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RESUMO 
 
Resumo: O comportamento dos genes chaves relacionadas à síntese de 

colágeno (Ctgf, Tgf-β, Vgf, Timp2, Mmp2, decorina, biglicana e fibromodulina) 

bem como dos colágenos (Col1a1 e Col3a1) do músculo gastrocnêmio (GA) 

podem ser regulados após uma transecção parcial do tendão calcâneo (TC). 

Estudos mostram que rupturas tendíneas são responsáveis por adaptações 

deletérias na massa muscular, que podem impactar diretamente na sua 

funcionalidade, como o aumento de tecido conjuntivo intramuscular, redução do 

número de capilares no músculo, atrofia muscular bem como acúmulo de 

gordura intramuscular. Essas adaptações do músculo, podem sugerir possível 

perda funcional. O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da transecção 

parcial no terço médio do TC sobre as propriedades moleculares que implicam 

o remodelamento do músculo GA de ratos após 3, 14, 28 e 55 dias da lesão (time 

points que caracterizam as fases de regeneração tendínea). Materiais e 

métodos: Foram utilizados 35 animais para as análises de expressão gênica do 

músculo gastrocnêmio no qual o tendão do calcâneo foi submetido à transecção 

parcial. Esses animais foram randomizados aleatoriamente em cinco grupos, 

com 07 animais em cada grupo: Grupo controle sem transecção parcial do TC 

(C), grupo 3 dias após transecção parcial do TC (3D), grupo 14 dias após 

transecção parcial do TC (14D), grupo 28 dias após transecção parcial do TC 

(28D) e grupo 55 dias após transecção parcial do TC 55D. Esses intervalos de 

tempo foram escolhidos com a finalidade de analisar as possíveis alterações no 

músculo em diferentes fases de cicatrização tendínea, após isso, foram 

extraídos o músculo gastrocnêmio dos animais e realizado a extração de RNA, 

cDNA e qPCR para análise da expressão dos seguintes genes: Ctgf, Tgf-β, Vgf, 

Timp2, Mmp2, decorina, biglicana e fibromodulina bem como dos colágenos 

(Col1a1 e Col3a1). Resultados: Observamos que três dias após a transecção 

parcial do TC ocorreu aumento nos níveis de RNAm de Col1a1 na MEC do 

músculo GA, quando comparado ao grupo 55D. No grupo 3D, ocorreu maior 

expressão gênica do Tgf-β e Ctgf quando comparado ao grupo 28D.Três dias 

após a transecção parcial do TC, observamos maior expressão gênica de Mmp2 

quando comparado ao grupo C. Observamos também que três dias após a 

transecção parcial do TC, ocorreu maior expressão gênica de Timp1 quando 



 
 

 

comparado ao grupo C e quando comparado ao grupo 14D.Verificamos que no 

grupo 3D após a transecção parcial do TC, ocorreu maior expressão gênica de 

Timp2 quando comparado ao grupo C e ao grupo 55D. Ainda observamos que 

três dias após a transecção parcial do TC, ocorreu maior expressão gênica de 

biglicana quando comparado ao grupo C, ao grupo 14D e ao grupo 28D. 

Conclusão: O presente estudo fornece informações importantes sobre os 

mecanismos relacionados à homeostasia da MEC do músculo mediante uma a 

lesão tendínea. Bem como, traz evidências da importância da área básica e do 

vínculo entre músculo e tendão para desenvolver estratégias mais apropriadas 

na reabilitação em condições clínicas relacionadas à lesão tendínea. 

Palavras-chave: interação músculo-tendão, expressão gênica, lesão tendínea, 

tendão calcâneo, transecção parcial tendínea. 

 

 



 
 

 

ABSTRACT 

Abstract: The behavior of key genes related to collagen synthesis (Ctgf, Tgf-β, 

Vgf, Timp2, Mmp2, decorin, biglycan, and fibromodulin) as well as collagen 

(Col1a1 and Col3a1) from the gastrocnemius muscle (GA) can be regulated after 

a transection partial calcaneal tendon (CT). Studies show that tendon ruptures 

are responsible for deleterious adaptations in muscle mass, which can directly 

impact its functionality, such as increased intramuscular connective tissue, 

reduced number of capillaries in the muscle, muscle atrophy as well as 

intramuscular fat accumulation. These muscle adaptations may suggest possible 

functional loss. The aim of the present study was to evaluate the effect of partial 

transection in the middle third of the CT on the molecular properties that imply 

the remodeling of the GA muscle of rats after 3, 14, 28 and 55 days of injury (time 

points that characterize the phases of tendon regeneration). Materials and 

methods: 35 animals were used to analyze gene expression of the 

gastrocnemius muscle in which the Achilles tendon was submitted to partial 

transection. These animals were randomized into five groups, with 07 animals in 

each group: Control group without partial CT transection (C), group 3 days after 

the partial transection of the AT (3D), group 14 days after the partial transection 

of the AT (14D), group 28 days after the partial transection of the AT (28D) and 

group 55 days after the partial transection of the AT (55D). These time intervals 

were chosen to analyze the possible changes in the muscle in different phases 

of tendon healing, after which the gastrocnemius muscle of the animals was 

extracted and RNA, cDNA, and qPCR extraction performed for analysis of the 

expression of the following genes: Ctgf, Tgf-β, Vgf, Timp2, Mmp2, decorin, 

biglycan, and fibromodulin) as well as collagen (Col1a1 and Col3a1). Results: 

