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RESUMO

Introducdo: Tenddes sdo 6rgaos fibrosos, histologicamente constituidos por tendcitos
e matriz extracelular com estrutura colagenosa hierarquizada. Em casos de lesGes, as
tendinopatias, surgem alteragdes na morfologia tendinea, como: hipercelularidade, mudancas
no fenotipo e perda da uniformidade na orientacéo espacial dos tendcitos. Tendo em vista essa
importante correlacdo entre as alteragcGes histologicas tendineas e suas propriedades
biomecénicas, a escassez de métodos acurados de analise tendinea e da necessidade de
automatizacdo no estudo das tendinopatias, mostra-se promissor o desenvolvimento de
métodos de anélise que explorem a microarquitetura tendinea. Objetivo: Validar novo
método para andlise automatizada da organizacdo do tecido tendineo corado com
hematoxilina-eosina. Metodologia: Trata-se de um estudo metodolégico para validacdo de
rotina de analise automatizada da organizacdo do tecido tendineo. Foram utilizadas laminas
histolégicas de rato Wistar submetido a tenotomia parcial do tenddo calcineo direito,
mantendo o esquerdo como controle. Apds 35 dias de reparo, o animal foi eutanasiado para
coleta e analise microscopica dos tenddes corados com hematoxilina-eosina. Foram
capturadas imagens de quatro campos histolégicos (objetiva de 20x) a partir do terco médio
de cada tenddo. As imagens foram processadas com uso do software ImageJ, a partir de rotina
computacional automatizada. Posteriormente foi realizada analise da eficiéncia do método na
deteccdo do nucleo de tendcitos e seu uso na comparacgdo entre tendbes controle e lesionado,
considerando trés variaveis: celularidade, razdo de aspecto (RA) e desvio padréo circular
(DPC). O DPC foi calculado com uso da estatistica circular e os dados foram comparados
aplicando-se teste t, admitindo-se p<0,05. Todos os célculos foram realizados com uso do
software Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corporation, USA). Resultados: O método
apresentou eficiéncia de 87,27% a 96,96% no isolamento dos tendcitos. Em relacdo a
comparagdo entre imagens de tenddo controle e lesionado, 0 método mostrou DPC medio de
6,19 £ 0,96 no grupo controle e 10,46 £+ 1,71 no grupo lesionado (p<0,05); celularidade média
de 61,50 £ 12,23 no grupo controle e 111,00 + 4,08 no grupo lesionado (p<0,05); RA média
de 4,01 £ 0,43 no controle e 3,33 £ 0,35 no grupo lesionado (p<0,05). Conclusdo: Os
resultados do presente estudo mostraram que 0 novo método desenvolvido para analise
automatizada da organizacdo do tecido tendineo é eficiente na deteccdo dos perfis nucleares
dos tendcitos, assim como na comparacao entre tenddes saudaveis e lesionados.

Palavras-chave: Tenddes. Morfometria. Histologia.



ABSTRACT

Introduction: Tendons are fibrous organs, histologically formed by tenocytes and an
extracellular matrix with a hierarchical collagenous structure. In cases of injuries,
tendinopathies, changes in tendon morphology arise, such as: hypercellularity, changes in
phenotype and loss of uniformity in the spatial orientation of tenocytes. Whereas this
important correlation between the tendinous histological changes and their biomechanical
properties, the scarcity of accurate methods of tendon analysis and the need for automation in
the study of tendinopathies, the development of analysis methods that explore tendinous
microarchitecture is promising. Objective: Validate a new method for automated analysis of
the tendon tissue organization stained with hematoxylin-eosin. Methodology: This is a
methodological study for routine validation of automated analysis of the organization of
tendon tissue. Histological slides from Wistar rats submitted to partial tenotomy of the right
calcaneus tendon were used, keeping the left one as a control. After 35 days of repair, the
animal was euthanized for collection and microscopic analysis of the tendons stained with
hematoxylin-eosin. Images of four histological fields (20x objective) were captured from the
middle third of each tendon. The images were processed using the ImageJ software, using an
automated computational routine. Subsequently, an analysis of the efficiency of the method in
detecting the tenocyte nucleus and its use in the comparison between control and injured
tendons was performed, considering three variables: cellularity, aspect ratio (AR) and circular
standard deviation (CSD). The CSD was calculated using circular statistics and the data were
compared using a t test, assuming p <0.05. All calculations were performed using Microsoft
Excel 2010 software (Microsoft Corporation, USA). Results: The method showed an
efficiency of 87.27% to 96.96% in the isolation of tenocytes. Concerning the comparison
between control and injured tendon images, the method showed an average CSD of 6.19 +
0,96 in the control group and 10.46 + 1,71 in the injured group (p <0.05); mean cellularity of
61.50 £ 12,23 in the control group and 111.00 £ 4,08 in the injured group (p <0.05); average
aspect ratio of 4.01 + 0,43 in the control and 3.33 £ 0,35 in the injured group (p <0.05).
Conclusion: The results of the present study showed that the new method developed for
automated analysis of the organization of tendon tissue is efficient in detecting the tenocytes

nuclear profiles, as well as in the comparison between healthy and injured tendons.

Keywords: Tendons. Morphometry. Histology.
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1 INTRODUCAO

Tenddes sdo oOrgdos fibrosos que transmitem forca dos musculos aos 0ssos,
possibilitando movimento e estabilizacdo articular. Quando saudaveis, sdo estruturas
anatomicamente brancas, brilhantes e com textura fibroelastica (FRANCHI et al., 2007;
FREEDMAN et al., 2018). Histologicamente os tenddes sdo um tipo especializado de tecido
conjuntivo, formado por matriz celular de tendcitos e tenoblastos e uma matriz extracelular
(MEC) composta predominantemente por colageno tipo 1. As fibras colagenas se apresentam
dispostas em fasciculos extremamente organizados. Intercalados a esses fasciculos
encontram-se 0s tendcitos, uniformemente alinhados (KHAYYERI et al., 2017; ASAHARA;
INUI; LOTZ, 2017).

Em caso de lesdes tendineas, as chamadas tendinopatias, surgem diversas alteragcdes
na morfologia tecidual em ambito histolégico, como: hipercelularidade; mudanca no fenotipo
dos tendcitos; surgimento de fenotipos celulares anormais (condroide e osteoide); perda do
alinhamento das fibras de coldgeno e na angulacdo entre os tendcitos (OBST et al., 2018;
SCOTT; BACKMAN; SPEED, 2015). Essas alteracGes estruturais apresentam ampla
correlacdo com as propriedades biomecéanicas dos tendBes e com a clinica dos individuos
lesionados (FREEDMAN; GORDON; SOSLOWSKY, 2014; GROSS; HOFFMANN, 2013).

