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RESUMO. O tend&o calcaneo por ser uma estrutura altamente exigida no dia a dia e na prética
de exercicios fisicos esta sujeito a rupturas, essas podem ocorrer em situacées em que ha uma
interrupgao abrupta da carga aplicada ao tend&o, modificando sua funcionalidade e afetando a
movimentacdo cotidiana dos animais. O processo de reparo da lesdo é altamente importante,
destacando-se a fase inflamatdria, onde podem ser empregadas terapias, como 0 uso de
hidrocortisona (HID), em busca de acelerar o processo de recuperacdo plena da movimentagéo
pos lesdo. Para monitorar esse periodo é possivel estimar a atividade espontanea (AE) de
animais mantidos em cativeiro, seus registros podem ser empregados para avaliar a eficacia de
terapias durante a recuperacéo de lesdes em tenddes. A AE baseia-se nas a¢des envolvidas na
sobrevivéncia de um animal, como exploracdo do ambiente, interacdo com outros animais, fuga
de predadores e autolimpeza. Nesse contexto, desenvolveu-se a pesquisa onde ratos machos da
linhagem Wistar foram submetidos a avaliacdo dos niveis de AE ap6s modelo de inducéo
cirtrgica de lesdo no tenddo calcaneo e tratamento com HID, por meio da técnica de
gravimetria. Apos a infiltracdo terapéutica com hidrocortisona, que tem poder anti-inflamatorio,
nota-se que a queda de AE dos animais foi atenuada, sugerindo que esta é diretamente
relacionada ao bem-estar animal, a lesdo afeta ndo apenas padrées morfoldgicos do tenddo, mas
tambeém induz a neuropatia, assim a dor e fraqueza.
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ABSTRACT. The Achilles tendon is a highly demanded structure in the practice of physical
exercises, it is subject to ruptures, which can occur in situations where there is an abrupt
interruption of the load applied to the tendon, modifying its functionality, and affecting the
daily movement of the animals. The injury repair process is highly important, highlighting the
inflammatory phase, where therapies such as the use of hydrocortisone (HYD) can be used to
accelerate the process of full recovery of post-injury movement. To monitor this period, it is
possible to estimate the spontaneous activity (SPA) of animals kept in captivity, their records
can be used to evaluate the effectiveness of therapies during the recovery of tendon injuries.
SPA is based on the actions involved in the survival of an animal, such as exploration of the
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environment, interaction with other animals, escape from predators and self-cleaning. In this
context, male Wistar rats were submitted to the assessment of SPA levels after a model of
surgical induction of injury to the Achilles tendon and treatment with HYD, using the
gravimetry technique. After therapeutic infiltration with hydrocortisone, which is anti-
inflammatory, the fall in the SPA of the animals was attenuated, suggesting that this is directly
related to the animal's well-being, the lesion affects not only morphological patterns of the
tendon, but it also induces neuropathy, thus pain and weakness.

Keywords: Spontaneous activity. Achilles tendon. Lesion. Hydrocortisone.
INTRODUCAO
Tend&o calcéaneo e o processo de cura

TendGes possuem um arranjo de fibras hierarquico, iniciando pelas fibras de colageno
tipo 1, que criam fibrilas, estas por sua vez constituem fibras, que formam fasciculos e por
ultimo o tenddo em si. As fibras de colageno sdo consideradas uma unidade fundamental para
transmisséo de forca por todo o tendédo, séo densamente arranjadas dentro da matriz extracelular
(MEC) e orientadas de forma paralela ao eixo 0sso-musculo. Uma imensidade de moléculas da
MEC, incluindo col&geno, elastina, proteoglicanos e glicoproteinas estdo envolvidas com a
fibrogénese do colageno tipo | do tenddo (NOURISSAT, BERENBAUM, DUPREZ, 2015 apud
MIENALTOWSKI, BIRK, 2014, p. 802).

A estrutura do tenddo é organizada para suportar até 200% de deformacdo antes da
ruptura, isso gracas a elastina, porém, o envelhecimento atrelado a incapacidade de prover boas
condicdes de recuperacdo, pode modificar essa configuracdo, promovendo o acUimulo de
mucina, fibrina e colageno tipo Il e VII. A forca de tensdo do tenddo curado pode ser de um
terco em relacdo a de um tenddo intacto, sendo assim, a qualidade do tecido é altamente
dependente do modo como o colageno se organiza (DORAL et al, 2010; MANSUR et al, 2020).

