Acta Ortopédica Brasileira
Ay T

Ortopasdica ISSN: 1413-7852
Erasilceira actaortopedicabrasileira@uol.com.br
Sociedade Brasileira de Ortopedia e
Traumatologia

Brasil

Pedrozo Vieira, Cristiano; da Ré Guerra, Flavia; Prado de Oliveira, Leticia; de Almeida, Marcos dos
Santos; Rosa Pimentel, Edson
ALTERACOES NO TENDAO DE AQUILES APOS INFLAMACAO EM TECIDO ADJACENTE
Acta Ortopédica Brasileira, vol. 20, nim. 5, 2012, pp. 266-269
Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia
Sao Paulo, Brasil

Disponivel em: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=65724706003

Como citar este artigo (\}J\ /.l

Numero completo . I,
P Sistema de Informacao Cientifica

Rede de Revistas Cientificas da América Latina, Caribe , Espanha e Portugal
Home da revista no Redalyc Projeto académico sem fins lucrativos desenvolvido no ambito da iniciativa Acesso Aberto

Mais artigos


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=657
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=65724706003
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=65724706003
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=657&numero=24706
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=65724706003
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=657
http://www.redalyc.org

ARTIGO ORIGINAL

ALTERACOES NO TENDAO DE AQUILES APOS
INFLAMACAO EM TECIDO ADJACENTE

CrisTiaANO PepROZO VIEIRA, FLAVIA DA RE GUERRA, LETiciA PraDO DE OLIVEIRA, MARCOS DOS SANTOS DE ALMEIDA, EDSON RosA PIMENTEL
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RESUMO

Obijetivo: Analisar as caracteristicas de tenddes de Aquiles de ratos
apos indugéo de processo inflamatorio localizado na pata. Métodos:
Foram utilizados trés grupos experimentais: grupo inflamado com
carragenina na pata de rato (G1); grupo salina (G2) e grupo controle
(G3). Apbs 4 horas os animais foram eutanaziados e o tenddo de
Aquiles foi removido. Resultados:N&o foram observadas diferencas
significativas nas analises de proteinas ndo colagénicas, glicosa-
minoglicanos e hidroxiprolina, mas uma tendéncia a diminuigao foi
verificada em G1. Em organizagédo de moléculas de colageno nao
foram observadas diferengas entre os grupos. Com respeito a ati-
vidade de MMPs, foi observada uma presenca maior da isoforma
ativa da MMP-2 em G1, sugerindo que a remodelagéo do tecido esta
ocorrendo. Conclusdo: Desta forma, nds concluimos que o processo
inflamatdrio desencadeado em pata de rato pode afetar o remode-
lamento de tenddes situados proximo ao local inflamado. Nivel de
Evidéncia I, Estudos Progndsticos - Investigacao do Efeito de
Caracteristica de um Paciente Sobre o Desfecho da Doenca.

Descritores: Tendao do calcaneo/lesoes. Inflamagéo. Carragenina.

ABSTRACT

Objective: To analyze the characteristics of the Achilles tendon
of rats after induction of localized inflammation in the rat paw.
Methods: In our study three groups were used: inflamed group
with carrageenan in rat paw (G1); saline group (G2) and control
group (G3). After 4 hours the animals were euthanized and the
Achilles tendon removed. Results: No significant differences were
observed in the analysis of non-collagenous proteins, glycosa-
minoglycans and hydroxyproline in the groups but a tendency of
reduction was verified in G1. About the organization of collagen
molecules, no differences were observed between groups. With
respect to MMPs activity, a stronger presence of the active isoform
of MMP-2 in G1 was observed, suggesting that the remodeling was
occurring. Conclusion: Thus, we conclude that the inflammatory
process in rat paw may affect the remodeling of tendons located
near the inflamed site. Level of Evidence I, Prognostic Studies
- Investigating the Effect of a Patient Characteristic on the
Outcome of Disease.
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INTRODUGAO

O ndmero e a incidéncia de lesdes tendineas tém aumentado
substancialmente nas Ultimas décadas.!? Tem sido estimado que
as lesdes tendineas perfagam de 30% a 50% de todas as lesdes
que sao relacionadas ao esporte. Dentre estas lesbes, as que
acometem o tendao de Aquiles tém sido prevalentes tanto entre
atletas quanto no publico em geral. O tendao de Aquiles é con-
siderado o mais forte do corpo humano,® mas é também o mais
afetado por lesdes, seguido pelo tendao flexor digital.* Geralmente,
as lesdes do tendao de Aquiles tém duas diferentes origens: (1)
alguns sintomas sao causados somente lesdo induzida pela carga
excessiva ou degeneragéo tendinea (sem qualquer doenga sisté-
mica predisponente); e (2) algumas vezes uma doenga sistémica,

tal como a artrite reumatoide, pode se manifestar com sintomas
no tendéo de Aquiles.®

A matriz extracelular (MEC) dos tenddes é composta de colageno
(principalmente do tipo ) e elastina, ambos possuindo 65-80%
e 1-2% da massa seca do tendao respectivamente. Colageno
e elastina estdo embebidos em uma matriz de proteoglicanos,
proteinas nao colagénicas e agua.

