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RESUMO

Tendinopatia é o estado clinico no qual ha dor, diminuicdo da fungéo dos tenddes e
estruturas proximas e edema local ou difuso. O agulhamento a seco (AS) vem trazendo
bons resultados para o tratamento de tendinopatia. Nessa técnica sao inseridas agulhas
hipodérmicas de maneira profunda diretamente no tendao, levando ao sangramento local
com a inteng¢ao de transformar um processo crénico que nao cicatrizou corretamente em
um processo agudo. O objetivo do presente estudo foi analisar os efeitos terapéuticos do
agulhamento seco na tendinopatia induzida por colagenase no tendao calcaneo. Para o
tratamento, 81 animais foram divididos em cinco grupos: GC: Sem injec&o de colagenase
e sem tratamento; GL: Injecdo de colagenase e sem tratamento; GMI: Injecdo de
colagenase e tratamento com anti-inflamatério ndo esteroidal precoce; GMII: Injegdo de
colagenase e tratamento anti-inflamatério ndo esteroidal tardio; GAS: Injecédo de
colagenase e tratamento com agulhas secas diretamente na por¢ao média do tendao.
Para avaliagao foram realizados teste de locomogao (Open Field) no dia (D) 6 e D20,
exame ultrassonografico no D7, D14 e D21 e estudo histolégico no D7, D14 e D21.
Observou-se no grupo GAS que os animais aumentaram a locomog¢ao na 32 semana em
comparagao a 1 semana. No D21 a quantidade de fibras de colageno GC e GAS foi
superior ao observado em GL, GMI e GMII. A quantidade células inflamatorias por area
e a densidade de tendcitos foi maior no D7 que em D21 em GAS. Na avaliagcao
ultrassonografica, o escore da ecogenicidade no GAS D7 foi menor que o verificado em
D14 e D21. No D14, o escore de GAS foi maior que o observado em GMII. A regularidade
das fibras tendineas no GAS em D7 foi maior que o encontrado em D14. Conclui-se que
o0 agulhamento seco em tendinopatias e um método seguro e eficaz em relagédo a

producao de fibras de colageno, células inflamatérias, tendcitos e aumento da locomogao.

Palavras-chave: Agulha. Fisioterapia. Tendao. Tendinite.



ABSTRACT

Tendinopathy is the clinical state in which there is pain, decreased function of tendons
and nearby structures, and local or diffuse swelling. Dry needling (SA) has brought
good results for the treatment of tendinopathy. In this technique, hypodermic needles
are inserted deeply directly into the tendon, leading to local bleeding with the intention
of transforming a chronic process that has not healed properly into an acute process.
The aim of the present study was to analyze the therapeutic effects of dry needling on
collagenase-induced tendinopathy in the Achilles tendon. For treatment, the animals
were divided into five groups: GC: No collagenase injection and no treatment; GL.:
Collagenase injection and no treatment; GMI: Collagenase injection and early non-
steroidal anti-inflammatory treatment; GMII: Collagenase injection and late non-
steroidal anti-inflammatory treatment; GAS: Injection of collagenase and treatment with
dry needles directly into the middle portion of the tendon. For evaluation, locomotion
test (Open Field) was performed on day (D) 6 and D20, ultrasound examination on D7,
D14 and D21 and histological study on D7, D14 and D21. It was observed in the GAS
group that the animals increased locomotion in the 3rd week compared to the 1st week.
On D21, the amount of collagen fibers GC and GAS was higher than that observed in
GL, GMI and GMIIl. The amount of inflammatory cells per area and the density of
tendinous cells were higher on D7 than on D21 in GAS. In the ultrasound evaluation,
the echogenicity score in GAS D7 was lower than that verified in D14 and D21. On
D14, the GAS score was higher than that observed in GMII. The regularity of tendinous
fibers in the GAS on D7 was greater than that found on D14. It is concluded that dry
needling in tendinopathies is a safe and effective method in relation to the production

of collagen fibers, inflammatory cells, tendinous cells and increased locomotion.

Keywords: Needle. Physiotherapy. Tendon. Tendinitis.
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1. INTRODUGAO

1.1. Contexto e problema

Os tenddes ligam os musculos aos ossos e tém papel de transformar a forca
produzida pela contragdo muscular em movimento, de diminuir o impacto de forgas
externas e de limitar sobrecargas musculares (LOIACONO et al., 2019). Os tenddes
sdo constituidos de tecido conjuntivo, formado por elastina, proteoglicanos,
glicoproteinas e em maior quantidade encontram-se tenécitos e colageno (WINNICKI
et al., 2020), sendo que o colageno tipo | € o principal elemento, encarregado de
formar 65% a 80% do tendao (GRINSTEIN; GALLOWAY, 2018).

Em relacéo a lesdes em tenddes, ha uma discussao em relagéo a terminologia.
Tendinopatia € o estado clinico no qual ha dor, diminuicdo da funcao dos tenddes e
estruturas préximas e edema local ou difuso (STOYCHEV et al., 2020). O termo
tendinite deve ser utilizado em condi¢gdes que incluem processo inflamatério, mas
segundo Loiacono et al. (2019) a inflamacéao persiste somente até trés semanas e,
entdo, verifica-se degeneracdo, fazendo com que o termo tendinite acabe entrando
em desuso, sendo substituido pelo termo tendinopatia.

As tendinopatias no tendao calcaneo podem ser classificadas de acordo com o
local afetado, portanto, a tendinopatia de insercdo envolve a porgao inferior;
tendinopatia na porcdo média; e tendinopatia da jungdo musculotendinea que envolve
a porg¢ao superior do tendao. O tipo mais frequente é a tendinopatia na por¢gao média,
devido a diminui¢cdo da circulagdo sanguinea local (SILBERNAGEL et al., 2020). O
tendao calcaneo absorve a carga mais elevada do corpo, recebendo até 10 vezes do
peso corporal durante saltos ou corridas e como sua fungdo é exigente, o
acometimento é frequente em pessoas que realizem qualquer nivel de atividades
fisicas (DEDERER; TENNANT, 2019).