We observed that three days after partial transection of the Achilles tendon, there 

was an increase in Col1a1 mRNA levels in the ECM of the GA muscle, when 

compared to the 55D group. In the 3D group, there was greater gene expression 

of Tgf-β and Ctgf, when compared to the 28D group. Three days after the partial 

transection of the AT, we observed greater gene expression of Mmp2 when 

compared to group C. We also observed that three days after partial transection 

of the AT, there was greater gene expression of Timp1 when compared to group 

C and when compared to the 14D group. We found that in the 3D group after 

partial transection of the AT presented a higher gene expression of Timp2, when 

compared to the C group and the 55D group. We also observed that three days 

after the partial transection of the AT, there was greater gene expression of 

biglycan when compared to group C, group 14D, and group 28D. Conclusion: 

the present study provides important information about the mechanisms related 

to the homeostasis of the muscle ECM through a tendon injury. In addition, it 

brings evidence of the importance of the basic area and the link between muscle 

and tendon to develop more appropriate strategies in rehabilitation in clinical 

conditions related to tendon injury. 



 
 

 

Key words: muscle-tendon interaction, gene expression, tendon injury, Achilles 

tendon, partial tendon transection. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. INTERAÇÃO MÚSCULO-TENDÍNEA  

Estudos da década de 70 já demonstravam essa relação ao mostrar que 

embriões de galinha expostos ao D-tubocurarine (inibidor de acetilcolina e, 

consequentemente da contração muscular), não apresentavam o 

desenvolvimento completo do tendão durante a embriogênese(Beckham et al.). 

Foram demonstradas alterações morfológicas e mecânicas em relação a 

diminuição do comprimento e espessura muscular após lesão tendínea seguida 

de reparo cirúrgico e também alterações de vias de sinalização do colágeno I e 

III e nos componentes mecânicos da MEC do tendão em resposta a lesão do 

músculo gastrocnêmio em ratos, mostrando que essa interação é importante 

tanto para a cinética, quanto para a formação e manutenção do tendão(Beckham 

et al.; Peng et al., 2017; Barin et al., 2019). Para compreender a interação entre 

músculo e tendão, é importante relembrar o conceito da junção miotendínea 

(JMT). 

A junção miotendínea é uma região de conexão entre o músculo esquelético 

e o tendão(Valdivia et al., 2017).. Nessa região, toda força produzida pela 

contração muscular é conduzida através das proteínas contráteis musculares 

para o tendão, possibilitando a transmissão de grandes forças entre essas duas 

estruturas4,5. Essa conexão é formada por fibrilas de colágeno localizadas no 

tendão que invadem regiões de “dobras” localizadas na superfície celular do 

músculo. A MEC da JMT é rica em componentes que favorecem uma forte 

conexão entre os filamentos de actina e as fibrilas de colágeno, sendo as mais 

comuns a laminina, as integrinas, vinculina e fibronectina. Essa região é 

altamente plástica, porém fraca, quando comparado a outras regiões do 

complexo musculo-tendíneo, sendo assim mais suscetível a lesões. Estudos 

recentes mostram que o treino excêntrico de alta intensidade é capaz de prevenir 

o aparecimento de lesões nessa região (Jakobsen e Krogsgaard, 2021). 

A mecanotransdução é um processo essencial para a manutenção saudável 

do tecido, onde um estímulo mecânico externo é percebido e transmitido para 

dentro da célula, sendo esse mecanismo o responsável pela resposta celular aos 
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estímulos mecânicos externos, é responsável pelo início de diversas cascatas 

de sinalização intracelular que podem levar a produção de constituintes da matriz 

extracelular (MEC) (Sk et al., 2020). Os sinais mecânicos são transmitidos de 

forma bidirecional ao tecido via receptores de superfície celular de adesão 

(integrinas), que conectam o citoesqueleto intracelular à matriz extracelular 

(MEC) e permite essa troca de sinais entre os dois meios (Franchi et al., 2007).  