Entre os elementos que participam do processo de reparo tendi-
neo apds uma leséo, atuando através das fases de cicatrizagao,
estdo enzimas tais como as metaloproteinases (MMPS) as quais
estdo envolvidas no remodelamento da MEC dos tendbes.’ A
MMP-2 (gelatinase) digere a gelatina, a qual é uma forma de co-
lageno desnaturado. E relatado na literatura que a concentragao
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de MMP-2 esté elevada ap6s a leséo participando tanto da degra-
dagao quanto do remodelamento do colageno.®

Tenddes e ligamentos sdo estruturas que séo afetadas por diferen-
tes patologias tais como lesdes por esforgo, infeccao e inflamagéo,
podendo haver ruptura. Muitos trabalhadores e atletas que fazem
esforgos repetitivos precisam se afastar de suas atividades diérias
guando hé inflamagéo tendinea.”

A inflamagéo pode ocorrer diretamente em tenddes ou ligamentos,
mas em muitos casos a inflamagéao pode ser encontrada em tecidos
adjacentes. O processo inflamatério em tecidos proximos ao tendao
de Aquiles e as alteracOes causadas por este processo na MEC
do proprio tendao ainda é pouco conhecida. Estudos recentes no
tendéo flexor digital profundo® e no tenddo do musculo supraspinal
no ombro® mostraram mudangas biogquimicas e estruturais na MEC
destes tenddes quando proximos de um sitio de inflamacéo. Entre-
tanto, n&o héa estudos demonstrando se ha alteracdes no tendéo de
Aquiles quando h& uma inflamagao em tecidos adjacentes. Nossa
analise consiste em verificar se um processo inflamatério na pata
de ratos causa alteragdes no tenddo de Aquiles.

MATERIAIS E METODOS

Grupos Experimentais

O uso dos animais foi de acordo com a Convencéao Européia para
a Protecéo dos Animais Vertebrados Utilizados para Fins Experi-
mentais e Outros Fins Cientificos e é consistente com os principios
éticos da experimentacao animal adotado pelo Colégio Brasileiro
de Experimentagdo Animal (COBEA) e foi aprovado pelo Comité
de Etica em Experimentagao Animal da Universidade Estadual de
Campinas, SP, Brasil e arquivado sob o n° 2259-1.

Ratos Wistar machos com 140-160g foram mantidos com livre
acesso aragao e agua durante o periodo experimental. Os grupos
foram divididos em 3 Grupos: (G1) que recebeu injegdo subcutanea
de 1% (0,1ml) carragenina tipo IV (Sigma cod. 22039) dissolvida
em salina'®, (G2) que recebeu salina (NaCl 0,9%) e (G3) que nao
recebeu aplicacéo na pata direita. Depois de 4 horas de aplicagao
0s animais foram eutanaziados por overdose de isofluorano e seus
tenddes foram coletados.

Quantificacao de proteinas e glicosaminoglicanos sulfatados

Os tenddes de Aquiles foram imersos em 50 volumes de cloridrato de
guanidina 4M, e o sobrenadante foi usado para andlises bioquimicas
de proteinas ndo colagénicas pelo método de Bradford'' e dosagem
de glicosaminoglicanos pelo método de dimetilmetileno blue.™

Quantificacao de hidroxiprolina

Os fragmentos de tenddes foram imersos em acetona por 48 horas
e cloroférmio: etanol por 48 horas. Depois, os fragmentos foram
hidrolisados com HCI 6N (1ml/10mg tecido) e o hidrolisado foi
neutralizado com NaOH 6N e tratado com solugdo de cloramina
T 1.41% e p-dimetilaminobenzaldeido 15%. Posteriormente, as
amostras foram incubadas a 60°C por 15 minutos. A solugao com
hidroxiprolina foi resfriada até atingir a temperatura ambiente e as
absorbancias foram medidas em 550nm.