As lesBes teciduais que acompanham a morte celular e/ou destruicdo da matriz
extracelular sofrem um processo de cura que se da por regeneracdo ou cicatrizacdo. Na
regeneracdo, o tecido morto é substituido por outro morfofuncionalmente idéntico, entretanto,
na cicatrizagdo, um tecido neoformado originado do estroma (conjuntivo ou glia) substitui o
tecido perdido (BOGLIOLO, 2016).

O processo inflamatorio se divide em agudo e cronico, no caso, a lesdo aguda é aquela
que ocorre pela primeira vez em determinado musculo, com tempo de evolucéo inferior as trés
semanas necessarias para sua perfeita cicatrizacdo. J& na leséo cronica, poderia ser decorrente
de leséo aguda, leva a presenca de fibrose cicatricial abundante, em consequéncia da gravidade
da les&o, terapéutica inadequada ou mesmo néo tratada. (CARAZZATO, 1994)

A inflamacdo ou a sua resolucdo, sdo consideradas necessarias para a cura ideal,
sugerindo que uma inflamac&o prolongada teria efeitos negativos na cicatrizacdo do tendé&o.
Todavia, € necessario avaliar quanto ao uso adequado dos corticoides, pois, embora a
inflamacdo auxilie na remogé&o das infecgdes e outros estimulos nocivos, a reagdo inflamatodria
e 0 processo subsequente de reparo podem, contudo, causar danos consideraveis. Portanto, ha
necessidade de tratamento eficaz e rapido, pois uma inflamacao prolongada pode lesar o tecido
saudavel restante (ROBBINS, COTRAN, KUMAR, 2013).
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Uso da gravimetria para mensurar a atividade espontanea

O modelo de experimentacdo animal, principalmente roedores, € amplamente utilizado
na realizacdo de procedimentos invasivos, e métodos que avaliam efeitos de uma terapia em
animais sem alterar o ambiente e interferir no comportamento séo Uteis em estudos fisiologicos.
Nesses casos, a avaliacdo de atividade espontanea (AE) se torna um parametro interessante.

A locomocdo € caracteristica da vida dos animais, sendo um elemento chave do dia a
dia, e para ser caracterizada como AE, deve ser uma atividade necessaria para a sobrevivéncia
e homeostase fisioldgica. Sendo assim, sdo pilares desse conceito as acdes envolvidas na
sobrevivéncia e gasto energético, estando essas associadas as atividades diarias relacionadas a
exploracdo do ambiente, para busca de alimento e abrigo, interacdo com outros animais
similares ou a fuga de predadores, além da autolimpeza (GARLAND et al, 2011).

Portanto, no contexto laboratorial é importante considerar que cada espécie possui um
habito caracteristico, sendo os roedores animais de habitos noturnos. O ambiente em que €
conduzida a pesquisa deve ser similar ao natural e é essencial que 0 método a ser utilizado para
mensurar a AE, restrinja-se a0 minimo contato humano, condi¢cdes em que haja baixa
quantidade de luz, e temperatura ambiente adequada. Pois altera¢fes nos padrdes que simulam
0 habitat natural dos animais podem estressar e alterar seu comportamento base.

Considerando essa problematica, Biesiaecki et al, (1999), idealizaram a técnica de
gravimetria, onde é possivel mensurar a AE causando interferéncias minimas, o principio do
método é de que as atividades realizadas pelos animais induzem forca na plataforma onde o
cativeiro esta localizado, esta pode ser registrada (pelas células de carga) como uma mudanca
no peso. As células de carga, comp&em o sistema sendo pequenos dispositivos que deformam
se comprimidos ou tracionados, porém apos a retirada da pressao voltam a seu estado original.
Essa capacidade pode detectar diferencas na atividade de animais dormindo e caminhando e
representa uma balanca, onde a variacdo dos registros de peso captados (causados pela
movimentacdo dos animais) possui uma razdo diretamente proporcional onde a maior
movimentacdo é relativa a uma maior variacdo no registro dos valores da célula de carga
posicionada abaixo da gaiola. (REIS, 2021).