Há relatos em estudos em que o estímulo mecânico provocado pela 

contração muscular voluntária é capaz de aumentar força, rigidez e quantidade 

de colágeno no tendão (Heinemeier et al., 2013). A resposta tendínea à carga 

muscular a nível morfológico e molecular também foi demonstrada com o 

aumento em espessura do tendão, aumento da expressão de proteínas 

estruturais como os colágenos (Col1a1, Col1a2, Col3a1), fatores de crescimento 

(Ctgf, Tgf-β e sua via de sinalização via SMAD2/3, Igf-1, Vegf) e fatores de 

transcrição (Scleraxis, Mohawk e EGR1) que são essenciais na regulação do 

remodelamento da MEC tendínea (Egger and Berkowitz, 2017). 

1.2. TENDÃO 

 Estrutura e função  

O tendão é uma estrutura que liga o tecido ósseo (periósteo) ao tecido 

muscular), com uma função mecânica importante de propagação de força entre 

essas duas estruturas, absorção de cargas impostas sobre o segmento, 

ampliação de potência e geração de energia mecânica a partir de energia 

elástica, entre outras (Wang, 2006; Nourissat et al., 2015). 

A complexidade de funções do tecido tendíneo depende de sua constituição 

e organização estrutural (Andarawis-Puri et al., 2015). Os tendões são 

organizados de forma hierárquica: O tropocolágeno é formado por um conjunto 

de cadeias peptídicas, dando origem às microfibrilas de colágeno, que juntas 

formam as fibrilas de colágeno e assim, formando as fibras, fascículos e unidade 

tendínea (Peng et al., 2017). O paratendão é a primeira camada de tecido 

conjuntivo que reveste o tendão permitindo uma maior movimentação do tecido, 

seguindo, temos o epitendão que está localizada externamente ao paratendão e 
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reúne o endotendão que reveste cada fibrila de colágeno e acomoda a passagem 

de nervos e vasos (Galloway et al., 2013).  

O tendão é um tecido especializado, que suporta forças compressivas, de 

cisalhamento e tensão, isso se dá principalmente pela constituição e 

organização dos seus componentes estruturais que são em sua maioria 

formados pela matriz extracelular (MEC) e células especializadas (fibroblastos, 

mastócitos, células endoteliais, adipócitos e células-tronco do tendão (TSCs) 

(Wang, 2006). O meio celular do tendão é composto principalmente por 

fibroblastos, essa célula tem função principal de divisão celular, produção de 

constituintes da MEC e quando maduros perdem essa capacidade sintetizadora 

e passam a ser chamados de fibrócitos (Galloway et al., 2013). Os fibrócitos ou 

tenócitos estão posicionados ao longo das fibras de colágeno, apresentam um 

mecanismo de comunicação célula com célula extremamente especializado, 

permitindo a interação em diversos planos do tecido favorecendo o 

remodelamento tecidual (Wang, 2006). 

A matriz extracelular do tendão é  constituída por proteínas fibrosas, que 

oferecem ao tecido a característica de resistência às cargas impostas (colágeno, 

fibronectinas, mucopolisacáridos),proteínas elásticas que conferem  elasticidade 

ao tecido (elastina, fibrilina, oxitalânicas, elaunínicas) e substância fundamental, 

que compreende um conjunto de moléculas hidratadas (proteoglicanos, 

glicosaminoglicanos (GAG) e glicoproteínas) que oferecem lubrificação, barreira 

imunológica ao tendão, auxiliam  na aderência célula-substrato e facilitam a 

migração celular (Wang, 2006; Mukund e Subramaniam, 2020) . 

 Em relação aos proteoglicanos (PGs), podemos dar destaque aos pequenos 

proteoglicanos ricos em leucina (SLRPs) como a decorina, biglicana e a 

fibromodulina, pois pela sua localização entre as fibras de colágeno, oferecem a 

MEC organização, auxiliam na fibrilogênese e coordenam a espessura das 

fibrilas de colágeno (Galloway et al., 2013; Nourissat et al., 2015; Peng et al., 

2017), já foi demonstrado que na ausência da decorina, houve formação 

inadequada de componentes da MEC tendínea como, por exemplo, das fibrilas 

de colágeno (Zhang et al., 2005).  

Dentre a proteína mais abundante da MEC do tendão está o colágeno, que 

compreende 86% a 95% do tendão, ele se apresenta em forma de fibrilas 

alongadas e alinhadas paralelamente ao sentido da força aplicada do músculo 
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que favorece a resistência do tendão diante das forças impostas(Lavagnino et 

al., 2015). Dentre os colágenos, o colágeno I é o mais presente na MEC, 

correspondendo a quase 90%, sendo o tipo mais rígido e resistente de colágeno, 

seguido do tipo III (10%) que está presente em maior quantidade no epitendão e 

endotendão, suas fibras têm uma maior capacidade de extensibilidade e sua 

síntese e degradação é maior principalmente em lesão tendínea recente 

(Mukund e Subramaniam, 2020). 