Zimografia para gelatinases

Os tenddes foram tratados de acordo com Marqueti et al.'® Os
fragmentos de tenddes foram imersos em uma solugéao de tris-
-HCI 50mM (pH 7.4), NaCl 0,2M, CaCl, 10mM, e triton 0,1% e um
coquetel inibidor de protease 1% (Sigma P8340) para a extragao
de proteinas a 4°C por 2 horas. Nos géis, foram aplicadas 20ug de
proteina por amostra. O gel contendo 10% de acrilamida e 0,1% de
Acta Ortop Bras. 2012;20(5): 266-9

gelatina foi mantido a 4°C e apds o final da eletroforese, o gel foi
lavado com triton x-100 2,5% e incubado por 21 horas em solugéo
de tris-HCI 50mM ( pH 7.4) NaCl 0,1M e azida sddica 0,03% a
37°C. O gel foi corado com coomassie brilliant blue R 250 por 1
hora. Os géis foram lavados com uma solugao contendo 50% de
metanol e 10% de acido acético, para observagéo das bandas
negativas das proteinas correspondentes as enzimas. As bandas
foram quantificadas em imagem negativa por densitometria usan-
do o software Scion Image Alpha 4.03.2.

Analise por microscopia de luz

Os tenddes foram fixados em uma solugéo contendo formaldeido
4% em tampéo Millonig (fosfato de sddio 0.13M, NaOH 0.1M - pH
7.4) por 24 horas a temperatura ambiente. Em seguida os tenddes
foram lavados em agua corrente durante 6 horas, desidratados
em banhos de é&lcool, seguido de diafanizacdo com banhos de
xilol e incluidos em parafina (Histosec,Merck). Foram realizados
cortes seriados longitudinais de 7um. Para observacgéo das fibras
de colageno, os cortes foram corados com Ponceau SS 0.025%
e acido acético 2% por 1.5 minutos e o dicroismo linear foi obser-
vado em microscépio de polarizagdo.'

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados como média = desvio padréo. Os
resultados foram obtidos com um ndmero de cinco animais por
grupo. Apods a coleta dos dados, foi realizada a andlise estatistica
de variancia ANOVA, seguido pelo teste de Tukey com nivel de
significancia p<0,05. O programa estatistico utilizado foi GraphPad
Prism®, version 3.0.

RESULTADOS

Em nosso estudo, analisamos a matriz extracelular do tendao de
Aquiles, apds aplicagédo do agente inflamatério na pata de rato.
Em 4 horas, um edema foi observado na pata dos animais em G1
(resultado nao mostrado), confirmando que a inflamagao induzida
pela carragenina esté ocorrendo. Este edema nao foi detectado
em outros grupos.

Nossos resultados mostraram que o tendéo sofre algumas alteragoes
na concentragdo de seus elementos estruturais, tais como hidroxi-
prolina, glicosaminoglicanos e proteinas ndo colagénicas. (Figuras
1, 2 e 3) Estes elementos mostraram menor concentragdo em G1
quando comparado a G2 e G3. Contudo, estes resultados nao foram
diferentes significativamente (p>0,05), mas isso indica uma tendéncia
de diminuigdo em ratos que receberam o agente inflamatério na pata.
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Figura 1. Concentragcdo de glicosaminoglicanos (mg/g de tecido).
Menor concentragéo foi observada em G1, contudo néo é significante
em relagdo quando comparado a G2 e G3.
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Figura 4. Analise de zimografia: a presenga da MMP-2 ativa (62 kDa)
com maior atividade em G1.

Figura 2. Concentracdo de proteinas ndo colagénicas (mg/g de teci-
do) Uma menor concentragéo foi detectada em G1, porém néo teve
diferenca significativa quando comparada a G2 e G3.
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Figura 3. Concentragdo de hidroxiprolina (mg/g de tecido seco) de
tenddo de Aquiles. Uma menor concentragao foi detectada em G1,
mas néo teve diferenca significativa quando comparado a G2 e G3.

Como pode ser visto nas Figuras 4 e 5, a anélise das bandas
de MMP-2 na zimografia mostraram a isoforma ativa (62 kDa) da
MMP-2 com maior atividade em G1 quando comparado a G2 e G3.
A proMMP-2 teve um aumento em G1 e G2 e a atividade da MMP-2
(isoforma ativa e intermediéria) aumentou em G1 em relagdo a G2
e G3. A MMP-9 néo foi detectada nos grupos.