No meio cientifico, especialmente nas ciéncias bioldgicas e da salde, ha uma
crescente demanda em tornar a analise morfologica de 6rgdos, como os tenddes, cada vez
mais acurada, automatizada e com minimo viés de afericio (SCHNEIDER; RASBAND;
ELICEIRI, 2012; ZACH et al., 2016). Nesse sentido, dos métodos diagndsticos atuais para as
tendinopatias, 0os mais utilizados sdo a Ultrassonografia (USG) e a Ressonancia Magnética
(RM). Porém, ambas sdo pouco acuradas em casos de lesdes parciais dos tenddes e nao
exploram a organizacdo da microarquietura tendinea, a qual sofre importantes modificac6es
ao longo do adoecimento dos tenddes (SEO; YOO; RYU, 2014; WEINREB et al., 2014).

Tendo em vista a escassez de métodos acurados de avalia¢do dos tend@es, a importante
correlacdo entre sua organizacdo histologica e funcionamento, e da necessidade de
automatizacdo no estudo das tendinopatias, mostra-se promissor o desenvolvimento de

métodos de analise que explorem a microarquitetura tendinea.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Estrutura e fungdo dos tenddes conceituais

Tendbes s@o tecidos conectivos densos e fibrosos que transmitem forca e
deslocamento entre os musculos e 0ssos, estabilizando articulagcbes e gerando movimento
esquelético (FREEDMAN et al., 2018). Anatomicamente, quando saudaveis, apresentam-se
como estruturas brancas, brilhantes e com textura fibroelastica (FRANCHI et al., 2007;
TITAN; ANDARAWIS-PURI, 2016). Os tendGes variam muito de acordo com o musculo aos
quais estdo ligados. Musculos mais volumosos, em que predomina 0 movimento com pouca
delicadeza e alta poténcia, geralmente vém acompanhados de tendGes mais largos e curtos,
como o do quadriceps femoral. J& musculos que realizam movimentos minuciosos, como 0S
flexores dos dedos, utilizam-se de tenddes mais longos e finos (FRANCHI et al., 2007). Outra
diferenca é observada entre tenddes de musculos flexores e extensores, sendo os tenddes dos
extensores geralmente mais alargados, enquanto os dos flexores, mais arredondados ou
ovalados em sua seccdo transversa (BENJAMIN; KAISER; MILZ, 2008). O leque de
formatos € vasto, perante as necessarias adaptacfes funcionais, contudo, a estrutura
microscopica € comum a todos os tenddes (FRANCHI et al., 2007).

Histologicamente os tendGes tratam-se de um tipo especializado de tecido conjuntivo,
logo, apresentam pequeno volume celular e extensa MEC. A porcéo celular € representada em
90 a 95% por fibroblastos diferenciados, os tendcitos e tenoblastos. Essas células estdo em
constante interacdo dentre si, sendo responsaveis pelo equilibrio na composicdo da MEC,
regulando a renovacdo e organizacdo das proteinas colagenosas (BENJAMIN; KAISER;
MILZ, 2008). Os demais 5 a 10% correspondem a células vasculares (endoteliais e
musculares lisas) e células condroides, proximos a insercdo 6ssea (KHAYYERI et al., 2017;
SHARMA e MAFFULLLI, 2006).

Em relacdo a MEC, esta é composta por agua, substancia fundamental e proteinas. A
substancia fundamental é constituida por proteoglicanos, glicoproteinas e glicosaminoglicanos
(FREEDMAN; GORDON; SOSLOWSKY, 2014; ARO et al., 2012). A por¢do proteica é
responsavel por 85% do peso seco da MEC, em que 90% destas proteinas sdo de colageno
tipo | e o restante distribuido entre colageno tipo Ill, V, X1, XII e XIV (SCREEN et al., 2015).
O colageno consiste em cadeias de polipeptideos que se combinam para a formacdo de
moléculas de tropocolageno, as quais se combinam e formam fibrilas. As fibrilas se

organizam em grupos maiores, as fibras, as quais se unem e formam fasciculos, como
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esquematizado na figura 1 (SCREEN et al., 2015; DAYTON, 2017; FREEDMAN et al.,
2018).

Esses fasciculos apresentam disposicdo ondulada caracteristica, conhecida como
“crimp”. Esta configuracdo possivelmente se deve a uma atividade contratil dos tendcitos no
momento da formacdo das cadeias de fibrilas, tendo importante papel na biomecanica
tendinea. Os fasciculos se apresentam bem organizados e em disposicdo paralela uns aos
outros, obedecendo ao eixo uniaxial de cargas as quais estdo submetidas, como é visto na
figura 2. A unido desses fasciculos, dimensionados na escala dos micrometros, com as células
e 0s demais componentes da MEC forma o tenddo, medindo de milimetros a centimetros
(KILLIAN et al., 2012; THOMPSON, 2013; FREEDMAN et al., 2018).

Os tendGes séo 6rgdos com fungdes essencialmente mecanicas, focados na transmisséo
de forgas do masculo para 0 0sso, gerando movimento por meio das articulacGes, de maneira
estavel, regular e adequada (VOLETI et al., 2012; FREEDMAN et al., 2018). Observam-se
dois padrdes funcionais de tenddo, os de atividade posicional e os com armazenamento de
energia. Os tendbes com foco na atividade posicional, como o tenddo tibial anterior,
apresentam baixa elasticidade, com movimento preciso e rigido, objetivando um minucioso
posicionamento do membro para realizagio de um movimento. J& os tenddes com
armazenamento de energia, como o tendao calcaneo, sdo mais elasticos e extensiveis, com
caracteristico armazenamento de energia potencial durante a fase de estiramento, recolocando
essa energia no movimento durante o inicio do deslocamento. Esse mecanismo contribui para
menor gasto de energia de contragdo muscular e na obtencdo de um deslocamento mais eficaz.
Contudo, esse alto esforco tendineo pode deformar o 6rgéo de maneira consideravel, tornando
o tecido mais susceptivel a lesbes (SCREEN et al., 2015; THORPE et al., 2012).

2.2 As Tendinopatias

As lesbes tendineas podem ser definidas como tendinopatias. Trata-se de um termo
genérico para sindromes clinicas caracterizadas por dor e disfuncdo tendinea. Ela engloba
diversos critérios de classificacdes propostos para lesées dos tenddes, como o aspecto agudo e
crénico, assim como tendinoses e tendinites (SHAMASH et al., 2018; OBST et al., 2018;
WALDEN et al., 2017; SNEDEKER; FOOLEN, 2017).