Em relação aos componentes moleculares do tendão, alguns fatores de 

transcrição ganham destaque, dentre eles, o fator de transcrição scleraxis, por 

ser essencial no processo de proliferação e diferenciação dos tenócitos, tendo 

em vista que na sua ausência há alterações deletérias na MEC tendínea como 

atrofia, desarranjo e atenuação da expressão do colágeno do tipo I (Galloway et 

al., 2013). Já o fator de transcrição Mohawk (Mkx) atua durante o processo de 

formação e maturação do tendão e junto ao Smad2/3 (transdutores de sinal para 

o fator de crescimento transformador beta (Tgf-β) vai atuar na regulação da 

síntese de componentes da MEC (Egger e Berkowitz, 2017). 

 Resposta tendínea a estímulos mecânicos músculo-dependente 

A carga mecânica gerada a partir da contração muscular ou a ausência 

dessas cargas (como no caso de tendinopatias e rupturas tendínea) são capazes 

de modular a MEC tendínea (Docheva et al., 2015; Thomopoulos et al., 2015). A 

partir dessa premissa, diversos pesquisadores se dedicam a mostrar essa 

relação. Já foi demonstrado que embriões de galinha expostos ao D-

tubocurarine (inibidor de acetilcolina e, consequentemente da contração 

muscular), não apresentaram o desenvolvimento completo do tendão durante a 

embriogênese(Beckham et al.). Um estudo com camundongos demonstrou que 

a corrida em esteira foi capaz de regular positivamente a expressão de fatores 

de crescimento mecânico (MGF), melhorou o potencial proliferativo das células-

tronco do tendão (TSCs) e aumentou a expressão de Col3a1 e tenomodulina 

(Zhang et al., 2005). 

Em humanos, a contração muscular de alta intensidade foi capaz de elevar o 

conteúdo de colágeno do tipo I, enquanto a prática de esportes de alta requisição 

muscular foi capaz de aumentar a área de secção transversal do tendão. Além 
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do colágeno, o Ctgf, Mmp-2, Timp-1, Timp-2, Vegf e lipoxigenase (Lox) parecem 

ser regulados em resposta à contração muscular (Andarawis-Puri et al., 2015) . 

Em resumo, a contração muscular controlada é capaz de regular o 

remodelamento tendíneo.  Esse processo tem seu início a partir da expressão 

de fatores de crescimento pelos tenócitos em resposta a contração muscular, 

esses fatores de crescimentos mandam sinais via SMAD 2/3 para expressão dos 

fatores Mohawk Homeobox (Mkx), Escleraxia (Scx) e Erg1 e, 

consequentemente, resultando em resposta celulares e modificações na MEC 

tendínea (Docheva et al., 2015; Mukund e Subramaniam, 2020). 

Diante disso, é possível inferir que condições que comprometam a 

completude do músculo podem acarretar negativamente essas vias 

coordenadas, influenciando a formação e desenvolvimento saudável do 

tendão(Barin et al., 2019).  

 Lesão Tendínea  

O tendão calcâneo (TC), popularmente conhecido como tendão de Aquiles 

se origina ao final do tríceps sural (músculos gastrocnêmio e sóleo) e se insere 

posteriormente ao osso calcâneo através de uma fibrocartilagem. O TC realiza 

a absorção de energias no plano sagital e frontal, permitindo os movimentos de 

dorsiflexão, flexão plantar, inversão e eversão. O TC é o mais suscetível à 

ruptura, devido a sua função em unir os músculos sóleo e gastrocnêmio ao osso 

calcâneo, com fibras em várias direções afim de suportar a tensão exercida por 

esses músculos, sendo recorrentes as disfunções de tendinopatias ou lesão por 

sobrecarga (Egger e Berkowitz, 2017a; Dederer e Tennant, 2019) o que, por 

consequência, prejudica a biomecânica ao gerar limitação funcional (Nourissat 

et al., 2015). 

Estudos prévios mostram que anatomicamente o TC apresenta uma zona em 

que o suprimento sanguíneo é reduzido em uma região onde ele se estreita, 

localizada entre 2 a 6 cm acima da inserção distal deste tendão junto ao osso 

calcâneo(Jozsa et al., 1990; Barin et al., 2019). Segundo Egger e Berkowitz, 

2017, existem fatores que podem predispor lesões neste tecido, fatores 

intrínsecos como gota, distúrbios metabólicos, distúrbios do colágeno, doenças 

infecciosas, artrite reumatoide, insuficiência renal e psoríase, e fatores 
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extrínsecos, como a sobrecarga do tendão e atividades desportivas também 

podem afetar o tendão de Aquiles. Além disso, Egger (Egger e Berkowitz, 2017) 

e Dederer (Dederer e Tennant, 2019) ainda complementam que medicamentos 

como fluoroquinolonas podem elevar os riscos de rompimento deste tecido, 

como apresentado em estudos realizados em animais (Corrao et al., 2006). 