A etiologia da tendinopatia do tend&o calcaneo esta associada a fatores
intrinsecos e extrinsecos. Os fatores intrinsecos incluem diminui¢cao da vascularizacao
tendinea, alteracbes gastrocnémio-soleo, faixa etaria, género, peso corporal,
disfuncbes metabdlicas e alteragdes nas articulagbes do pé. Os fatores extrinsecos
estao relacionados a erros durante exercicios fisicos ou esfor¢o repetitivo sobre o
tendao. O esforgo repetitivo no tendao gera micro traumas, excedendo a habilidade
reparadora do tendao (STANIA et al., 2019).
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A tendinopatia é caracterizada por uma resposta de cura incorreta, com ruptura
das fibras de colageno e degeneragdo dos tenocitos (MAFFULLI et al., 2020).
Histologicamente, em amostras percebe-se 0 aumento na producgao do colageno tipo
Il e tipo Ill, sendo que o colageno tipo Ill € menos resistente a tragdo e
consequentemente, faz com que o tendao esteja mais propenso a rupturas durante a
cicatrizacdo (DEDERER; TENNANT, 2019). A degeneragdo pode evoluir para
calcificagbes ou nddulos palpaveis no tendao, diminuindo mobilidade e forga deste
(DEDERER; TENNANT, 2019).

Por ser uma patologia complexa, muitas vezes os pacientes manifestam
insatisfagdo com os resultados (JAYASEELAN et al., 2021) e, portanto, inumeros
tratamentos vém sendo estudados, ja que medicamentos anti-inflamatérios néo
esteroidais e corticoides n&o sao benéficos a longo prazo (KREY et al., 2015). Quando
essas alternativas conservadoras falham s&do necessarias outras opgdes que
estimulam a regeneracao dos tecidos (KREY et al., 2015). Alguns desses tratamentos
incluem terapia extracorpérea por ondas de choque (IRBY et al., 2020), plasma rico
em plaquetas (PRP) (FARES et al., 2021) e agulhamentos (LUNGU et al., 2018).

O agulhamento a seco (AS) vem trazendo bons resultados (JAYASEELAN et
al., 2021; KREY et al., 2015; LUNGU et al., 2018). Nessa técnica, para o tratamento
de tendinopatia séo inseridas agulhas hipodérmicas de maneira profunda, podendo
ser aplicadas de trés maneiras: 1) agulhamento seco dos musculos adjacentes
(FATIH; NURDAN, 2019); 2) agulhamento do tendao de maneira repetitiva (LUNGU
et al., 2018) e 3) agulhamento do tenddo de maneira estatica (UYGUR et al., 2021).
O agulhamento do tenddo normalmente é guiado por ultrassonografia e pode ser
realizado associado a inje¢ao de corticoides ou PRP, sendo essa técnica denominada
como agulhamento umido (JAYASEELAN; FALLER; AVERY, 2021).

O mecanismo de acdo incitado pelo AS ainda necessita estudos
(JAYASEELAN, et al., 2021). Quando a agulha entra em contato com o tend&o causa
micro traumas, levando ao sangramento local com a intencdo de transformar um
processo crénico que nao cicatrizou corretamente em um processo agudo. Areas que
apresentam degeneracao, voltam a primeira fase da cicatrizagdo, onde é liberado
fatores de crescimento, fatores inflamatorios e proliferagao fibroblastica (LUNGU et
al., 2018).

A avaliagao histolégica e imuno-histoquimica de tenddes saudaveis de ratos

submetidos ao agulhamento seco mostrou maior efetividade nas propriedades
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mecanicas, aumento de inflamacao, fluxo sanguineo e sintese de colageno tipo Ill no
grupo agulhado em comparagao ao grupo nao agulhado (RIGGIN et al., 2019). Em
uma revisao sistematica realizada recentemente sobre o AS em tenddes, 10 estudos
foram incluidos e todos apresentaram melhora estatistica da dor, funcdo e
desempenho muscular (JAYASEELAN et al., 2021). Em um estudo de meta-analise,
Krey et al. (2015), concluiram que o PRP e AS no tratamento de tendinopatia, se
mostrou eficiente quando avaliado o desempenho funcional apdés 3 meses de

tratamento, ndo apresentando diferenca estatistica entre os dois tratamentos.

1.2.  Objetivos

Objetivo Geral
Analisar os efeitos terapéuticos do agulhamento seco na tendinite induzida no

tendao calcaneo.

Objetivos Especificos

e Avaliar os efeitos do agulhamento seco na tendinite induzida no tendao calcaneo
por meio da analise da locomocao;

e Avaliar os efeitos do agulhamento seco na tendinite induzida no tendao calcaneo
por meio de exame ultrassonografico;

e Avaliar os efeitos do agulhamento seco na tendinite induzida no tendao calcaneo

por meio de exame histopatoldgico.

1.3. Justificativa

As tendinites sédo frequentes, prejudicam a qualidade do movimento e o bem-
estar do paciente. Diferentes tratamentos podem ser indicados em tendinites, mas a
possibilidade de se identificar um protocolo terapéutico livre de farmacos e de
intervengdes invasivas € uma opgao interessante.