Os tend@es sdo essenciais ao aparelho locomotor, ao passo que as doencgas tendineas,
sdo grande motivo de morbidade, causando dores, dificuldades na locomogéo e longos

periodos de recuperacdo, repercutindo em severo impacto nas atividades cotidianas dos
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pacientes (MALLIARAS et al., 2013; WEINFELD, 2014; GROSS e HOFFMANN, 2013).
Em termos epidemioldgicos, as tendinopatias sdo muito prevalentes, correspondendo a cerca
de 30% das queixas dos pacientes que procuram atendimento médico por problemas
musculoesqueléticos (LIPMAN et al., 2018). As lesdes do tenddo calcaneo vém aumentando
consideravelmente nos Gltimos anos, passando de 2 a cada 100 mil individuos no ano de 1986
para 12 a cada 100 mil individuos em 1994, chegando, atualmente, a incidéncia de até 55 a
cada 100 mil pessoas ao ano (HUTTUNEN et al., 2014; HESS, 2010; PARDES et al., 2016).
A incidéncia em atletas é ainda mais alta, acometendo 7 a 9% dos corredores de alta
performance (LONGO et al., 2009). Tipicamente, as lesées no tenddo calcaneo ocorrem em
homens entre a quarta e quinta décadas de vida, sem restri¢do a atletas, visto que até um terco
dos pacientes ndo participa de atividades fisicas vigorosas (MAFFULLI; VIA; OLIVA, 2015;
EGGER e BERKOWITZ, 2017; LI e HUA, 2016; FREEDMAN; GORDON; SOSLOWSKY,
2014). A prevaléncia de lesdes do tenddo patelar em atletas profissionais que se usam de
saltos em suas modalidades, como basquete e ginastica, chega a cerca de 14%, com
prevaléncia maxima no volei, comprometendo aproximadamente 44% dos atletas (LIAN et
al., 2005). As lesdes do manguito rotador s&o a principal causa de dor no ombro, sintoma com
prevaléncia de até 34% na populacdo geral, sendo mais comum nas mulheres e com o avancar
da idade (LIN et al., 2019). A epicondilite lateral apresenta prevaléncia de 1 a 3% na
populacdo em geral, chegando a 7% nos trabalhadores manuais (GREGORY; WY SOCKI;
COHEN, 2016).

As tendinopatias dispdem de etiologia com carater multifatorial, envolvendo relagdes
entre fatores intrinsecos e extrinsecos ao organismo. Dentre os fatores intrinsecos destacam-se
0 indice de massa corpoOrea, idade, sexo, integridade tendinea, predisposicdo genética e
caracteristicas anatémicas que variam de acordo com o tenddo, por exemplo, hiperpronacéao
do antepé e varo do tornozelo contribuindo para as lesdes do tenddo calcaneo (GOOM et al.,
2016; MAGNAN et al., 2014; SEITZ et al., 2011). Ja entre os extrinsecos, ressalta-se o uso de
drogas (como fluoroquinolonas, corticosteroides e inibidores da aromatase) e a aplicacdo de
cargas inadequadas sobre o tenddo, como no aumento abrupto do volume de treinamentos
fisicos (EGGER e BERKOWITZ, 2017; SEITZ et al., 2011; PIETRZAK et al., 2018).

Perante o carater multifatorial e ndo muito claro da etiologia das tendinopatias, o
carregamento mecanico toma um dos papeis centrais nessa patogénese. Consequentemente
para o entendimento das lesdes, faz-se necessaria revisdo sobre o comportamento mecanico
dos tenddes quando submetidos a cargas. Esse conhecimento pode ser adquirido por meio de

ensaios envolvendo aplicacdo de tensGes e estudo do comportamento tendineo nessas
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situacdes, formulando, dentre as varias informagGes, um grafico carga/elongacdo (ABAT et
al., 2017; WANG et al., 2017).

O comportamento mecénico e os padrfes graficos estdo intimamente relacionados a
organizacdo estrutural caracteristica dos tenddes. Observa-se um tecido anisotrépico, ou seja,
possui propriedades mecanicas que dependem da disposicdo de suas fibras, trabalhando de
maneira predominantemente uniaxial. S&o também viscoelasticos e ndo lineares, visto que o
comportamento perante as cargas aplicadas ndo é homogéneo, como pode ser visto na figura 3
(BEACH; GITTINGS; SOSLOWSKY, 2017; LAKE et al., 2009).

Como ¢€ visto na figura 3, a elongacdo tendinea passa por quatro fases principais, de
acordo com o aumento da carga aplicada sobre essas estruturas. No estagio 1 ocorre
estiramento gradual das ondulacdo presentes nos feixes de fibras colagenas, designadas como
crimps. Essa primeira fase vai até cerca de 2% da capacidade total de elongacdo tendinea.
Logo em seguida inicia-se a fase 2, a qual compreende a deformacdo de 2 a 4%. Nela o
padréo crimp ja foi praticamente perdido, pelo gradativo alinhamento das fibras colagenas em
conjunto com adaptacfes nos demais elementos da MEC. Observa-se esse evento no “Ponto
2” descrito no grafico, em que as fibras colagenosas estéo retificadas. Com a persisténcia do
alongamento das fibras ja estiradas, 0 comportamento mecanico do tend&o resulta em aspecto
linear no gréafico. O tenddo passa de estrutura elastica e resistente a lesdes, para o apice de sua
rigidez, ganhando em precisdo no movimento e transmissao de cargas, contudo, com maior
susceptibilidade a lesbes (THOMPSON et al., 2017; WANG; GUO; LI, 2012; FREEDMAN
et al., 2014; ABAT et al., 2017).

Ao se chegar a uma deformacédo de aproximadamente 4%, inicia-se a fase 3. Nela o
tenddo continua com bom desempenho em termos de elongacdo e transmissdo de cargas,
contudo, ocorrem as primeiras lesdes estruturais, cursando com gradativo declinio na rigidez
do o6rgdo. O “Ponto 3” no grafico representa as primeiras falhas microscépicas do tecido.
Caso as cargas continuem sendo aplicadas até cerca de 8 a 10% do alongamento maximo do
tenddo, serdo notadas lesdes macroscépicas e consequente déficit de funcdo do 6rgdo. Estima-
se que ao ultrapassar esses 10% de elongacdo tendinea, ocorra ruptura total da estrutura
(THOMPSON et al., 2017; WANG; GUO; LI, 2012; ABAT et al., 2017).

O caréter viscoelastico dos tenddes, juntamente com seu aspecto de crimp Ihes confere
elasticidade e permite a absorcdo de altas quantidades de energia sem grande deformagéo.
Isso ocorre caracteristicamente nos primeiros estagios de aplicacdo da carga, momento em
que a estrutura é mais resistente a lesfes, contudo, apresenta menor precisdo na transmissao

de cargas. J& com o continuo aumento no estiramento tendineo, a intensificacdo das ligacbes
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cruzadas entre as fibras colagenosas reduz o deslizamento entre os fasciculos e a deformagéo
estrutural, dando rigidez ao tenddo. O 6rgdo passa a expressar menor elasticidade, adquirindo
6tima transmissdo de cargas e movimento, entretanto, alta susceptibilidade a lesdes. A partir
desse apice de rigidez, com a manutencdo das cargas aplicadas, ocorrem as primeiras lesdes
da estrutura, com consequente declinio da capacidade funcional até a ruptura total do tendao
(ABAT et al.,, 2017; WANG; GUO; LI, 2012; FREEDMAN et al., 2014).