Hidrocortisona

A hidrocortisona se caracteriza por ser um hormdnio sintético proveniente da familia
dos glicocorticoides, possuindo estrutura similar @ do hormdnio cortisol. O mecanismo de acéo
dos glicocorticoides é multiplo, altamente complexo e ndo completamente entendido. Uma via
importante envolve a ativacdo dos receptores especificos para glicocorticoides, que implica na
alteracéo de transcricdo de genes e promove a expressdo de genes anti-inflamatérios, além de
atuarem na inibicéo do processo de marginacao e consequente apoptose de neutréfilos (DEAN
et al., 2014; CZOCK et al, 2005).
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Figura 1 — Comparacéo entre a estrutura do cortisol e hidrocortisona. Ha similaridade estrutural entre o
hormoénio cortisol e hidrocortisona, a hidrocortisona se distingue pela troca do grupo hidroxila presente no carbono
11 por ligagéo dupla com oxigénio e a perda da ligagdo dupla entre o carbono 4 e 5. (Fonte: proprio autor).

O perfil lipofilico dos glicocorticoides contribui para sua facilidade em atravessar a
membrana celular, onde no caso da hidrocortisona, ao se ligar a receptores especificos gera
blogueio do seu sitio e recrutamento de fatores de transcricdo promotores de genes que inibem
a sintese de citocinas e codificam produtos anti-inflamatérios (CAMARA et al, 2021). Essa
ligacdo também inibe as enzimas que induzem o processo de inflamacédo e recrutam células
inflamatdrias. Devido a este fator, a hidrocortisona tem seu processo de a¢éo classificada como
curta, pois suprimem o ACTH (horménio adrenocorticotrofica) em até 12 horas
(NASCIMENTO; FERREIRA, 2022).

No contexto da lesdo tendinosa, os anti-inflamatérios podem ter efeitos diferentes
dependendo de quando sdo administrados. A inibi¢do da inflamacéo com anti-inflamatérios ndo
esteroidais durante a fase inflamatdria inicial tém um efeito prejudicial no reparo da lesdo
(HAMMERMAN et al., 2015; VIRCHENKO; SKOGLUND; ASPENBERG, 2004). Cada fase
inflamatoria esta associada aos estagios de recuperacdo apos rotura cirdrgica do tendao calcaneo
de ratos, onde ha predominancia da fase inflamatoria a partir no 3° dia, da fase proliferativa
entre 0 8° e 14° dia e da fase de remodelacdo no 21° dia. Apds esse periodo, a formacdo 6ssea
endocondral pode ocorrer durante os estagios tardios de remodelacdo. O calo do tenddo tende
diminuir a partir do 14° dia, sugerindo que alguns dos genes regulados positivamente podem
estar envolvidos na melhoria da flexibilidade do tecido, em vez de tornar a matriz mais forte e
rigida (ELIASSON et al, 2009).

O uso de corticosteroides em lesdo de tenddo é bastante relatado na literatura, porém
existe uma controversia sobre sua efetividade na cicatrizacdo da leséo. Onde ha efeito deletério
no tendao através da injecédo de corticoide local, devido a supressdo da sintese de colageno e a
proliferacéo de fibroblastos (FRANZ, 2007; GUO; DIPIETRO, 2010) e retardo da cicatriza¢éo
da lesdo, causando degeneracéo e prejudicando as propriedades biomecénicas (MUTLU et al.,
2015; ABE et al., 2012).

Nesse contexto, buscamos elucidar duvidas relacionadas a contradicdo entre os estudos
sobre a cicatrizagdo do tend&o e terapias empregadas no tratamento. Propondo a avaliacéo de
atividade fisica espontanea de ratos machos da linhagem Wistar submetidos a terapia com HID
durante a recuperacdo da lesdo induzida do tenddo calcaneo. Utilizando esse método para
mensurar a AE, é possivel tracar o padrdo de comportamento do animal em condicdes
saudaveis, assim alteracfes nesse padrdo provenientes da lesdo, como também a interferéncia
no processo de inflamacao causada pela infiltracdo terapéutica torna possivel esclarecer se o
uso de hidrocortisona torna o processo de reparo tecidual um estdgio com menos consequéncias
a qualidade de vida do paciente.
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METODOLOGIA

Todos os procedimentos previstos foram previamente submetidos e aprovado pelo
Comité de Eticana  Utilizacdo de Animais  da Universidade S&o Francisco , protocolo
n°® V2 005.05.2021 os procedimentos relacionados a separagdo de grupos, inducdo da lesdo,
tratamento e eutanasia dos animais utilizados na pesquisa.

