN et al,, 2005), estimula-
¢ao elétrica (CHO et al,, 2011), sobrecarga mecanica
com exercicio (GLAZEBROOK et al.,, 2008) e o uso de
sustdncias como citocinas, antibidticos e prostaglan-
dinas, também sdo mencionados (LUI et al., 2011).

0 método ideal para indugio de lesdo tendinea
deve ser eficiente e ter a sua eficacia comprovada.
0 objetivo desse estudo foi avaliar um novo modelo
de indugdo de tendinopatia no tendao calcanear co-
mum de ratos, utilizando a andlise histopatoldgica
como a forma de comprovacgdo da lesao.

Materiais e métodos

Este estudo foiaprovado pela Comissio de Eticado
Departamento de Veterindria (DVT) da Universidade
Federal de Vigosa (UFV) (Processo 108/2011). Os
procedimentos foram realizados de acordo com as
Normas de Conduta para o uso de animais no ensino,
pesquisa e extensdo do DVT/UFV.

Foram incluidos no estudo oito ratos machos da
linhagem Wistar, com quatro meses de idade, pe-
sando 345,5 * 45,74 g, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Vigosa. Uma se-
mana antes de iniciar o experimento propriamente
dito, os animais foram alojados em gaioleiros indi-
viduais, para se adaptarem as condi¢des de tempe-
ratura (aproximadamente 26°C), e aos fotoperiodos
de 12h diérias. Os ratos foram alimentados com ra-
¢do industrial prépria pararatos! e receberam agua
ad libitum.

Todos os animais foram submetidos a tendino-
patia induzida cirurgicamente em um dos mem-
bros pélvicos. A escolha foi aleatéria e 0 membro
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contralateral foi utilizado como controle. Apds tri-
cotomia da regido a ser lesionada, os animais foram
colocados em camara de indugdo anestésica, com
isoflurano a 5%? com 2 L de oxigénio por um perio-
do de aproximadamente dois minutos. Em seguida,
foram retirados da camara e posicionados na mesa
cirdrgica, onde receberam durante todo o procedi-
mento cirtrgico isoflurano a uma menor concentra-
¢d0 (3%), associado a 1,5 L de oxigénio. Os ratos fo-
ram posicionados em decubito ventral, sendo entdo
realizada incisdo cutanea de aproximadamente 1,5
cm na regido plantar da tibia (BRING et al,, 2007).
Na sequéncia foi realizada divulsao romba do tecido
subcutaneo e exposicdo do tendao (Figura 1a).

A tendinopatia foi realizada no ponto médio si-
tuado entre a jun¢do miotendinea e a inser¢do do
tenddo calcanear comum no osso calcineo, me-
diante o uso de compressao transversal (Figura 1b),
durante 10s com pin¢a Halstead na segunda crema-
lheira, assim como dez escarificagdes (Figura 1c) no
sentido préximo-distal, utilizando lamina de bis-
turi n. 11 (BARBOSA et al.,, 2013). A pele foi apro-
ximada em padrio de sutura de Wolf, com fio de
nailon 3-03. Ainda sob efeito anestésico, foi admi-
nistrada dose Unica de enrofloxacina®* na dose de
40 mg/kg, por via intramuscular, assim como de
morfina®, na dose de 3 mg/kg, por via subcuténea,
a cada 6h, por um periodo maximo de 12h. Ap6s ci-
rurgia, os ratos foram acomodados em local aqueci-
do, onde permaneceram até completa recuperagdo
do procedimento anestésico, o que ocorreu no ma-
ximo em sete minutos.

A comprovagdo da lesdo foi realizada mediante
avaliacdo histopatolégica dos tenddes. Para tanto,
quatro ratos foram eutanasiados com tiopental s6-
dico®, por via intraperitoneal, na dose de 100 mg/
kg, 12h apds inducdo da lesdo, e os outros quatro
ratos, apos 24h. As amostras do tenddo obtidas
desde a jun¢do miotendinea até a insercdo no osso
calcaneo foram fixadas em formol neutro e tampo-
nado com fosfato a 10%, e processados pela técnica
rotineira de inclusdo em parafina. As sec¢des histo-
l6gicas de 4 um foram coradas pelas técnicas de he-
matoxilina-eosina (HE) (LUNA, 1968).
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Figura 1 - Ratos Wistar, machos, quatro meses de idade; procedimento cirirgico em tendao
Nota: (a) exposicao do tendao calcanear comum; (b) compressao transversal com pinga Halstead e (c) escarificagdes com lamina de bisturi.

Fonte: Dados da pesquisa.