Outros fatores que aumentam as chances de rompimento do TC são suas fibrilas 

mais curtas e com orientação anormal, bem como sua composição(Jozsa et al., 

1990), além do fato de sua vascularização ter duas origens: pela artéria tibial 

posterior, vindo através da parte medial da perna e irrigando as partes proximais 

e distais do paratenônio (uma membrana constituída de duas camadas que 

envolve o TC auxiliando no deslizamento), e pela artéria fibular, que vem da 

região lateral para vascularizar uma pequena área na parte medial do TC, 

existindo uma área de 2 a 6 cm da inserção deste tendão com má perfusão, e 

por este motivo se torna um tecido sujeito a susceptível a condições 

degenerativas e rupturas (Dederer e Tennant, 2019). 

A ruptura do tendão calcâneo (parcial ou total) é uma condição comum, que 

atinge tanto atletas preparados, quanto indivíduos que praticam esportes ou são 

sedentários. Nos esportes de alto impacto, as lesões normalmente ocorrem por 

sobrecarga, quando o TC é exposto a um stress muito grande relacionado a 

contração excêntrica do músculo gastrocnêmio e soleo. Além da sobrecarga, 

condições como microtraumas repetitivos e redução de constituintes 

colagenosos com o avanço da idade podem levar a condições degenerativas no 

tecido (Thomopoulos et al., 2015; Egger e Berkowitz, 2017).Ainda não é bem 

compreendida na literatura a ligação direta entre tendinopatia e ruptura tendínea, 

no entanto, mostra-se que tendinopatias podem ocasionar rupturas no tendão. 

Estudos recentes vêm teorizando possíveis explicações para a etiologia do 

rompimento do tendão de Aquiles, teorias estas ainda em andamento (Millar et 

al., 2017). Independente do fator etiológico da lesão do TC, todas as lesões são 

capazes de ativar diversas vias com o objetivo de reparo e retorno a homeostase 

tecidual (Sharma et al., 2006). 

Existem poucos estudos na literatura sobre o tecido tendíneo quando 

comparado a outros tecidos que têm origem do mesoderma. Contudo, as etapas 

de cicatrização desses tecidos são bem conhecidas e dividas em: Fase 

inflamatória que ocorre imediatamente após a lesão, fase proliferativa que dura 
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em média algumas semanas e por fim, a fase de remodelamento que perdura de 

meses a anos. Essa divisão é teórica, pois na prática apesas dessas fases 

apresentarem distinções a nível celular e molecular, como por exemplo citocinas 

inflamatórias são mais expressas em fases iniciais, enquanto citocinas 

antiinflamatórias são expressas em fases mais tardias de cicatrização,  todas 

essas fases se sobrepõem, se interrelacionam e são dependentes até o 

momento de completa cura do tecido (Sharma et al., 2006; Ho et al., 2014). 

A fase inflamatória é caracterizada inicialmente pelo aumento da 

permeabilidade dos vasos da região e presença de coágulo, que será uma região 

de suporte para a atividade de células inflamatórias e plaquetas que vão levar a 

síntese  de citocinas inflamatórias e fatores de crescimento como TGFβ, IGF-I e 

PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas), levando ao aumento da 

proliferação  de neutrófilos, macrófagos, sendo o último responsável pela 

degradação de componenetes necróticos  na região de cicatrização (Docheva et 

al., 2015; Egger e Berkowitz, 2017). 

Em seguida, temos a fase proliferativa que é caracterizada por uma 

ampliação da MEC tendínea, a partir de um aumento da expressão de fatores de 

crescimento que irão aumentar a quantidade de produção e recrutamento de 

fibroblastos (Thomopoulos et al., 2015). Nessa fase ocorre um aumento da 

quantidade de células intrínsecas tendíneas advindas do endotendão e 

epitendão (Ho et al., 2014). A neoangiogênese nesse período de reparo é 

essencial para trazer nutrientes, citocinas e oxigênio para a manutenção da 

vitalidade de todas as células envolvidas e  oferecer condições favoráveis para 

que a síntese de colágeno ocorra de forma saudável (Millar et al., 2017). A 

remodelação é a ultima fase de cicatrização, nela, o colágeno da cicatriz passa 

por um processo de reorganização, onde ocorre diminuição das células 

responsáveis pela síntese do colágeno e diminuição da vascularização(Sharma 

et al., 2006; Ho et al., 2014) . As fibras de colágeno passam a ser alinhadas, o 

colágeno do tipo 3 é substituído de forma gradual por colágeno do tipo 1 que por 

dispor de um número maior de ligações cruzadas é mais resistente (Ho et al., 

2014; Leong et al., 2020). Nesse período,ocorre aumento da atividade das MMPs 

que degradam componentes proteicos da MEC e favorecem o remodelamento 

do tecido e evita a formação de cicatrizes hipertróficas, fibrose tecidual e 

deposição exagerada de colágeno (Minkwitz et al., 2017). Dessa forma, foram 



 

24 
 

estabelecidos os time points deste estudo, a fim de analisar os genes expressos 

de acordo com as fases de cicatrização tendínea. 