Com base nesses conceitos, as lesGes tendineas podem ser dividas em agudas e
crénicas de acordo com o tipo de stress predominante que causou o dano. As lesdes agudas
resultam de aplicacbes de cargas intensas e abruptas, chegando até as zonas 3 e 4 da curva
carga/elongacdo com rapidez. Geralmente sdo lesGes relacionadas a atividades de alta
intensidade, como as praticadas por atletas de alto rendimento (LIPMAN et al., 2018;
SNEDEKER; FOOLEN, 2017; KLATTE-SCHULZ et al., 2018).

Ja as lesdes cronicas se desenvolvem a partir de cargas repetitivas aplicadas sobre o
tenddo, as quais alcancam, no minimo, a regido 3 do grafico da figura 3, mas que nao
propiciam chegada a regido 4. Logo, ndo ocorre ruptura macica do 6rgdo. Contudo, as tensdes
sdo repetitivas e frequentes, sem disponibilizar tempo suficiente para reparo adequado da
estrutura. Esse processo culmina em gradativa desconfiguracdo da arquitetura tendinea e
maior susceptibilidade a novas lesées (WALDEN et al., 2017; SCOTT; BACKMAN; SPEED,
2015; GROSS e HOFFMANN, 2013).

2.3 Reparo tendineo

Em resposta as tendinopatias é desencadeado o reparo tendineo. Esse processo ocorre
em 3 fases principais e parcialmente sobrepostas: inflamacéo, proliferacdo e remodelamento,
como € visto na figura 4 (LIPMAN et al., 2018; LI et al., 2016; THOMOPOULOS et al.,
2015).

Imediatamente apoOs a lesdo ocorre liberacdo de fatores quimiotaticos e vasoativos
pelas células locais. 1sso resulta em aumento da permeabilidade vascular e migracdo de
eritrocitos e células inflamatorias para o foco da lesdo. Dentre as células inflamatorias,
incialmente predominam os neutrofilos e, apds cerca de 24 horas, os macrofagos. Esses
ultimos agem na limpeza da leséo, realizando fagocitose do tecido necrosado. Em adicéo a
isso, 0s macrofagos agem na perpetuacdo da inflamagdo, com continua liberagdo de fatores
quimiotaticos e pré-inflamatorios. Simultaneamente, forma-se hematoma que propicia a

hemostasia priméaria do tecido. Essa primeira fase, a de inflamacdo, dura poucos dias, com
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foco na hemostasia inicial e formacdo de um ambiente rico em células, nutrientes e
sinalizagéo, possibilitando a posterior formacdo de um novo tecido funcional (SNEDEKER,;
FOOLEN, 2017; LI et al., 2016; ZUMSTEIN et al., 2017).

A segunda fase se inicia com a diferenciagéo de fibroblastos, remanescentes do tend&o
e de tecidos vizinhos, em tenoblastos. Esse processo € induzido pelos varios fatores de
crescimento e indutores presentes no local da lesdo, derivados das células inflamatérias e
parenquimatosas que continuam atuando desde a fase inflamatoria do reparo. Essa segunda
fase descrita é chamada de proliferativa. Dura algumas semanas e se caracteriza pela rapida
formac&o e deposicdo de tecido de granulacdo desorganizado e rico em colageno tipo 111, além
dos demais componentes da MEC. H& aumento na celularidade e vascularizacéo, culminando
em um tecido desorganizado, temporario e fragil (GROSS e HOFFMANN, 2013; LIPMAN et
al., 2018; ZUMSTEIN et al., 2017).

Por fim tem-se a fase de remodelamento. Nela os tendbes, como tecidos
mecanossensiveis, passam por adaptacOes estruturais para melhor adequagdo as cargas
aplicadas. O o¢rgao ja sofreu proliferacdo substancial como medida hemostatica e de
preenchimento, agora se inicia 0 aprimoramento de sua arquitetura, a fim de se aproximar das
propriedades biomecanicas prévias a lesdo. Isso envolve diminui¢do na vascularizacdo e na
celularidade, com lenta reciclagem da MEC. Ocorre gradual substituicdo das fibras de
colageno tipo 111 pelo do tipo I e reorganizacdo dessas fibras em orientacdo uniaxial. Essa
reciclagem se deve a um complexo processo de ativacdo dos tendcitos e liberacdo de
proteases da MEC, enzimas que quebram o colageno, proporcionando sua renovagdo. Essa
fase do reparo se inicia por volta da sexta semana apos a lesdao e perdura por varios anos, com
data de término indefinida. Segue com continuas modificacGes voltadas para a obtencdo de
uma maior resisténcia e funcionalidade tendinea (SHAMASH et al., 2018; DEL BUONO et
al., 2013; LAVAGNINO et al., 2015; YANG; ROTHRAUFF; TUAN, 2013).

De maneira geral, o reparo tendineo é considerado um processo pouco eficiente. Os
tenddes sdo tecidos com metabolismo anaerdbico altamente desenvolvido, hipocelularizados e
hipovascularizados, com fluxo sanguineo chegando a ser 7,5 vezes menor do que o0
encontrado nos musculos esqueléticos. Essas caracteristicas conferem aos tendbes a
capacidade de manutencdo de tensbes e transmissdo de cargas com boa seguranca contra
isquemia e necrose (DAYTON, 2017). Contudo, essa configuracdo tecidual traz grandes
prejuizos ao reparo tecidual descrito anteriormente, cursando com gradativa desorganizacao
tecidual e déficit nas propriedades biomecanicas (SHARMA e MAFULLI, 2006; DAYTON,
2017).
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2.4 As Tendinoses

A partir das caracteristicas das lesdes e do reparo tendineo descritas anteriormente,
pode-se descrever um conjunto de patologias que s&o foco desse estudo, as tendinoses. Trata-
se de uma nomenclatura especifica para lesGes tendineas crénicas que apresentam como causa
base a soma de sucessivos danos ao tecido associados a um reparo ineficaz (SCOTT,;
BACKMAN; SPEED, 2015; SHAMASH et al, 2018).

Nas tendinoses ha alteracdo na organizada estrutura de um tenddo saudavel, gerando
repercussdes na biomecéanica e resisténcia do 6rgao. Macroscopicamente essas modificacfes
séo evidenciadas por um tenddo amolecido, espessado, acastanhado e com superficie irregular
(LI et al., 2016). Em nivel microscopico tém-se alteracdes como hipercelularidade, com
aumento no numero de tendcitos; células tendineas com conformacdo arredondada, perdendo
sua caracteristica estrutura alongada; aumento na vascularizacdo; incremento da substancia
fundamental na MEC; surgimento de fenotipos aberrantes, como focos de células osteiodes e
condroides em meio ao tenddo; e, principalmente, desorganizacdo das fibras colagenosas na
MEC. Essas caracteristicas estruturais se concentram nos pontos de lesdo, mas também sdo
encontradas em regides saudaveis do tenddo, configurando pontos de fragilidade no 6rgéo
(KLATTE-SCHULZ et al., 2018; SCOTT; BACKMAN; SPEED, 2015; SHIM et al., 2019).
Walden et al. (2017) reforcam essa explicacdo ao mostrarem que em cerca de 97% das
rupturas tendineas espontaneas ha presenca de achados de degeneracdo patologica prévia,
condizentes com uma tendinose.