Os achados microscépicos foram analisados por
trés avaliadores sem o prévio conhecimento aos
quais grupos pertenciam as amostras. Foram veri-
ficados o grau de sangramento do tendao, mediante
a presenca de hemacias, a existéncia de vasodilata-
¢do, edema, fibrina e leucdcitos, aumento do niime-
ro de capilares, assim como a desorganizacdo das
fibras colagenas (ORHAN et al.,, 2004; CARVALHO
et al,, 2006; ELIASSON; ANDERSSON; ASPENBERG,
2012). Cada variavel histoldgica foi classificada
como ausente (0), discreta (1), moderada (2), mo-
derada a intensa (3) e intensa (4) (modificado a
partir de Orhan et al. (2004)).

Resultados

0 periodo de tempo compreendido desde o inicio
da inducdo anestésica até a aplicagio do antibiético
e opiodide variou de 15 a 20 minutos. Ndo ocorreu
nenhuma complicagdo cirurgica durante os proce-
dimentos. Durante a obtenc¢ido das amostras para
histopatologia foi observado que os tenddes subme-
tidos a induc¢do da lesdo apresentaram discreto ede-
ma quando comparado com o contralateral.

0 exame histolégico dos tenddes utilizados como
controle revelou organizacdo e paralelismo das fi-
bras coldgenas, com fibrocitos dispersos e auséncia
de células inflamatérias. Os tenddes submetidos a

tendinopatia apresentaram altera¢cdes morfoldgicas
caracteristicas da fase inflamatoéria da tendinopatia
aguda, com perda do paralelismo e moderada a in-
tensa desorganizacdo das fibras colagenas, intenso
infiltrado de neutréfilos (Figura 2a), espessamento
do endotélio vascular, com discreto aumento no nu-
mero de capilares, discreta a moderada presenca de
hemacias e fibrina, assim como edema e vasodilata-
¢do em grau moderado ou de moderado a intenso.
As amostras obtidas 24h apés cirurgia apresenta-
ram maior quantidade de neutrdéfilos degenerados
(Figura 2b), além de discreto infiltrado de células
mononucleares, particularmente macréfagos. Por
outro lado, mostraram menor quantidade de edema
e vasodilata¢cdo quando comparadas com as obtidas
com 12h. A Tabela 1 apresenta os escores verificados
para cada caracteristica histopatolégica avaliada em
cada um desses tempos.

Discussao

Apesar de ja existir pesquisas utilizando ratos
como modelo experimental de tendinopatia para
humanos, sdo raras as que confirmaram a fase aguda
da lesdo. Normalmente, os experimentos enfatizam
a resposta ao tratamento realizado, ndo discutin-
do a eficacia do procedimento de inducdo utilizado.

¢ Tiopental Sédico®, Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP.
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Tabela 1 - Escores obtidos durante avaliagao das caracteristicas histopatologicas nas amostras de tendao analisadas 12h

e 24h apds indugao cirurgica de tendinopatia

Caracteristicas histopatoldgicas 12h 24h
Hemacias 1 2
Vasodilatagao 3 2
Edema 3 2
Aumento dos capilares 1 1
Leucdcitos 4 4
Fibrina 1 2
Desorganizacao das fibras colagenas 3 3

Legenda: * maior quantidade de neutréfilos degenerados.
Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 2 — Ratos Wistar,machos,quatro meses de idade,fotomicrografia do tendao submetido a tendinopatia, histopatologia
Legenda: (a) intenso infiltrado inflamatério do tipo neutrofilico (setas pretas), vasos dilatados, repletos de hemacias (cabegas de setas), e colageno desorganizado

(setas brancas) em amostra avaliada 12 h; (b) area com neutréfilos degenerados (setas pretas) 24h ap6s indugao da lesao.

Nota: Aumento de 400 x (a) e 419 x (b). HE.
Fonte: Dados da pesquisa.

Adicionalmente, os escassos estudos que discutem
a eficacia do procedimento de inducdo foram rea-
lizados para identificacdo de tendinopatia croénica,
utilizando sobrecarga mecanica (HUANG; PERRY;
SOSLOWSKY, 2004; GLAZEBROOK et al, 2008).
Huang, Perry e Soslowsky (2004) avaliaram o efei-
to da corrida em esteira durante 2, 8 e 16 semanas
na lesdo do tendao calcanear comum, secundaria a
sobrecarga do tenddo do musculo supraespinhoso.
Entretanto, os autores ndo comprovaram a eficacia
do protocolo utilizado pela avaliagdo macroscopi-
ca, mensuragdo geométrica e analise biomecanica

realizadas. Por outro lado, Glazebrook et al. (2008)
confirmaram a eficacia dessa atividade fisica sobre
o tenddo calcanear comum mediante andlises his-
topatolégica e imunoistoquimica. De acordo com os
autores, a metodologia foi efetiva, ja que foram en-
contradas alteragdes consistentes com aquelas des-
critas para a tendinopatia em seres humanos, como
a diminuicao da organizac¢do das fibras colagenas e
o aumento de celularidade.