Em relagcao ao dicroismo linear que detecta a organizagéo das
moléculas de colageno, nenhuma organizagéo foi observada nos
grupos. (Figura 6)

DISCUSSAO

Patologias que afetam os tenddes, que incluem dor crénica e rup-
tura, séo agora denominadas “tendinopatias”. Apesar do papel da
inflamagéo ainda ser discutido, é conhecido que as tendinopatias
séo primariamente condigoes degenerativas e frequentemente nao
existem células inflamatérias ao redor da lesdo.'®

Em nossas andlises, foi observado o efeito da inflamacéo induzi-
da em pata de rato na matriz extracelular do tendao de Achiles.
Embora os resultados das dosagens de GAG, PNC e HO-Pro
em G1, G2 e G3 nao terem sido significativamente diferentes,
observou-se uma menos concentracdo destes componentes em
G1. Estudos prévios tém demonstrado um decréscimo na con-
centragao de PNC e GAG, e mudangas estruturais no tendao
flexor digital profundo (TFDP) quando analisados 4 horas apds
a indugdo da inflamagéo em pata de rato e até mesmo um infil-
trado de células foi evidenciado no epitendéo destes tenddes.®
Entretanto, o tenddo de Achilles ndo demonstrou modificagdes

Figura 5. Atividade da MMP-2 do tendao apés inflamagéao instala-
da em pata de rato. A pro-MMP-2 (72kDa) e MMP-2 ativada (68 e
62kDa). Observar o aumento da atividade da MMP-2 em G1 quando
comparado a mesma isoforma em G2 e G3. A proMMP-2 apresentou
um aumento em G1 e G2.

E

Figura 6. Organizacédo de moléculas de colageno no tendéo de Aqui-
les. Em A, C e E, os cortes estdo em paralelo; B, D e F, os cortes
estdo perpendiculares ao plano de luz polarizada. A e B (G1), C e
D (G2), E e F (G3). Nenhuma diferenca foi encontrada no dicroismo
linear entre os grupos.
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estruturais no epitendéo, bem como nas fibras de colageno que
0 compode (resultados nao mostrados). Sabe-se que durante um
processo inflamatério um dos primeiros eventos que ocorrem ¢ a
degradacéo dos elementos da matriz extracelular, para posterior
reorganizacao do tecido,® fato que pode explicar a diminuigéo
destes elementos na matriz extracelular.

As metaloproteinases (MMPs) é o principal grupo de enzimas
responsavel por regular a composi¢ao dos componentes celulares
e de matriz extracelular. A expressao da maioria das MMPs normal-
mente € baixa nos tecidos e é induzida quando o remodelamento
da matriz extracelular se faz necesséario.'”” MMPs sao importantes
reguladores do remodelamento da matriz extracelular, e seus niveis
se alteram ao longo do processo de cura e inflamacéo'® e tem
como objetivo restabelecer a homeostase através da degradagéo.
Presume-se que a maior atividade da MMP-2 em G1 possa ser
a explicagdo para a tendéncia a diminuigédo de HO-Pro, GAGs e
PNC. A proMMP-2 aumentou em G1 e G2, entretanto em G3 a
mesma permaneceu em baixa quantidade, de acordo com o0s
resultados de densitometria. A MMP-9 & um indicador do processo
inflamatério no tecido'®? entretanto nao foi detectada em nossa
andlise, e apesar de nossos resultados apontarem alteragdes com
relagao as gelatinases da matriz extracelular, podemos afirmar que
o tendao néo estava inflamado.

Acreditamos que o processo inflamatorio atingiu de forma branda
a matriz extracelular do TFDP do que em trabalhos anteriores®
onde foi observado no tenddo supraespinhoso uma infiltragao
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de macrdéfagos e desorganizacao das fibras de colageno, assim
como o decréscimo na presenga da fibronectina. Entretanto, ndo
foram observadas diferencas nas moléculas de coldgeno em nos-
so estudo. O tendéo de Achiles esta consideravelmente distante
do local de inducao da inflamagéo aguda, o que pode indicar que
a agéo dos agentes inflamatérios na matriz extracelular ocorreu de
forma mais fraca. Provavelmente se o processo inflamatério tivesse
sido provocado mais proximo do tenddo de Achiles, modificagdes
mais intensas de seus componentes de matriz extracelular teriam
sido observados, como em estudos prévios.8®

CONCLUSAO

Os resultados indicaram que injUrias situadas proximas ao tendao
pode ocasionar modificacdes no processo de remodelamento do
tecido tendineo, promovendo um desbalango entre a degradagao
e substituicdo dos elementos de matriz extracelular, o que pode
ocasionar uma predisposigéo a futuras injdrias e mesmo levar a
uma ruptura. Futuros estudos devem ser realizados de maneira a
avaliar os diferentes niveis de inflamagéo, assim como diferentes
locais adjacentes ao tendao, para observar sua influéncia sob a
composicao e organizacao do tendao.
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