Além dessa retroalimentacdo positiva da tendinose em um tenddo, em que a leséo
favorece cada vez mais a fragilidade do 6rgdo e novo adoecimento, também ha aumento no
risco de lesbes em outros tenddes no organismo. Estdo envolvidos diversos fatores, como
mudancas na cadeia cinematica do individuo adoecido, sobrecarregando outras estruturas;
déficits neuroldgicos proprioceptivos decorrentes do reparo tendineo ineficaz; inatividade
fisica em decorréncia das limitacdes do adoecimento, levando a desarranjos no equilibrio
musculoesquelético; e a predisposicdo individual a novas lesdes. Como exemplo, tem-se que
paciente com ruptura de tenddo calcaneo, apresenta cerca de 200 vezes mais chances de
romper o tenddo calcaneo contralateral, em relagdo as pessoas sem qualquer ruptura prévia
(KRILL et al., 2018; FULTON et al., 2014; OPAR; SERPELL, 2014).

Nota-se, portanto, grande importancia da microarquitetura tendinea para a resisténcia

desses orgdos a lesdes. Essa relacdo é reafirmada por diversos autores, 0s quais enumeram as
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principais alteracBes biomecénicas que levam a essa susceptibilidade ao adoecimento. Ha
marcante reducdo na rigidez do tecido e déficits em diversos parametros usados para
determinar a resisténcia do tenddo a lesGes, como o nimero de ciclos de carga capazes de
gerar lesdo, carga maxima suportada pelo 6rgéo e deformacdo maxima da estrutura. A figura
5 traz como exemplo os graficos dos resultados de um dos estudos usados como referéncia.
Nele é feita a comparacdo de um reparo tendineo eficaz com um ineficaz, demonstrando as
alteracbes em trés propriedades do 6rgédo: forca maxima transmitida no movimento, area de
secdo transversal e elasticidade (FREEDMAN; GORDON; SOSLOWSKY, 2014; GROSS;
HOFFMANN, 2013; SHIM et al., 2019).

Observa-se, portanto importante retroalimentacdo positiva na fisiopatologia das
tendinoses, em que as lesdes alteram a estrutura tendinea e essas alteragdes fragilizam o
Orgdo, tornando-o susceptivel a novo dano. O grande mediador desse processo é a
microarquitetura tendinea, a qual, caso preservada, tende a evitar a ocorréncia dessa cascata
de adoecimento. Com base nisso, mostra-se promissor o desenvolvimento de métodos de
analise que explorem os tendfes em sua organizagdo microscopica, identificando alteracGes

patologicas classicas das tendinoses.

2.5 Métodos diagnosticos para Tendinoses

Dentre os principais métodos de analise tendinea com possibilidade de uso no
diagnostico das tendinoses disponiveis atualmente temos a varredura com microscopia optica,
a transformacdo de imagens pelo método de Fourier, analise com microscopia de luz
polarizada, ultrassonografia (USG) e ressonancia magnética (RM). A varredura com
microscopia Optica, transformacdo de imagens pelo método de Fourier e analise com
microscopia de luz polarizada sdo técnicas que requerem preparacdo tecidual especial, alta
demanda de tempo e carecem de evidéncias clinicas para uso no cotidiano das analises
tendineas (LAKE et al., 2009; JARVINEN et al., 2004; SIVAGURU et al., 2014).

Ja a USG e RM sdo os exames complementares mais utilizados na rotina dos servigos
de satde. Contudo, apresentam algumas limitacGes nas analises tendineas. Apresentam bons
resultados no diagnostico de rupturas totais do tenddo em sua seccdo transversal, mas com
grande limitacdo no estudo das lesdes parciais, com importante queda na sensibilidade e
especificidade dos achados (SEO; YOO; RYU, 2014). Hodgson, Oconnor e Grainger (2012)
mostram que para lesdes completas de tendédo, a USG apresenta sensibilidade de 92 a 96% e

especificidade de 93 a 96%, contudo, com as lesdes parciais, essa sensibilidade cai para até
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67% e a especificidade, para 89%. Weinreb et al. (2014) descrevem que em rupturas totais
dos tenddes do manguito rotador, a RM apresenta sensibilidade de 92,1% e especificidade de
92,9%. J& nas rupturas parciais, a sensibilidade do exame cai para 63,6% e a especificidade
para 91,7%.

Além disso, a USG e a RM apresentam marcante incompatibilidade entre os achados
na imagem e o quadro clinico do paciente (BLEY; ABID, 2015; KAUX et al., 2011; TITAN;
ANDARAWIS-PURI, 2016). Chimenti et al. (2017) abordam que até 35% de pessoas
assintomaticas podem ter achados compativeis com lesfes tendineas na USG, enquanto até
19% de pessoas sintomaticas, podem apresentar exame totalmente normal. Matthews et al.
(2018) trazem valores ainda maiores, descrevendo que em cerca de 59% dos individuos,
assintomaticos, apresentardo achados compativeis com tendinopatia na USG.

Outra limitacdo da RM e da USG € a incapacidade de visualizar o tenddo em sua
microarquitetura, tdo importante para as func¢ées do 6rgdo, como ja discorrido anteriormente.
Esses exames se limitam a achados por areas, alteradas em ecogenicidade ou em intensidade
de sinal. Essa € a grande lacuna a ser explorada por nosso trabalho, com um meétodo de anélise
a nivel microscopico, estudando a fundamental microarquitetura tendinea (TITAN;
ANDARAWIS-PURI, 2016; HODGSON; OCONNOR; GRAINGER, 2012).
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3 MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo metodolégico para validacdo de rotina de analise automatizada
da organizacgdo do tecido tendineo.