 

 

Tabela 1. Expressão do fator de crescimento durante as fases de cicatrização do tendão. 

IGF-1: fator de crescimento semelhante à insulina 1; Tgf-β: fator transformador de crescimento 

β; PDGF: fator de crescimento derivado de plaquetas; bFGF: fator de crescimento de fibroblastos 

básico;VEGF: fator de crescimento endotelial vascular; BMP: proteína morfogenética óssea; 

MEC: matriz extracelular. Adaotado de Ho et al., 2014). 

 

Apesar de ser em maioria decorrido da prática de esportes, é importante 

salientar que muitos fatores podem elevar as chances de rotura deste tendão, 

como a composição deste tecido e estrutura, sua vascularização, sexo, idade, 

biomecânica, força e flexibilidade muscular, pré disposição genética além de 

comorbidades que podem afetar o tendão (Corrao et al., 2006). 

1.3. MÚSCULO ESQUELÉTICO 

 Estrutura e função  

O músculo esquelético é um tecido altamente plástico e funcional, tendo 

como funções principais a geração de energia mecânica, sustentação postural, 

além de funções fisiológicas que abrange desde o metabolismo, termogênese, 

armazenamento de aminoácidos até secreção de peptídeos para a sinalização 

celular (Grzelkowska-Kowalczyk, 2016).  A organização estrutural do músculo é 

INFLAMAÇÃO PROLIFERAÇÃO REMODELAMENTO 

Fibroblastos e células 

inflamatórias: 

Igf-1, Tgf-β 

Proliferação celular: 

 Igf-1, Pdgf, Tgf-β, bfgf, Bmp 

-12, -13, -14 

Remodelamento da MEC: 

 Igf-1 

Estimula e regula a 

expressão de outros 

fatores de crescimento: 

Pdgf 

Síntese de colágeno e 

componentes da MEC: 

Igf-1, Pdgf, bfgf, Tgf-β 

Término da proliferação 

celular: 

 Tgf- β 

Promove a angiogênese: 

Vegf, bfgf 

Interção Célula-Matriz: 

Tgf-β, bFGF 

Síntese de colágeno do 

tipo 1:  

Tgf- β, Bmp-12,-13, -14 
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basicamente composta por células musculares (fibras musculares ou miofibras) 

multinucleadas dispostas em feixes e tecido conjuntivo(Heinemeier et al., 2013). 

Em relação a composição das fibras musculares, sabemos que ela é composta 

em sua maior parte por proteínas, água e sarcoplasma, sendo a actina e a 

miosina as proteínas contráteis mais consideráveis do tecido. (Tedesco et al., 

2010; Manegold et al., 2019) 

A matriz extracelular muscular reveste as fibras musculares e são 

fundamentalmente compostas por glicoproteínas, proteoglicanos, elastina e 

colágeno (Tedesco et al., 2010). Algumas das diversas funções da MEC 

muscular são: oferecer ao tecido suporte estrutural ao tecido (células, vasos, 

nervos), participa da formação, diferenciação e manutenção do tecido e 

possibilita a transmissão lateral de força contrátil (Grzelkowska-Kowalczyk, 

2016). O tecido conjuntivo intramuscular é formado por três camadas que 

formam uma rede contínua, onde o primeiro envolve a fibra muscular 

individualmente (endomísio), a segunda envolve o conjunto de fibras musculares 

(perimísio) e por último, a camada que recobre todo o músculo (epimísio) 

(estrutura do tecido conjuntivo intramuscular representado na Figura 1), que 

apresenta em sua extremidade uma ligação ao tendão (Peng et al., 2017).   
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Figura 1. Estrutura do tecido conjuntivo intramuscular.  

MEC intramuscular do músculo semitendíneo, imagem obtida através da técnica de micrografia 
eletrônica após a retirada das células musculares. As siglas presentes na imagem representam: 
Epimísio (EP) perimísio (P) e endomísio (E) (Nourissat et al., 2015).  

Dentre as proteínas mais abundantes da MEC muscular estão o colágeno I e 

III. O colágeno I fornece ao tecido qualidade de rigidez e resistência e está 

presente em maior quantidade no perimísio, enquanto o colágeno III oferece 

elasticidade ao tecido e está mais presente no endomísio e epimísio (Sk et al., 

2020). Grande parte dos proteoglicanos (PGs) que estão presentes na MEC 

muscular são pequenos proteoglicanos ricos em leucina (SLRPs) como a 

biglicana, fibromodulina, lumican e decorina. Esses SLRPs estão associados a 

glicosaminoglicanos (GAGs) que constantemente exercem a função de 

acomodar e liberar fatores de crescimento(Kjær, 2004a; Frontera and Ochala, 

2015). A comunicação entre o colágeno e os proteoglicanos é essencial para a 

organização estrutural do tecido, por exemplo, a decorina e a biglicana podem 

regular a fibrogênese do colágeno do tipo I, regulando sua estrutura e função 

(Frontera and Ochala, 2015; Mukund e Subramaniam, 2020). Outro grupo de 

proteínas relevantes na MEC muscular são as glicoproteínas, que são essenciais 

no processo de adesão célula-matriz (Mukund e Subramaniam, 2020). 
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A homeostase entre síntese e degradação de componentes proteicos da 