O agulhamento seco tem se mostrado util na recuperagdo de casos de
tendinites, mas a literatura ainda carece de informacdes importantes. A realizacao de
estudos controlados com agulhamento seco em tendinites pode responder duvidas
ainda existentes para que essa técnica seja ou nao regularmente empregada nos

pacientes portadores desse tipo de lesao.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Aprovagdes

O experimento iniciou apds o projeto ter sido aprovado pelo Departamento de
Ciéncias Veterinarias, Comité Setorial de Pesquisa, Programa de Pds-graduagédo em
Biotecnologia e Comissdo de Etica no Uso de Animais do Setor Palotina da UFPR
(Protocolo n. 43/2020).

2.2. Delineamento de estudo e animais
O estudo foi casualizado e cego, ou seja, os grupos foram distribuidos de
maneira aleatdria e o avaliador n&o sabia qual grupo os animais pertenciam.
Utilizou-se 81 ratos Wistar, com 8 semanas de idade, produzidos no Biotério
Experimental de Roedores do Hospital Veterinario do Setor Palotina da Universidade
Federal do Parana. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno com
ambiente climatizado (22 + 2°C), sob ciclo natural claro/escuro de 12 horas e durante

todo o experimento receberam ragao peletizada e agua ad libitum.

2.3. Inducéo da tendinite

No dia zero (D0), os animais foram submetidos a anestesia geral com mascara,
na qual ocorreu indugdo e manutengdo com isoflurano diluido em 100% de O2 em
sistema aberto.

Em seguida, realizou-se antissepsia com digliconato de clorexidina 2% na
regido do tendao calcaneo direito. Com o auxilio do ultrassom, procedeu-se uma
inje¢ao intratendinea de colagenase (1 mg/mL; SIGMA; C-0130) no tergo médio do

tendao, sendo a agulha introduzida de forma perpendicular (figura 1).
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Figura 1. Injecdo de colagenase no terco médio do tenddo calcaneo de rato.

Fonte: dados da pesquisa

Grupos experimentais

Apd6s a inducdo da tendinite, os animais retornaram as caixas e foram

aleatoriamente divididos em cinco grupos experimentais, com proporgao equivalente

de machos e fémeas:

>

Grupo controle (GC, n=15): ndo recebeu injecao de colagenase e nao recebeu
tratamento.

Grupo lesao (GL, n=15): recebeu a injecao de colagenase e nao recebeu nenhum
tratamento.

Grupo Meloxicam | (GMI, n=15): recebeu a injegdo de colagenase e houve
tratamento com anti-inflamatério nédo esteroidal meloxicam (2mg/kg, SID, via
subcuténea). A primeira aplicacao foi realizada 2h apds a injecéo de colagenase
e foi repetida a cada 24h por 5 dias.

Grupo Meloxicam Il (GMII, n=15): recebeu a injecdo de colagenase e houve
tratamento com anti-inflamatério néo esteroidal meloxicam (2mg/kg, SID, via
subcutanea). A primeira aplicagao realizada 48h apds a inje¢cao de colagenase e
foi repetida a cada 24h por 5 dias.

Grupo agulhamento seco (GAS, n=21): recebeu a injecdo de colagenase e
tratamento com agulhas secas. Foi inserida uma agulha de maneira profunda,

com angulagao de 90° até atingir o tendao calcaneo em seu ter¢co médio (figura
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2), guiada por ultrassonografia. Foi utilizada agulha de acupuntura estéril (0,20
mm de didmetro e 30 mm de comprimento), que permaneceu no ponto por 5
minutos apds sua insercdo. Para realizar o procedimento, os animais foram
contidos de maneira manual, sem anestesia e posicionados em decubito ventral.
O tratamento foi iniciado apds 48 horas da lesdo, em fase subaguda. Foram
realizadas quatro sessées, com intervalo de 48 horas entre elas (D2, D4, D6, D8),

sempre no periodo matutino.

Figura 2. Agulhamento seco em tendao calcéneo de rato.

Fonte: dados da pesquisa

2.5. Avaliagdes
Todas as avaliagbes foram realizadas de modo cego, ou seja, o avaliador

desconhecia a qual tratamento o animal pertencia.

2.5.1. Teste de locomocéao

Para avaliagdo da locomogao foi realizado o teste de Open Field em D6 (12
semana) e D20 (3% semana). Nesse teste, os animais sao individualmente colocados
em uma base de vidro de 75cmx75xm com 25 divisdes ao fundo, de modo a formar
quadrados de 15cmx15cm (figura 3). As laterais da base sdo fechadas para que o

animal n&o saia e nem perca a atencao
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O animal foi solto no quadrado central e para analise de sua atividade
exploratdria foram contabilizados quantos quadrados o animal percorreu no periodo
de 5 minutos. O quadrado s6 era contabilizado quando todas as patas do animal
cruzassem a linha deste.

Finalizado o teste, o animal foi retirado e a base foi higienizada com alcool a

70% antes da entrada do animal seguinte.

Figura 3. Base de vidro para realizagao do teste Open Field.

Fonte: dados da pesquisa

2.5.2. Exame ultrassonografico

Em D7, D14 e D21, um Médico Veterinario com experiéncia em imaginologia
realizou o exame ultrassonografico dos tenddes dos animais.

Em plano longitudinal, foi avaliada a ecogenicidade (0= hipoecoico, 1= normal,
hiperecoico= 2), a regularidade das fibras (0= irregular, 1= discretamente irregular, 2=

parcialmente irregular, 3= regular) e a presenca de edema (0 = ausente, 1= presente).
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2.5.3. Estudo histopatologico

Em D7, D14 e D21, um terco dos animais de cada grupo foi submetido a
eutanasia com sobredose de isoflurano em cuba plastica hermeticamente fechada.
Na sequéncia, o tendao lesionado e colocado em formol tamponado a 10% até seu
processamento histologico.

As laminas preparadas foram submetidas a duas coloragdes distintas. Com a
coloragéo picrosirius foi avaliada a quantidade de colageno do tipo | e tipo Il através
de um microscépio de luz polarizada, com lente de 40x, sendo os resultados
analisados pelo software Image J.