A confirmagio de tendinopatia em um modelo
animal deve ser acompanhada de aumento no nu-
mero de células inflamatoérias e de vasos sanguineos,
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assim como desorganizagdo da matriz tendinea
(LUl etal, 2011). Como ja amplamente mencionado
na literatura cientifica, imediatamente apds a ocor-
réncia de uma lesdo é iniciada uma cascata de even-
tos celulares e bioquimicos, objetivando restaurar a
funcdo normal do tendao (JAMES et al., 2008), com
a migracdo de plaquetas, hemdcias e células infla-
matorias, onde sera realizada a fagocitose (WANG,
2006; ABATE etal., 2009; ROSENBAUM et al., 2010).
Os neutréfilos sdo as primeiras células a chegar
ao local da lesdo (BUTTERFIELD; BEST; MERRICK,
2006), 0 que ocorre nas primeiras 24h (MARSOLAIS;
COTE; FRENETTE, 2001), sendo responsaveis por
iniciar o processo de reparacao realizado pelos ma-
créfagos (BUTTERFIELD; BEST; MERRICK, 2006).

0 modelo de inducdo apresentado no presen-
te estudo comprovou elevado incremento de neu-
tréfilos nas amostras de tenddes coletadas tan-
to 12h como 24h apés o procedimento cirdrgico.
A presenca de neutro6filos degenerados observa-
dos particularmente nos fragmentos obtidos apds
24h de induc¢ao da tendinopatia sinaliza a ocor-
réncia de necrose liquefativa. Eliasson, Andersson
e Aspenberg (2012) também relataram o aumento
de hemadcias ap6s tendinopatia induzida no ten-
dao calcanear comum de ratos por tenectomia.
Em outros estudos utilizando ratos como mode-
lo experimental mediante a realizacao de ruptura
total ou parcial do tenddo calcanear comum, tam-
bém foram observados desorganizacdo das fibras
colagenas (CHO et al,, 2011), aumento das célu-
las inflamatérias (FILLIPIN et al.,, 2005; SALATE
etal,, 2005; CARVALHO et al., 2006; LARAIA et al,,
2012) e de hemacias (LARAIA et al., 2012), assim
como neovascularizagao (FILLIPIN et al., 2005;
LARAIA et al,, 2012). Todos esses achados rela-
tados nessas pesquisas foram verificados no pre-
sente estudo.

A maior quantidade de vasos dilatados e de
edema apds 12h da indugdo cirurgica da tendino-
patia revela um processo mais vascular nas pri-
meiras horas apés a lesdo, enquanto a maior quan-
tidade de fibrina e de neutréfilos degenerados, um
processo mais necrosante. A fibrina faz parte do fe-
némeno de inflamacao aguda, e se deve ao aumen-
to da permeabilidade vascular com extravasamen-
to de plasma e migrac¢do de células inflamatorias.

Fillipin et al. (2005) observaram fibrose sete
dias apds a inducdo de tendinopatia do tendao

calcanear comum de ratos, que é uma caracteristica
importante na regeneracdo do tenddo. Entretanto,
quando em excesso, pode comprometer a sua capa-
cidade funcional. No presente estudo, a fibrose teci-
dual ndo foi observada, ja que o periodo de tempo
utilizado para detec¢do da lesdo nao foi suficiente
para a sua formacao.

E importante ressaltar que essas pesquisas ob-
jetivaram avaliar a eficadcia do tratamento e nao
do procedimento de indug¢do da lesdo, que variou
desde nao invasivo (FILLIPIN et al., 2005; SALATE
et al.,, 2005; CHO et al., 2011) até cirtrgico, por le-
sdo parcial (LARAIA et al,, 2012), total (ELIASSON;
ANDERSSON; ASPENBERG, 2012), ou apenas por
esmagamento do tenddo (CARVALHO et al.,, 2006).
No presente estudo foi realizada lesdo por compres-
sdo e escarificacdo sendo, portanto, inédito. Tendo
em vista que a lesdo cirurgica pode ser considera-
da como mais eficaz na inducido de tendinopatia
aguda, e pelo fato de a casuistica em humanos ser
frequentemente associada a efeitos repetitivos, a
idealizacdo de um modelo cirtrgico comprovada-
mente eficiente e que ndo acarrete lesdo tendinea
demasiadamente grave é desejavel para estudo
da afeccao.

Conclusao

0 modelo de indugdo cirdrgica do tendao calca-
near comum de ratos Wistar por compressao trans-
versal seguida por escarificacdes é comprovada-
mente eficiente em ocasionar tendinopatia aguda,
ja que resulta em alterag¢des histopatologicas com-
pativeis com a fase inflamatéria da afeccao.
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