3.1 Experimentacéo animal e aquisi¢do de imagens

As imagens foram obtidas a partir de tecido tendineo preservado em parafina de um
rato Wistar macho adulto (257 g) proveniente do Biotério do Centro de Ciéncias da Salude da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN). Os experimentos descritos a seguir
foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da instituicdo local (CEUA-UFRN,
N° 038/2014). Os procedimentos consistiram na realizacdo de tenotomia parcial no terco
médio do tenddo calcaneo direito utilizando agulha de seringa (calibre 18) para perfuracéo,
estando o rato previamente anestesiado (isoflurano 2-3%). Durante todo o periodo
experimental, o animal permaneceu alojado em condic¢des controladas de temperatura (24 °C)
e iluminacdo (ciclo claro/escuro 12/12h), com agua e racdo ad libitum. Apos 35 dias de
reparo, o animal foi eutanasiado com alta dose intraperitonial de cetamina e xilazina e 0s
tenddes calcaneos direito (lesionado) e esquerdo (controle) foram isolados em solugdo de
paraformaldeido 4% tamponado. Apos 24 h de fixacdo, os dois tenddes foram desidratados,
embebidos em parafina e seccionados (5 um) longitudinalmente. As sec¢des foram coradas
com H&E, e examinadas em microscopio Leica DM750 acoplado com camera Leica ICC
50HD, localizados no Laboratério de Microscopia do Departamento de Ciéncias da Saude,
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, UFERSA, Mossor6-RN. Quatro campos

histoldgicos (objetiva de 20x) foram capturados a partir do terco medio de cada tendao.

3.2 Processamento das imagens

As oito imagens obtidas foram submetidas a processamento computacional com uso
do software ImageJ v1.52 (NIH, Bethesda, MD, USA,; http://rsh.in-fo.nih.goV/ij/). As etapas
do processamento foram a seguintes:

a) Realizou-se a abertura da imagem original, utilizando a fungdo Open;

b) Utilizou-se o plugin Colour Deconvolution (RUIFROK; JOHNSTON, 2001), o

qual permite separar canais de cores em trés imagens 8-bit distintas (hematoxilina, eosina e
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background). Foi selecionada a imagem respectiva ao canal hematoxilina, o qual preserva os
perfis nucleares dos tendcitos;

C) Foi criada uma cdpia para a imagem selecionada anteriormente, utilizando a
fungdo Duplicate;

d) A imagem original foi aplicado o filtro Gaussian Blur, com Sigma de 1.0. Ja
para a imagem “copia” foi utilizado o mesmo filtro, mas com Sigma de 30.0;

e) Em seguida, com uso da funcdo Image Calculator, a imagem em canal
hematoxilina, obtida na etapa “b”, foi subtraida pela sua copia previamente submetida ao
filtro Gaussian Blur, obtida na etapa “d”;

f) A imagem resultante da etapa “e” foi entdo invertida (funcdo Invert);

)] A imagem produto da etapa “f” foi submetida a funcdo Find Maxima, com as
sequintes especificacfes: Noise tolerance 20.0, Output type do tipo Maxima Within
Tolerance, além de selecionadas as op¢6es Light background e Exclude edge maxima;

h) Executou-se a fungdo Analyze particles com parametros Size de 0 a infinito e
Circularity de 0 a 1.0. Foram selecionadas as opcGes Exclude on edges e a exibicdo de
resultados (perfis nucleares) como elipses (op¢do Show Ellipses).

A execucdo do processamento descrito acima foi realizada por meio de uma macro a

fim de automatizar as analises.

3.3 Calculo da eficiéncia do método

A eficiéncia da rotina computacional em detectar nicleos de tendcitos nas imagens foi
calculada a partir da razdo entre o namero de nucleos automaticamente detectados e 0 nimero

de tendcitos contabilizados manualmente por examinador experiente (ZACH et al., 2016).

3.4 Analise do Desvio Padrao Circular, da celularidade e da Razédo de Aspecto

Os dados obtidos com o processamento das imagens foram tabulados em planilhas
utilizando o software Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corporation, USA). Utilizando-se a
estatistica circular, foi calculado o desvio padrdo circular (DPC) entre os angulos de
orientacdo das elipses representando os perfis nucleares, isolados com o processamento das
imagens. O DPC € o equivalente do desvio padrdo na estatistica linear. Quanto menor o DPC,

mais alinhados os nucleos celulares (SILVA et al., 2017).
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Foi computado ainda o total de perfis nucleares em cada imagem, indicativo da
celularidade tecidual. Adicionalmente foram consideradas as medidas dos eixos dos perfis
nucleares para obtengdo da razdo maior eixo/menor eixo (ou Razdo de Aspecto — RA). A RA
¢ representada por valores numéricos > 1. Contribui na denotagao do formato celular, em que
valores proximos ao 1 indicam perfis arredondados, e valores distantes do 1, configuracao

eliptica.

3.5 Analise estatistica

Os dados provenientes dos dois grupos de imagens (lesdo versus controle) foram
analisados com o software Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corporation, USA) e expressos
como média + desvio padrdo. Assumindo um p < 0,05, foi aplicado o teste t de Student ndo

pareado na comparacéo de tais dados (DPC, RA e celularidade).
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4 RESULTADOS

A figura 1 ilustra as etapas da rotina computacional desenvolvida, aplicada a uma
imagem de tenddo controle.

Calculou-se a eficiéncia da rotina computacional em detectar nicleos de tendcitos nas
imagens de tenddes controle e lesionado. Os resultados estéo expostos na tabela 1, mostrando
eficiéncia que variou entre 87,27% e 96,96%.

Os dados obtidos com o processamento das imagens do grupo controle e grupo
lesionados foram submetidos a comparagdo com uso do teste t de Student ndo pareado,

admitindo p<0,05. Os resultados da comparacdo estdo disponiveis na tabela 2.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que o método desenvolvido é acurado na andlise da
organizacdo do tecido tendineo. Apresentou resultados satisfatérios no isolamento dos
nacleos tendcitos quando comparado a avaliagdo de examinador experiente, com eficiéncia de
87,27% a 96,96%. Também se mostrou relevante na comparagdo entre tenddes saudaveis e
lesionados, com expressiva diferenca nas variaveis de celularidade, razdo de aspecto e desvio
padréo celular.

Quando lesionados e reparados, os tenddes sofrem diversas alteracbes em sua
estrutura, tanto em seus componentes celulares, quanto nos constituintes da matriz
extracelular. Em condicdes saudaveis, a MEC e formada por uma hierarquizada estrutura
colagenosa, organizada em fasciculos alinhados e distribuidos paralelamente uns aos outros,
caracteristicas essenciais para as fungdes e propriedades biomecénicas dos tenddes
(SNEDEKER; FOOLEN, 2017; FULTON et al., 2014). Em tenddes lesadas e reparados, esses
fasciculos assumem orientacdes diversas, impossibilitando a separagédo dos feixes colagenosos
em unidades, etapa que é necessaria para a analise da imagem por meio do Imagel. Ja os
nucleos dos tenocitos, apesar de intensa irregularidade em formato, nimero e disposicéo,
continuam apresentando limites dimensionais visiveis e delimitaveis, independentemente do
grau de lesdo do tenddo. Isso possibilita o isolamento dessas estruturas com maior precisdo
durante as etapas de processamento com o ImageJ (WALDEN et al., 2017).