Os animais foram divididos em grupos de acordo com a intervencdo a ser analisada, em
cada viveiro havia 4 roedores, sendo a separagéo realizada da seguinte forma:

Tabela 1 — Divisdo dos grupos experimentais.

Grupos Procedimento empregado

Grupo Controle (CTL) Né&o sofreram intervencéo

Grupo Leséo (LES) Sofreram apenas intervengdo cirlrgica de rotura do
tendao

Grupo Hidrocortisona (HID) Receberam apenas a infiltracdo de hidrocortisona

Grupo Lesdo + Hidrocortisona (LES + Sofreram intervencdo cirtrgica e infiltracdo de
HID) hidrocortisona
Fonte: préprio autor.

Os roedores chegaram ao biotério com 28 dias de idade e permaneceram em adaptacao
por 30 dias, nesse periodo a AE ja era mensurada. A partir de 60 dias de vida foram iniciadas
as intervencdes. Durante todo o periodo os animais tinham acesso a alimentacdo e agua em livre
demanda.

Procedimento cirargico

Para a anestesia, 0s ratos foram anestesiados antes das cirurgias. Foi utilizada uma
mistura de Cetamina (30,25 mg/kg), Xilazina (6,25 mg/kg) e Acepromazina (1,25 mg/kg), que
foi administrada por via intraperitoneal, (WELBERG et al., 2006) possibilitando uma anestesia
com duracgéo de 30 a 40 minutos. Apds as anestesias, cada perna a ser operada foi limpa com
uma l&mina e solucéo higienizante. Os procedimentos cirargicos s6 foram iniciados apds a total
perda de consciéncia de cada animal, que foi testada encostando-se a lamina do bisturi na pele
glabra (reflexos). Se ndo houve resposta motora do animal, entendeu-se que 0 mesmo esta
preparado para ser operado.

Apdbs o preparo, a ruptura do tenddo calcaneo seguiu o modelo proposto por
Akamatsu et al (2014). O tenddo calcaneo foi seccionado transversalmente a uma distancia de
4 a 5 mm proximais a inser¢do do tenddo calcaneo, e 5 mm lateralmente ao tenddo, com a
utilizacdo de uma lamina cirargica n° 11. Apds o para-tenddo e o tenddo serem expostos e
seccionados, foi realizada uma sutura com ponto simples utilizando fio nylon 4.0 (ndo
absorvivel), finalizando com aplicacao de antibidtico (Vancomicina).

Tratamento e eutanasia
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Para o tratamento da lesdo, as patas traseiras esquerdas dos ratos foram esterilizadas por
antissepsia com uma solucgéo de clorexidina alcodlico (Riohex 0,5% Digliconato de Clorexidina
0,5%). A dose de corticoide foi determinada em 0,4 mg/kg (1 mg de prednisona, 4 mg de
hidrocortisona) (AOYAGI et al., 2019). A injecdo percutanea localizava-se a cerca de 4 a 5
centimetros de distancia da insercdo do tend&o calcaneo (grupos Hid e LES + Hid ), no
décimo segundo dia ap6s as cirurgias. A dose foi determinada em 0,1 mL (0,7 mg)
(AKAMATSU et al., 2014; ARSLAN et al., 2020).

Os animais foram eutanasiados conforme o proposto por Laferriere e Pang (2020), por
meio de uma injecdo intraperitonial de pentobarbital a uma concentracdo de 10%, em dose Unica
de 10 mL para cada rato.

Analise da atividade espontanea

Foram 4 grupos analisados (controle; rotura do tenddo calcaneo; tratados com
hidrocortisona e lesdo mais rotura do tenddo calcaneo), a avaliacdo da eficacia do tratamento
foi conduzida durante duas fases da pesquisa, na primeira fase os animais que foram submetidos
a cirurgia passaram 12 dias consecutivos em recuperacdo onde a AE foi monitorada, a
infiltracdo com hidrocortisona ocorreu apos esse periodo no 12° dia.
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Figura 2 — Esquema do sistema de gravimetria. llustracdo do sistema de pesagem utilizado para determinagéo da
atividade espontanea dos roedores em cativeiro. (Fonte: Proprio autor)