MEC é essencial para garantir que processos como migração, síntese de 

miotubos a partir da fusão de mioblastos e outros ocorram e favoreçam a 

manutenção saudável do tecido(Schiaffino et al., 2013). As metaloproteinases 

de matriz (MMPs) são endopeptidases dependentes de cálcio e zinco que tem 

como papel principal a degradação de componentes proteicos da MEC, apesar 

dos inúmeros tipos de MMPs já mapeados, neste presente trabalho iremos dar 

maior atenção a gelatinase Mmp-2, que possui alta afinidade em quebrar 

ligações peptídicas entre aminoácidos de proteínas como colágeno, fibronectina, 

proteoglicanos e laminina(Tedesco et al., 2010), em contrapartida a atividade 

das MMP’s, teremos a atividade dos inibidores teciduais de metaloproteinases 

de matriz (Timps), que têm como função estabilizar ou inibir a atividade 

proteolítica das MMPs, é importante destacar que a Timp-1 e Timp-2 são 

capazes de inibir a atividade de todos os tipos de MMPs.  Estudos mostram que 

frequentemente essas duas enzimas (Mmp e Timp) são ativadas juntas em 

situações como exercício físico, mostrando mais uma estratégia de manutenção 

da homeostase entre síntese e degradação (Sk et al., 2020) . 

A homeostase da MEC do músculo depende da atividade de fatores de 

crescimento, enzimas e proteoglicanos. Nesse contexto, o fator de crescimento 

transformador beta (Tgf-β) é ativado via SMAD que interpreta as informações 

extracelulares, levando a ativação de genes específicos (Col1a1 e Col3a1) que 

irão sintetizar o colágeno (Peng et al., 2017). O fator de crescimento do tecido 

conectivo (Ctgf) apresenta via semelhante, onde já foi demonstrado que a 

expressão excessiva desse gene pode provocar fibrose no tecido 

muscular(Jakobsen and Krogsgaard, 2021). A regulação desse processo parece 

depender principalmente de proteoglicanos ricos em leucina (SLRPs) que 

conseguem bloquear a atividade do Tgf-β e do Ctgf, limitando a formação de 

novas fibrilas de colágeno, ou seja, atuando na síntese e degradação desse 

componente da MEC(Grzelkowska-Kowalczyk, 2016). A MEC intramuscular 

além de ter função estrutural, apresenta uma característica de transmissão de 

forças lateral entre as outras fibras musculares através das ligações de 

cisalhamento, esse evento é descrito principalmente no perimísio e endomísio 

do músculo, que difere a transmissão de força mediada pela junção miotendínea 

já conhecida (Barin et al., 2019). Sabemos que o músculo e o tendão são 
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estruturas que se adaptam ao treinamento, porém também respondem de forma 

negativa ao desuso (Juneja e Veillette, 2013). 

1.4. RESPOSTA DA MEC MUSCULAR A ESTÍMULOS MECÂNICOS 

TENDÃO DEPENDENTE 

A homeostase músculo tendínea decorre de uma comunicação bidirecional, 

que depende das células musculares (miócitos), migração de proteínas, 

transmissão de forças e fatores de crescimento(Freedman et al., 2018). Os 

genes Ctgf e Tgf-β são importantes participantes da síntese do colágeno da 

matriz extracelular, favorecendo o remodelamento da MEC (Nourissat et al., 

2015). O gene Tgf-β com suas três isoformas na MEC são responsáveis por 

codificar proteínas que são importantes durante proliferação, diferenciação e 

crescimento celular, principalmente do colágeno (Grzelkowska-Kowalczyk, 

2016). A sobrecarga do músculo na ausência de lesão pode levar a hipertrofia 

das fibras musculares e a remodelamento da MEC(Sk et al., 2020), em relação 

a isso, sabemos que componentes da MEC respondem a presença de carga por 

meio da mecanotrasndução através da quinase de adesão focal (FAK), paxilina, 

quinase ligada à integrina (ILK) e a proteína quinase ativada por nitrogênio 

(MAPK) que são essenciais para converter a carga mecânica aplicada no tecido 

em resposta celular. A ILK é essencial para estabilidade mecânica muscular e 

na otimização da adesão célula-MEC (Jozsa et al., 1990). Estudos 

demonstraram que o músculo exposto ao treino de resistência teve como 

resposta o aumento da quantidade de colágeno I e III, bem como a expressão 

dos respectivos genes (Alamdari et al., 2009). 