Com base nessa possibilidade de isolamento do nucleo dos tendcitos, o presente
trabalho se utilizou dessas estruturas como alvos do processamento e analise, a fim de
dimensionar o grau de organizacdo do tecido tendineo. Sabe-se que em um tend&o lesionado,
suas células sofrem diversas alteracGes, principalmente em quantidade (aumento da
celularidade), fendtipo (passando de células alongadas e fusiformes para uma conformacéo
arredondada) e angulacdes (células antes uniformemente alinhadas, agora dispostas de
maneira variada) (BIASUTTI et al., 2017). A partir disso, foram tomados trés parametros para
estudo da organizacdo do tecido tendineo: a celularidade, a razéo de aspecto e o desvio padréo
circular.

Os resultados expostos na tabela 2 mostraram diferencas significativas nessas trés
variaveis ao serem comparadas as imagens do tenddo lesionado as do tenddo controle. O DPC
mediu a dispersdo da angulagdo dos perfis nucleares a partir de um valor de angulacdo média
obtida na amostra. Assim, quanto maior o DPC, maior a variacdo na disposi¢do dos tendcitos,

um importante indicativo de lesdo tecidual (conforme observado na tabela, ndo preciso
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descrever os resultados). Na tabela 2, observa-se desvio padrdo circular médio de 10,46 para
as imagens do tendao lesionado e de 6,19 para as do tenddo controle, dados condizentes com
as condigcOes experimentais de cada tenddo (SHIM et al., 2019; KLATTE-SCHULZ et al.,
2018). Na avaliacdo do fenotipo das células tendineas foi utilizada a razdo de aspecto. Essa
variavel é resultado da proporcdo entre eixo maior e menor de uma determinada forma
geométrica, com valores > 1. Em casos de estruturas mais arredondadas, o comprimento dos
eixos sdo semelhantes, ja em formas elipticas, as medidas apresentam diferenca mais
acentuada, logo, proporcbes numéricas que tendem a valores bem maiores que 1. Nos tecidos
tendineos saudaveis, a morfologia dos nucleos dos tendcitos apresenta carater elipsoide, com
RA que numericamente se afasta do valor 1. J& nos érgdos lesados, ha uma maior propor¢éo
de tendcitos com formato arredondado, em que a RA se aproxima de 1. Essas impressdes
foram confirmadas a partir das analises por meio da rotina computacional desenvolvida, com
RA médio de 3,33 para as imagens do tend&o lesionado e 4,01 para o tenddo controle, como
expostos na tabela 2 (FREEDMAN et al., 2018). Em relacdo a celularidade, os tendGes em
processo de reparo tecidual apresentam aumento na contagem de células, diferenca também
exposta na tabela 2 (LI; HUA, 2016).

Um dos pontos cruciais para a execucdo do trabalho foram as etapas de detecgédo e
isolamento dos nucleos de tendcitos durante o processamento das imagens, diferenciando-os
de outros grupamentos celulares (como células endoteliais) e artefatos histologicos (como
areas de MEC com coloracdo aberrante). Caso a macro desenvolvida néo realizasse preciso
isolamento dos perfis nucleares dos tendcitos, acabariam sendo envolvidos outros
componentes (por exemplo, fibras de coldgeno e células endoteliais) dos tenddes com
orientacdo completamente diferente das células tendineas, prejudicando a analise da
organizacdo tecidual. Esse obstaculo do estudo foi superado com sucesso, como exposto na
tabela 1, em que a eficiéncia do processamento computacional em isolar os nlcleos desejados
foi de 87,27% a 96,96%.

Observa-se crescente demanda no contexto da salde para o desenvolvimento e
utilizacdo de métodos diagnésticos cada vez mais acurados e automatizados, a fim de reduzir
vieses de afericdo. A escolha de um método ideal para analise de um 6rgdo, como os tenddes,
dependera de seu custo beneficio, considerando pontos positivos e negativos da utilizacdo de
tal exame (SCHEERENS et al., 2017; CHANDRA; SKINNER, 2017). Das alterativas atuais
para analise da estrutura tendinea, as mais utilizadas na préatica clinica sdo a USG e a RM,
aléem dos métodos mais explorados no ambito experimental, como a analise por Fast Fourier
Transform (FFT) (MATTHEWS et al., 2018; SIVAGURU et al., 2014).
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A USG e a RM sdo exames muito acurados quanto em relacdo a rupturas totais dos
tenddes, com sensibilidade de aproximadamente 92% para a USG e de 93% para a RM.
Contudo, apresentam importante limitacdo na observacgéo de lesdes parciais dos tenddes, com
sensibilidade em cerca de 67% para a USG e por volta de 64% no caso da RM (HODGSON,;
OCONNOR; GRAINGER; 2012; WEINREB et al., 2014). Outra limitagdo importante diz
respeito a marcante incompatibilidade entre os achados na imagem e o quadro clinico do
paciente, em que até 35% de pessoas assintomaticas podem apresentar achados compativeis
com lesBes tendinea na USG (BLEY; ABID, 2015; CHIMENTI et al., 2017). Além disso, a
USG e RM nédo exploram os tendBes em sua organizagdo a nivel histolégico que, como
falado, muito se altera em situacfes de adoecimento (TITAN; ANDARAWIS-PURI, 2016;
SEO; YOO; RYU, 2014). A rotina computacional desenvolvida no presente trabalho analisa
0s tendbes em sua microarquitetura, podendo observar pequenas alteracdes, como as lesdes
parciais dos o0rgéos, uma grande limitacdo da RM e da USG.

A anélise tendinea com uso do FFT é um dos principais métodos de processamento
automatizado para quantificacdo da organizacao tecidual utilizados na atualidade. Baseia-se
na observacgdo e quantificacdo dos feixes de colageno, fornecendo dados sobre frequéncia de
disposicdo dessas estruturas. Nesse aspecto, 0 método desenvolvido no presente estudo é
vantajoso por determinar o grau de organizacéo tecidual a partir da observacdo dos nucleos
dos tendcitos. Os nucleos apresentam limites bem definidos nas visualizagcbes microscopicas,
podendo ser isoladas e analisadas em nimero, dimensdes e angulagdo. Enquanto que os feixes
de colageno exibem dimensdes variaveis, com imprecisa delimitacdo de seus limites, o que
prejudica a analise individualizada de cada estrutura (FUNG et al., 2010; FRISCH et al.,
2012).

O método desenvolvido nesse trabalho trata-se de uma rotina computacional com
execucdo extremamente rapida, levando poucos segundos. Apresenta carater automatizado e
pouco dependente de examinador, minimizando a subjetividade no estudo morfolégico dos
tenddes. O método foi desenvolvido para o uso em laminas coradas com H&E, técnica
acessivel e largamente utilizada em pesquisa basica (FAN et al., 2019; NAKANISHI et al.,
2019; ABDOU et al., 2019). Outra vantagem se refere ao uso do ImageJ, um software de
dominio publico e amplamente utilizado no meio cientifico, tornando o método executavel
com baixo custo (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012).