As laminas coradas com hematoxilina-eosina foram submetidas a microscopia
optica, com aumento de 400x e verificou-se o escore de:

e area infiltradas por células inflamatérias (0= <10%, 1= 10-20%, 2= 20-30%, 3=
>30%);

e estrutura das fibras tendineas (0= continua, fibra longa, 1= ligeiramente
fragmentada, 2= moderadamente fragmentada, 3= severamente fragmentada);

e arranjo das fibras tendineas (0= compactadas e paralelas, 1= ligeiramente soltas
e onduladas, 2= moderadamente soltas, onduladas e cruzadas umas sobre as
outras, 3= sem padréo identificado);

e arredondamento do nucleo de fibroblastos (0= células longas em forma de fuso,
1= ligeiramente arredondadas, 2= moderadamente arredondadas, 3=
severamente arredondadas);

e neoangiogénese (0= <10%, 1= 10-20%, 2= 20-30%, 3= >30%);

e densidade de fibroblastos (0= normal, 1= ligeiramente aumentada, 2=
moderadamente aumentada, 3= severamente aumentada).

2.6. Andlise estatistica

Os dados paramétricos foram analisados por ANOVA de uma via, teste t com
p<0,05, seguido por Tukey, com p<0,05. Os dados nao paramétricos foram

submetidos ao teste Kruskal Wallis, com p<0,05.
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3. RESULTADOS

3.1. Teste de locomocao
Entre tempos, observou-se no grupo GAS que os animais aumentaram a
locomogdo na 3% semana em comparagao a 12 semana. Nao houve alteracdes

significativas entre grupos (Tabela 1).

Tabela 1. Numero de quadrados percorridos no Open Field (média + dp) por ratos
submetidos a lesdo tendinea experimental e tratados com terapia convencional ou

com agulhamento seco (GAS).

Semana de tratamento

Grupo p
12 semana 32 semana
GC 150,9 + 47,742 165,5 + 40,972 0,364
GL 148,5 + 49,242 154,4 + 27,52 0,745
GMI 136,4 + 45,872 139,4 + 24,772 0,901
GMII 145,2 £ 15,742 139,4 + 18,6"2 0,608
GAS 139,6 + 22,942 158,6 + 14,782 0,038
p 0,961 0,389 —

Sendo: Letras mailsculas sobrescritas diferentes indicam diferenga entre colunas (teste t, p<0,05); letras
minusculas sobrescritas diferentes indicam diferenga entre linhas (ANOVA de uma via, p<0,05). GC — sem injegédo
de colagenase intratendinea e sem tratamento; GL - injegdo de colagenase intratendinea e sem tratamento; GMI
—injecéo de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2% 2mg/kg SID, 5 dias a partir de DO; GMII — injegéo
de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2% 2mg/kg SID, 5 dias a partir de D2.

3.2. Exame Ultrassonografico

3.2.1. Ecogenicidade

Entre tempos, que no GAS o escore encontrado em D7 foi menor que o
verificado em D14 e D21. Entre grupos, verificou-se em D7 que o escore de GC foi
maior que o de GAS; e em D14, o escore de GAS foi maior que o observado em GMI|
(tabela 2).

3.2.2. Regularidade das fibras tendineas
Entre tempos, observou-se que o escore encontrado em GC no D7 foi menor
que o verificado em D14 e em D21; e o escore de GAS em D7 foi maior que o

encontrado em D14.
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Na comparagao entre tratamentos, em D14 e em D21 o escore observado em

GC foi maior que o verificado em GL (tabela 3).

3.2.3. Edema do tendao
Na comparacgao entre tempos, o escore observado em GL no D7 foi maior que
o escore encontrado em D21. Nao houve diferenca na comparacdo entre os

tratamentos (Tabela 4).

Tabela 2. Valor da mediana (minimo — maximo) do escore da ecogenicidade do
tendao calcaneo observada no exame ultrassonografico de ratos submetidos a lesao
tendinea experimental e tratados com terapia convencional ou com agulhamento seco
(GAS).

Dias de tratamento

Grupo D7 D14 D21 P
GC 1(1-1ysa 1 (1-1yAab 1(1-1ye 1,000
GL 0 (0-0)Ae® 0 (0-2)Ae0 0 (0-2)r 0,311
GMI 0 (0-1)Aeb 0 (0-2)reb 0 (0-1)re 0,985
GMII 0 (0-0)Aeb 0 (0-0)A° 0 (0-1)re 0,116
GAS 0 (0-0)A 2 (2-2)B2 0 (0-1)B2 <0,001
P <0,001 0,002 0,101

Sendo: Letras mailsculas sobrescritas diferentes indicam diferenga entre colunas (teste t, p<0,05); letras
minusculas sobrescritas diferentes indicam diferenga entre linhas (ANOVA de uma via, p<0,05). GC — sem injegédo
de colagenase intratendinea e sem tratamento; GL - injegdo de colagenase intratendinea e sem tratamento; GMI
—injecdo de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2% 2mg/kg SID, 5 dias a partir de DO; GMII — injegéo
de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2% 2mg/kg SID, 5 dias a partir de D2.
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Tabela 3. Valor da mediana (minimo — maximo) do escore da irregularidade das fibras
do tenddo calcéneo observada no exame ultrassonografico de ratos submetidos a
lesdo tendinea experimental e tratados com terapia convencional ou com

agulhamento seco (GAS).