Uma plataforma de suporte estava posicionada sob a gaiola dos animais, uma célula de
carga posicionada abaixo da plataforma registrou os dados em uma frequéncia de 20 Hz, os
dados eram amplificados e enviados ao Arduino, previamente a analise dos dados, os sinais
foram refinados, para remover ruidos. A AE dos animais foi determinada pelo poés-
processamento dos sinais de gravimetria utilizando uma aplicacdo desenvolvida
especificamente em ambiente Jupyter Notebook utilizando linguagem Python 3. Os sinais
brutos foram avaliados para obtencdo da diferenca entre valores sequenciais e esses foram
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processados por uma fungdo modular para conversédo de valores negativos em positivos. O sinal
processado resultante foi utilizado no dominio do tempo na determinacdo da AE por meio do
calculo do valor médio. Ainda, os valores foram relativizados pela massa total dos animais
presentes na respectiva gaiola.

A estatistica dos dados foi gerada pelo método Anélise de Variancia (ANOVA) two-
way, e teste post-hoc de Newman-Keuls (p<0,05) para verificar as diferencas intragrupos, sendo

as variantes empregadas a presenca de lesdo induzida nos animais e a terapia com
hidrocortisona.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de atividade espontanea foram obtidos no periodo noturno, sendo
considerado o horario das 18pm até 6am, esse € o periodo adequado a analise por serem animais
de habito noturno, sendo assim, esse € momento de maior atividade dos roedores.
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Infiltracido Terapéutica

Figura 3 — Atividade espontanea noturna (18pm — 6am). Valores de atividade espontanea dos grupos de estudo,
apresentados em valor percentual do grupo CTL. Periodo de analise da terapia empregada dividido em duas fases,
previa a infiltracdo e posterior. CTL: grupos controle; LES: grupo lesdo; HID: grupo unicamente tratado com
hidrocortisona; LES + HID: grupo leséo induzida mais tratamento. * Diferente do grupo controle. (Fonte: Préprio
autor).

No periodo anterior a infiltracdo terapéutica ndo ha diferenca estatistica entre 0s grupos.
A segunda fase foi realizada apds a aplicagdo da terapia com hidrocortisona, onde por meio dos
valores de AE nota-se que a hidrocortisona foi capaz de atenuar os efeitos deletérios a
movimentacdo dos roedores, causada pela leséo.

E possivel que a menor AE observada no grupo LES em comparagio com o grupo CTL
seja causada pela perda da configuracdo original do tend&o, e consequentemente diminuic¢éo do
volume muscular com infiltracdo celular e gordurosa, acimulo de tecido fibrotico, declinio das
células-tronco musculares e desorganizacdo das fibras colagenas que podem acompanhar a
perda da massa muscular (GIL-MELGOSA et al, 2022).
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Ou seja, sugere-se que AE esta ligada diretamente as condi¢des de satde dos animais, a
lesdo afeta ndo apenas padrdes morfoldgicos do tendao, mas também induz a neuropatia, assim
a dor e fraqueza causadas podem ser atenuadas pelo uso de farmacos que inibem a inflamacéo,
diminuindo a vasodilatacdo/permeabilidade dos vasos e transcricdo de genes promotores de
citocinas pro-inflamatorias, como algumas Interleucinas (IL-1, IL-2, IL-6, 1L-8), fator de
necrose tumoral e fator estimulador de col6nias de granulécitos e macréfagos, sendo esses
efeitos causados pela acdo da hidrocortisona (CAMARA et al, 2021).

As possiveis alterages histoldgicas e moleculares na tendinopatia sdo, sem ddvida,
consistentes com falha mecanica do tenddo e uma resposta de cicatrizacdo falha persistente.
Portanto a terapia se apresenta sendo importante no alivio da dor a curto prazo, esses resultados
fornecem motivos plausiveis pelos quais utilizar a hidrocortisona visando trazer qualidade de
vida no processo de cura, porém é importante considerar o uso de terapias conjuntas, as quais
trabalhem também a recuperacéo histolégica e ndo apenas o tratamento da tendinopatia.

CONCLUSAO

O rompimento unilateral do tenddo reduziu a AE no grupo LES, perfil ndo evidenciado
no grupo LES + HID. Portanto a infiltracdo com hidrocortisona pode ter sido responsavel por
atenuar a queda da atividade espontanea dos animais, devido a sua acdo anti-inflamatoria, que
inibe genes presentes no processo envolvido na cascata inflamatéria. Com inflamagéao reduzida,
sinais como dor e perda de funcdo no tenddo afetado sdo reduzidos, tornando possivel a
retomada das atividades diarias.
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