Apesar de diversos trabalhos terem utilizado bidpsias tendineas humanas em ensaios
clinicos, o caréater invasivo da coleta de amostras acarreta em riscos adicionais aos quais nao

seriam expostos 0s pacientes submetidos, por exemplo, a avaliagdo por USG ou RM, sendo
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esta a grande limitacdo da técnica apresentada no presente estudo (DAKIN et al., 2018;
AHLEN et al., 2014; FARFARAS et al., 2018; MINKWITZ et al., 2017; KLATTE-SCHULZ
et al., 2018).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo mostraram que 0 novo método desenvolvido para
analise automatizada da organizacdo do tecido tendineo € eficiente na detecgcdo dos perfis
nucleares dos tendcitos, assim como na comparacao entre tendGes saudaveis e lesionados. Séo
necessarios novos estudos, especialmente ensaios clinicos voltados para a correlacéo entre 0s

dados analisados com a rotina computacional e o quadro clinico dos pacientes.
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ANEXO A - ESQUEMA PARA REPRESENTACAO DA ORGANIZACAO

HIERARQUICA DO COMPONENTE COLAGENOSO DA MATRIZ

EXTRACELULAR.

Figura 1 —Esquema para representacdo da organizacao hierarquica do componente colagenoso

da matriz extracelular.

EPITENDAO TENDAO

FASCiCULO

ENDOTENDAO

| TENDAO 1-10 mm | FASCICULO 100-300 pm | FIBRA 50-100 pm |

FIBRAS

TROPOCOLAGENO

FIBRILA

FIBRILA 50-500 nm |

Fonte: Freedman et al. (2018).
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ANEXO B - IMAGEM HISTOLOGICA TENDINEA COM CARACTERISTICA
DISPOSICAO PARALELA DAS FIBRAS DE COLAGENO, INTERCALADAS POR
GRUPOS DE TENOCITOS.

Figura 2 — Imagem histoldgica tendinea com caracteristica disposicdo paralela das fibras de

colageno, intercaladas por grupos de tendcitos.

s ———— ——

Fonte: Imagem carada pelo autor (2020).


http://qualidadeonline.wordpress.com/2014/09/15/as-normas-tecnicas-para-o-inventario-de-emissoes-de-gases-de-efeito-estufa-gee/
http://qualidadeonline.wordpress.com/2014/09/15/as-normas-tecnicas-para-o-inventario-de-emissoes-de-gases-de-efeito-estufa-gee/

41

ANEXO C — GRAFICO CARGA/ELONGACAO. REPRESENTACAO DOS QUATRO
ESTAGIOS DE ELONGACAO TENDINEA PERANTE A APLICACAO

CONTINUADA DE CARGAS.

Figura 3 — Gréfico carga/elongacdo. Representacdo dos quatro estagios de elongacao tendinea

perante a aplicacdo continuada de cargas.
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Fonte: Thompson et al. (2017).
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ANEXO D - ESQUEMA REPRESENTANDO AS TRES FASES DO REPARO
TENDINEO, SOBREPOSTAS E COM SEUS RESPECTIVOS PERCENTUAIS
APROXIMADOS DE TEMPO EM RELACAO AO PROCESSO POR COMPLETO.

Figura 4 — Esquema representando as trés fases do reparo tendineo, sobrepostas e com seus
respectivos percentuais aproximados de tempo em relagdo ao processo por completo.

Intensidade de

resposta tecidual
'y
Fase Fase Fase de
inflamatoria proliferativa remodelamento
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Fonte: Lipman et al. (2018).
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ANEXO E - GRAFICOS COMPARANDO O REPARO TENDINEO EFICIENTE
COM O DEFICIENTE, DESCREVENDO A FORCA, AREA DE SEQAO
TRANSVERSAL E ELASTICIDADE DO TENDAO.
Figura 5 — Gréficos comparando o reparo tendineo eficiente com o deficiente, descrevendo a
forca, area de secdo transversal e elasticidade do tendao.

Reparo eficiente Reparo deficiente
& A&
Forga
4=
Areade segio

transversal
-

Elasticidade
»

Tempo Tempo
Fonte: Snedeker; Foolen (2017).
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ANEXO F — ETAPAS DA ROTINA COMPUTACIONAL PARA ANALISE DE
TECIDO TENDINEO CONTROLE. (A) IMAGEM ORIGINAL DE TENDAO
CONTROLE CORADO EM H&E. (B) UTILIZAC}AO DO PLUGIN COLOUR
DECONVOLUTION. (C) RESULTADO DE SUBTRAQAO DA IMAGEM B POR SUA
COPIA SUBMETIDA AO FILTRO GAUSSIAN BLUR, COM USO DA
FERRAMENTA IMAGE CALCULATOR. (D) INVERSAO DA IMAGEM (FUNCAO
INVERT). (E) ISOLAMENTO DOS PERFIS NUCLEARES DOS TENOCITOS COM
USO DA FERRAMENTA FIND MAXIMA (F) RESULTADOS DO
PROCESSAMENTO NA FORMA DE ELIPSES CORRESPONDENTES AOS PERFIS
NUCLEARES DOS TENOCITOS.

Figura 6 — Etapas da rotina computacional para analise de tecido tendineo controle. (A)
Imagem original de tendao controle corado em H&E. (B) Utilizagdo do plugin Colour
Deconvolution. (C) Resultado de subtracdo da imagem B por sua cdpia submetida ao filtro
Gaussian Blur, com uso da ferramenta Image Calculator. (D) Inversdo da imagem (funcéo
Invert). (E) Isolamento dos perfis nucleares dos tendcitos com uso da ferramenta Find

Maxima (F) Resultados do processamento na forma de elipses correspondentes aos perfis

nucleares dos tendcitos.

Fonte: Imagens capturadas pelo autor (2020).
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ANEXO G — EFICIENCIA DO METODO DE ANALISE.
Tabela 1 — Eficiéncia do método de andlise.

Tendoes Eficiéncia
Imagem TCo 1 87.27%
Imagem TCo 2 00.47%
Imagem TCo 3 95.06%
Imagem TCo 4 96,96%
Imagem TLe 1 93.38%
Imagem TLe 2 89 60%
Imagem TLe 3 91.30%
Imagem TLe 4 89.76%

TCo, tendio controle; TLe. tend&o lesionado.
Fonte: Dados obtidos pelo autor (2020).
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ANEXO H - COMPARACAO ENTRE GRUPOS DE IMAGENS TENDAO
CONTROLE E DE TENDAO LESIONADO.

Tabela 2 — Comparacdo entre grupos de imagens tendao controle e de tendao lesionado.

Variiveis GCo GlLe
DPC 6,19+ 094 1046 +£1.71*
Celularidade pl1.50+1223 111,00 + 4.08*
RA 401043 3.33+£035%

GCo, grupo controle; GLe, grupo lesionado; DPC, desvio-

padrio circular; RA| razio de aspecto; *P=0,05 vs. GCo.
Fonte: Dados obtidos pelo autor (2020).
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