Dias de tratamento

Grupo D7 D14 D21 P
GC 1(1-1ya 3 (2-3)Ba 3 (2-3)Ba 0,005
GL 0 (0-3)re 0 (0-2)A 1 (0-2)A 0,621
GMI 2 (1-3)re 2 (0-3)Aab 2 (1-3)hab 0,840
GMII 3 (0-3)pa 1 (1-2)hab 2 (2-3)hab 0,058
GAS 3 (1-3)pa 1 (0-2)Bab 2 (2-3)nBab 0,011

P 0,055 0,009 0,019

Sendo: Letras mailsculas sobrescritas diferentes indicam diferengca entre colunas (teste t, p<0,05); letras
minusculas sobrescritas diferentes indicam diferenga entre linhas (ANOVA de uma via, p<0,05). GC — sem injegao
de colagenase intratendinea e sem tratamento; GL - injecdo de colagenase intratendinea e sem tratamento; GMI
—injegao de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2% 2mg/kg SID, 5 dias a partir de DO; GMII — injegcédo
de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2% 2mg/kg SID, 5 dias a partir de D2.

Tabela 4. Valor da mediana (minimo — maximo) do escore de edema do tendao
calcaneo observada no exame ultrassonografico de ratos submetidos a lesao tendinea

experimental e tratados com terapia convencional ou com agulhamento seco (GAS).

Dias de tratamento

Grupo D7 D14 D21 P
GC 0 (0-0)F2 0 (0-0)@ 0 (0-0)"a 1,000
GL 1 (0-1)ra 0 (0-0)r8a 0 (0-0)Ba 0,030
GMI 0 (0-1)ra 0 (0-0)ra 0 (0-0)"e 0,116
GMII 0 (0-1)ra 0 (0-0)ra 0 (0-0)"e 0,116
GAS 0 (0-1)Pa 0 (0-0)2a 0 (0-0)"a 0,122

p 0,378 1,000 1,000

Sendo: Letras mailsculas sobrescritas diferentes indicam diferenga entre colunas (teste t, p<0,05); letras
minusculas sobrescritas diferentes indicam diferenga entre linhas (ANOVA de uma via, p<0,05). GC — sem injegédo
de colagenase intratendinea e sem tratamento; GL - injecdo de colagenase intratendinea e sem tratamento; GMI
—injecao de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2% 2mg/kg SID, 5 dias a partir de DO; GMII — injeg&o
de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2% 2mg/kg SID, 5 dias a partir de D2.
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3.3. Exame histopatologico

3.3.1. Proporcéo de fibras de colageno

Entre tempos, verificou-se alteragéo significativa apenas em GMI, quando a
proporgao de fibras de colageno em D7 foi maior que a observada em D21. Entre
tratamentos, em D7 a quantidade de fibras de colageno de GC foi maior que a de GL
e GAS; em D14 o valor de GC foi maior que o de GMI e GMI; em D21 verificou-se
mais fibras de colageno em GC e GAS do que em GL, GMI e GMII (Tabela 5) (Figura
4).

Figura 4. Imagem histologica da proporcao de colageno tipo | e tipo lll

Fonte: dados da pesquisa

3.3.2. Estrutura das fibras tendineas
Entre tempos nao houve diferenga. Entre tratamentos, verificou-se em D21 que

o escore observado em GMI foi maior que o verificado em GAS (tabela 6).

3.3.3. Arranjo das fibras tendineas
Entre tempos, o escore de GMII em D7 foi maior que o verificado em D14. Entre

tratamentos, em D14 o escore de GMI foi maior que o de GMII (tabela 7).
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3.3.4. Arredondamento do nucleo dos fibroblastos

Na comparagao entre tempos, que GAS o escore observado em D7 foi maior
que o verificado em D21. Entre tratamentos, em D21, o escore verificado em GMI foi
maior que o de GL e GAS (tabela 8).

3.3.5. Area infiltrada por células inflamatérias
Entre tempos, que o escore de GAS em D7 foi maior que em D21. Ao comparar

os tratamentos, ndo se verificou diferencga significativa (tabela 9).

3.3.6. Neoangiogénese tendinea
Nao mostrou diferenga na comparacao entre tempos. Na comparagao entre

grupos, em D21 verificou-se que de GMI foi maior que o de GL (tabela 10).

3.3.7. Densidade de fibroblastos
Na comparacido entre tempos, o escore de GAS em D7 foi maior que o
verificado em D21. Na comparacao entre os tratamentos ndo houve diferenca

significativa (tabela 11).

Tabela 5. Avaliacdo da porcentagem da proporgao de colageno do tipo | e tipo Ill nos
tenddes de ratos submetidos a lesdo tendinea experimental e tratados com terapia

convencional ou com agulhamento seco (GAS).

Dias de tratamento

Grupo D7 D14 D21 P
GC 73,4 £ 2,772 72,4 + 1,77 72,4 + 4,272 0,843
GL 62,5 + 5,97 68,6 + 1,140 62,5 + 5,47 0,094
GMI 68,6 + 0,94 63,7 + 3,3/8P 58,9 + 7,280 0,020

GMII 65,8 + 4,37 63,3 + 4,440 61,1+ 1,3% 0,162
GAS 62,5 + 6,87° 66,5 + 6,54 70,3 £ 2,672 0,058
p 0,07 0,015 <0,001

Sendo: Letras mailsculas sobrescritas diferentes indicam diferenga entre colunas (teste t, p<0,05); letras
minusculas sobrescritas diferentes indicam diferenga entre linhas (ANOVA de uma via, p<0,05). GC — sem injegao
de colagenase intratendinea e sem tratamento; GL - injecdo de colagenase intratendinea e sem tratamento; GMI
—injecdo de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2% 2mg/kg SID, 5 dias a partir de DO; GMII — injeg&o
de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2% 2mg/kg SID, 5 dias a partir de D2.
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Tabela 6. Valor da mediana (minimo — maximo) do escore da estrutura das fibras
tendineas de ratos submetidos a lesao tendinea experimental e tratados com terapia

convencional ou com agulhamento seco (GAS).

Dias de tratamento

Grupo D7 D14 D21 P
GC 1(0-2)r 1 (1-2)r 1 (0-3)Aed 0,691
GL 2 (1-2)he 1 (1-2)ra 1 (0-2)hab 0,493
GMI 1 (1-2)pa 2 (1-2)ha 2 (1-3)ra 0,178
GMII 1 (1-2)ha 1 (1-2)pa 1 (0-2)peb 0,819
GAS 1 (0-2)r 1 (1-2)r 1 (0-1yA 0,071
P 0,641 0,649 0,037

Sendo: Letras mailsculas sobrescritas diferentes indicam diferenga entre colunas (teste t, p<0,05); letras
minusculas sobrescritas diferentes indicam diferenga entre linhas (ANOVA de uma via, p<0,05). GC — sem injegao
de colagenase intratendinea e sem tratamento; GL - injecdo de colagenase intratendinea e sem tratamento; GMI
—injecdo de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2% 2mg/kg SID, 5 dias a partir de DO; GMII — injeg&o
de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2% 2mg/kg SID, 5 dias a partir de D2.

Tabela 7. Valor da mediana (minimo — maximo) do escore do arranjo das fibras
tendineas de ratos submetidos a lesao tendinea experimental e tratados com terapia

convencional ou com agulhamento seco (GAS).

Dias de tratamento

Grupo D7 D14 D21 P
GC 0 (0-2)° 1 (0-2)hab 2 (0-3)ra 0,305
GL 2 (0-2)pa 1 (1-3)hab 1 (0-2)h 0,531
GMI 2 (1-3)pa 2 (1-3)pa 2 (0-3)pa 0,948
GMII 1 (1-2)k 0 (0-1)"BP 1(1-1)Ba 0,035
GAS 1 (0-3)r 1 (1-3)hab 1 (0-2)r 0,399
p 0,466 0,041 0,407

Sendo: Letras mailsculas sobrescritas diferentes indicam diferenga entre colunas (teste t, p<0,05); letras
minusculas sobrescritas diferentes indicam diferenga entre linhas (ANOVA de uma via, p<0,05). GC — sem injegédo
de colagenase intratendinea e sem tratamento; GL - injegdo de colagenase intratendinea e sem tratamento; GMI
—injegao de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2% 2mg/kg SID, 5 dias a partir de DO; GMII — injegcao
de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2% 2mg/kg SID, 5 dias a partir de D2.
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Tabela 8. Valor da mediana (minimo — maximo) do escore de arredondamento do
nucleo dos fibroblastos de ratos submetidos a lesédo tendinea experimental e tratados

com terapia convencional ou com agulhamento seco (GAS).

Dias de tratamento

Grupo D7 D14 D21 P
GC 2 (0-2)fe 1(0-2)ra 2 (1-2)Aeb 0,442
GL 2 (1-3)re 1 (0-3)ra 1 (0-1)Ab 0,158
GMI 2 (1-3)ra 2 (0-3)ha 3 (1-3)re 0,656
GMII 1 (0-1)ra 1 (1-2)ra 1 (1-2)hab 0,122
GAS 2 (0-3)re 1 (1-3)r8a 0 (0-2)B° 0,037

P 0,070 0,670 0,001

Sendo: Letras mailsculas sobrescritas diferentes indicam diferenga entre colunas (teste t, p<0,05); letras
minusculas sobrescritas diferentes indicam diferenga entre linhas (ANOVA de uma via, p<0,05). GC — sem injegao
de colagenase intratendinea e sem tratamento; GL - injecdo de colagenase intratendinea e sem tratamento; GMI
—injecdo de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2% 2mg/kg SID, 5 dias a partir de DO; GMII — injeg&o
de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2% 2mg/kg SID, 5 dias a partir de D2.

Tabela 9. Valor da mediana (minimo — maximo) do escore de inflamacao (area
infiltrada por células inflamatdrias) de ratos submetidos a lesédo tendinea experimental

e tratados com terapia convencional ou com agulhamento seco (GAS).

Dias de tratamento

Grupo D7 D14 D21 P
GC 0 (0-0)* 0 (0-0)* 0 (0-0)" 1,000
GL 1 (0-3)ha 0 (0-1)Pa 0 (0-0)"a 0,131
GMI 1(0-3)ra 0 (0-2)ra 0 (0-1)te 0,133
GMII 0 (0-3)ra 0 (0-1)ra 0 (0-1)te 0,638
GAS 1 (0-3)ra 0 (0-0)28a 0 (0-0)8e 0,010

p 0,191 0,226 0,472

Sendo: Letras mailsculas sobrescritas diferentes indicam diferenga entre colunas (teste t, p<0,05); letras
minusculas sobrescritas diferentes indicam diferenga entre linhas (ANOVA de uma via, p<0,05). GC — sem injegédo
de colagenase intratendinea e sem tratamento; GL - injegdo de colagenase intratendinea e sem tratamento; GMI
—injecao de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2% 2mg/kg SID, 5 dias a partir de DO; GMII — injeg&o
de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2% 2mg/kg SID, 5 dias a partir de D2.
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Tabela 10. Valor da mediana (minimo — maximo) do escore da neoangiogénese
tendinea de ratos submetidos a lesao tendinea experimental e tratados com terapia

convencional ou com agulhamento seco (GAS).

Dias de tratamento

Grupo D7 D14 D21 P
GC 1(0-3)"a 0 (0-1)ke 0 (0-2)Ae 0,422
GL 1(0-3)ha 1(0-3)re 0 (0-1)Ab 0,220
GMI 2 (0-3)ha 3 (0-3)ra 2 (1-3)ra 0,839
GMII 1 (0-3)r 0 (0-1)ra 0 (0-2)reb 0,359
GAS 1(0-3)ha 0 (0-0)*e 0 (0-1)Aeb 0,055

P 0,929 0,057 0,035

Sendo: Letras mailsculas sobrescritas diferentes indicam diferenga entre colunas (teste t, p<0,05); letras
minusculas sobrescritas diferentes indicam diferenga entre linhas (ANOVA de uma via, p<0,05). GC — sem injegao
de colagenase intratendinea e sem tratamento; GL - injecdo de colagenase intratendinea e sem tratamento; GMI
—injecdo de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2% 2mg/kg SID, 5 dias a partir de DO; GMII — injeg&o
de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2% 2mg/kg SID, 5 dias a partir de D2.

Tabela 11. Valor da mediana (minimo — maximo) do escore de densidade de
fibroblastos no tendao de ratos submetidos a lesédo tendinea experimental e tratados

com terapia convencional ou com agulhamento seco (GAS).

Dias de tratamento

Grupo D7 D14 D21 P
GC 1(0-2)f 1(0-2)r 1(0-2)r 0,921
GL 1 (1-2)re 1 (1-3)r 1 (0-1)ra 0,092
GMI 1 (1-3)r 2 (0-3)ha 1 (1-3)ha 0,968
GMII 0 (0-1)ra 0 (0-1)ra 0 (0-1)te 0,756
GAS 2 (0-3)pa 1 (0-3)r8a 0 (0-1)8e 0,047

P 0,056 0,315 0,123

Sendo: Letras mailsculas sobrescritas diferentes indicam diferenga entre colunas (teste t, p<0,05); letras
minusculas sobrescritas diferentes indicam diferenga entre linhas (ANOVA de uma via, p<0,05). GC — sem injegédo
de colagenase intratendinea e sem tratamento; GL - injegdo de colagenase intratendinea e sem tratamento; GMI
—injegao de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2% 2mg/kg SID, 5 dias a partir de DO; GMII — injegcao
de colagenase intratendinea e recebeu meloxicam 0,2% 2mg/kg SID, 5 dias a partir de D2.
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4. DISCUSSAO

O presente estudo mostrou a eficacia terapéutica do agulhamento seco ao
promover maior producgao de fibras de colageno, controle nas fases da cicatrizacéo e
melhora da locomogao dos animais. Em uma revisao sistematica, todos os 4 estudos
selecionados (STENHOUSE et al., 2013; BELL et al., 2013; RHA et al., 2013; MISHRA
et al., 2014) mostraram melhora significativa na dor em pacientes com tendinopatia
de calcaneo tratados com AS (KREY et al., 2015). Quando comparado com técnicas
eficazes, como a injecao de plasma rico em plaquetas e corticoide, todos os grupos
melhoraram, sem diferenca estatistica (TSIKOPOULOS et al., 2016; UYGUR et al.,
2021).

A locomogao € um importante parametro a ser avaliado, pois a dor na
tendinopatia de calcaneo resulta principalmente do movimento de dorsiflexdo do
tornozelo e sobrecarga sobre o tenddo e ambos ocorrem durante a marcha
(SILBERNAGEL et al., 2020). No presente estudo observou-se que 0s animais
tratados com agulhamento seco apds indugéo de tendinopatia apresentaram melhora
na locomogao e esse achado sugere que o tratamento foi efetivo no controle da dor
dos animais. E importante ressaltar que o teste de Open Field geralmente é utilizado
em avaliagbes comportamentais (NAKAGAWA et al., 2020; SHIEH; YANG, 2020),
mas mostrou-se uma ferramenta simples e interessante para avaliar a locomocéao de
roedores submetidos a tendinopatia experimental, visto que animais com dores
tendem a caminhar menos dentro da area (KRAEUTER et al., 2019).

A ultrassonografia € uma técnica de diagndstico bem aceita em casos de
tendinopatias (MAFFULLI et al., 2020) e, portanto, sua utilizagdo neste estudo foi
fundamental para guiar a aplicagdo de colagenase intratendinea e para avaliar a
evolugao da reparagao das fibras tendineas. No exame ultrassonografico, a presenca
de processo inflamatdrio é representada por imagem hipoecoica (MESSINA et al.,
2016). Observou-se que o agulhamento seco reduziu a presenga de imagem
hipoecoica, mas nao com o mesmo potencial que o anti-inflamatério. Esse achado
corrobora Riggin et al. (2019) que verificaram que o agulhamento seco promove
reducdo da inflamacgao e cura mais precoce em tendinopatias, o que favorece o rapido
retorno das propriedades do tendao.

Em relagdo a regularidade das fibras tendineas, no exame ultrassonografico
verificou-se que no grupo tratado com agulhamento seco a irregularidade foi maior em

D7 do que em D21, evidenciando que o tratamento beneficia a remodelacéo. Todavia,
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tal tratamento ndo se mostrou significativamente superior aos demais tratamentos.
Esse achado esta de acordo com o que foi observado por Riggin et al. (2019), mesmo
porque € a partir dos 21 dias apos uma lesao tendinea, que o remodelamento
progressivo € mais evidente e torna o tecido mais resistente, organizado e alinhado
(GRINSTEIN; GALLOWAY, 2018), porém o estudo foi finalizado aos 21 dias e n&o foi
possivel acompanhar o remodelamento tardio das fibras tendineas.

Na avaliagdo histopatolégica houve uma série de achados que merecem ser
discutidos. O processo inflamatério dura em média sete dias e neste periodo sao
sintetizados o0s componentes da matriz extracelular do tenddao (GRINSTEIN;
GALLOWAY, 2018). Ainda assim, o processo inflamatério € importante por formar o
tecido de granulagao e, consequentemente, aumentar a for¢ca do tendao (YEO et al.,
2016). Apesar disso, a resposta inflamatoria exacerbada acarreta prejuizos como:
danos teciduais, remodelacao desregulada da matriz e cicatrizagdo com fibrose,
necessitando assim, estar controlada (GERMOLEC et al., 2018). Yeo et al. (2016)
sugeriram que o agulhamento a seco estimule a resposta inflamatoéria nas fibras de
colageno e isso foi confirmado no presente estudo, pois verificou-se que no GAS as
areas infiltradas por células inflamatérias foram maiores na primeira semana e
diminuiram com o passar dos dias, enquanto ainda estava presente nos demais
grupos, incluindo GMI e GMII que receberam anti-inflamatérios. Esse achado é
relevante, pois pode-se inferir que o agulhamento a seco modulou a resposta
inflamatdria de forma adequada.

Em relacdo a densidade celular, o grupo que recebeu AS apresentou densidade
mais alta no inicio do tratamento do que no final, mesmo assim nido houve diferenca
em relacao aos demais grupos. Esse achado corrobora Kim et al. (2015) que relataram
aumento de celularidade na primeira semana apds o tratamento. Durante o processo
inflamatdrio, os tendcitos, que sao as células tendineas, acabam sofrendo alteracoes,
aumentando a atividade metabdlica e produzindo citosinas pro-inflamatérias (OREFF
et al., 2021). As citocinas pro-inflamatorias geram o processo inflamatério, garantindo
que uma resposta ocorra para eliminar o dano inicial, evitando que a lesdo se
intensifique e tenha efeitos adversos no processo de cicatrizagdo (MILLAR et al.,
2017).

Diferente do que foi observado por Kim et al. (2015), no presente estudo o
agulhamento a seco pouco interferiu nos parametros: arranjo das fibras tendineas,

arredondamento do nucleo dos fibroblastos, estrutura das fibras tendineas e na
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neoangiogénese. Tais variaveis apresentaram resposta mais satisfatoria no
tratamento com AINE precoce. Dois protocolos de AINEs foram analisados, pois para
Lisowska et al. (2018), o tratamento deve iniciado imediatamente, e para ROONEY et
al. (2016), esse tratamento deve ser evitado no periodo pds-traumatico imediato,
sugerindo que a inflamag&o precoce € um componente necessario para o sucesso da
cicatrizacdo tecidual. Durante a tendinopatia € comum que os tendcitos nao estejam
arredondados e as fibras de colageno anguladas (MILLAR et al., 2017) e, no presente
trabalho, o AINE ja reduziu o processo inflamatério nas primeiras 24 horas, o que
limitou o desenvolvimento de lesbes, enquanto no grupo tratado com o agulhamento
seco ainda houve o desenvolvimento de microlesdes diversos dias apds a indugao
com colagenase, impedindo que a fibras tendineas e as células se organizassem de
maneira tao precoce.

Em relagdo a neoangiogénese, houve aumento no inicio da lesdo em todos os
grupos, porém sem diferencga estatistica. Tal aumento € uma caracteristica comum da
tendinopatia inicialmente, pois faz parte da remodelacdo homeostatica (MILLAR et al.,
2017). No presente estudo o agulhamento seco nao interferiu na vascularizagéo, pois
foi realizado no tergco médio do tendao, onde a circulagdo sanguinea ja € reduzida
(WINNICKI et al., 2020). Na avaliagao final, observou-se redugao da neoangiogénese
no grupo tratado com agulhamento seco, provavelmente porque nessa fase de
maturacdo o tecido se modifica progressivamente para tecido tendinoso cicatricial
(GRINSTEIN; GALLOWAY, 2018).

E importante que haja alta proporcéo de fibras de colageno | e lll, pois quando
ha déficit desses tipos de fibras no tendao, a sobrecarga e a descarga podem gerar
efeitos prejudiciais (GRINSTEIN; GALLOWAY, 2018). Segundo Riggin et al. (2019), o
agulhamento a seco promove maior deposi¢cao de colageno tipo Ill e esse achado foi
observado no presente trabalho, mas vale salientar que esse aumento é tardio, pois
s6 ocorreu na terceira semana de avaliagdo. A fase de remodelag&o que inicia proximo
a terceira semana apos a lesao € caracterizada pela produgdo dos componentes da
matriz extracelular, como colageno e glicosaminoglicanos (GRINSTEIN; GALLOWAY,
2018).

Ainda faltam estudos que verifique a eficacia de diferentes protocolos terapéuticos
frente a diferentes condicdes clinicas, também sobre a maneira de aplicagado das agulhas,
quantidade de agulhas, tempo de permanéncia e quantas sessbes devem ser

realizadas. Um estudo sugere que sejam feitas cinco sessbées de agulhamento no
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tenddao (MISHRA et al., 2014), outro estudo demostra que apenas trés sessdes de
agulhamento no tend&o calcaneo ja séo eficazes para tratar a dor (BELL et al., 2013).
No presente estudo, foram realizadas quatro sessbes de agulhamento seco no
tenddo. O intervalo entre as sessdes, alguns autores realizaram trés vezes por
semana (GILDIR et al., 2019), outros duas vezes por semana (UYGUR et al., 2021).
Em relacdo a quantidade de agulhas utilizada por sesséo, depende da extensao da
area que sera tratada, sendo que Bultts et al. (2021) observaram em um estudo clinico
com humanos a eficacia no tratamento da dor utilizando entre uma e quatro agulhas
ao mesmo tempo. No presente estudo, por ser uma regido pequena, nao houve

necessidade de mais que uma agulha por vez.
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5. CONCLUSAO
O agulhamento seco beneficia o tratamento de tendinopatia induzida por
colagenase em ratos, pois tal técnica interfere de forma favoravel na locomogao e em

parametros ultrassonograficos e histopatologicos.
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