Em relação aos eventos moleculares, o aumento em quantidade do colágeno 

no contexto  de exposição à carga no tecido pode estar relacionado à uma maior 

expressão do fator de  crescimento de transformação beta (Tgf-β via de 

sinalização SMAD2/3), importante regulador de  síntese proteica (Heinemeier et 

al., 2013), além disso, já foi observado que o tendão também  responde aos 

diferentes tipos de contração (isométrica, concêntrica e excêntrica), pois os 

mesmos  foram capazes de aumentar a expressão gênica do fator de 

crescimento do tecido conjuntivo (Ctgf), colágeno I e III (Heinemeier et al., 2013). 

O aumento da expressão do Tgf-β nos fibroblastos está ligado a exposição do 
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tecido a carga mecânica, consequentemente ao aumento de componentes 

estruturais da MEC, como colágeno e proteoglicanos (Grzelkowska-Kowalczyk, 

2016) . 

 Resposta da MEC muscular à lesão tendínea:  

Apesar das evidências trazerem as respostas a nível da MEC do tendão 

mediante a lesão muscular, ainda não há muitas evidências mostrando as 

alterações  moleculares que ocorrem na matriz extracelular quando o tendão é 

exposto a uma lesão, ou seja,  o presente trabalho tem como princípio 

demonstrar os possíveis mecanismos  envolvidos nas modificações que ocorrem 

na MEC resultante de uma lesão  tendínea, tendo em vista a sua importância 

para a manutenção da MEC e consequentemente no  tecido, essa manutenção 

depende entre a homeostase entre síntese e degradação dos componentes  

estruturais (Wirth, 2021) . 

O presente estudo poderia mostrar maneiras que as estruturas importantes pela 

manutenção da MEC do músculo se comportam com a transecção parcial do 

tendão calcâneo lesão parcial de tendão, como por exemplo o colágeno I e III 

(Col1a1, Col3a1) e seus importantes reguladores Ctgf e Tgf-β, essenciais para 

a formação e remodelamento da MEC. Já foi descrito que a imobilização pode 

aumentar a deposição de colágeno da MEC do tecido muscular, podendo causar 

fibrose e diminuição da função (Jozsa et al., 1990). Porém, é escasso na 

literatura quando se trata de estudos que mostrem a influência da lesão tendínea 

na expressão de genes relacionados à estrutura da MEC muscular. 

Acreditamos que, com o presente estudo, nossas descobertas fornecerão um 

avanço significativo para compreender os mecanismos relacionados com a 

homeostasia da MEC do músculo exposto à lesão tendínea, tendo em vista que 

cerca de 50% das lesões que ocorrem no ambiente esportivo acometem o 

tendão (Egger e Berkowitz, 2017). Promovendo conhecimento a ciência básica 

e que, futuramente poderá auxiliar teoricamente em estudos da área da saúde, 

principalmente relacionados à área de reabilitação, cooperando para a prática 

baseada em evidências, integrando área básicas e prática clínica, beneficiando 

o desenvolvimento científico e tecnológico do país. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVOS GERAIS 

Avaliar o efeito da transecção parcial realizada no terço médio do tendão 

calcâneo (TC) sobre as propriedades moleculares que influenciam o 

remodelamento do músculo gastrocnêmio (GA) de ratos após 3, 14, 28 e 55 dias 

da lesão (time points que caracterizam as fases de regeneração tendínea). 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Avaliar a expressão de genes chaves relacionadas à síntese de colágeno 

(Ctgf, Tgf-β, Vgf, Timp2, Mmp2, decorina, biglicana e fibromodulina) bem como 

do colágeno (Col1a1 e Col3a1) do músculo gastrocnêmio em diferentes fases 

(3, 14, 28 e 55 dias) após transecção parcial do tendão calcâneo. 

3. METODOLOGIA 

3.1. ANIMAIS 

Trata-se de um estudo de caráter experimental. Foram utilizados 35 ratos 

Wistar, com peso médio de 250g. Os animais foram mantidos em biotério central 

da Universidade de Brasília, UnB. Eles permaneceram agrupados em gaiolas 

plásticas, com livre acesso à água e ração peletizada, com controle de 

luminosidade (ciclo claro/escuro de 12h) e temperatura controlada. Os 

experimentos foram conduzidos seguindo as recomendações éticas do Guide for 

Care and Use of Laboratory Animals (National Research Council (U.S.). 

Committee for the Update of the Guide for the Care and Use of Laboratory 

Animals. and Institute for Laboratory Animal Research (U.S.), 2011) . Todos os 

procedimentos experimentais foram realizados com os animais anestesiados 

(injeção intraperitoneal de solução de xylazina 12 mg/Kg/peso corporal e 

ketamina 95 mg/Kg/peso corporal). O projeto foi aprovado Comissão de Ética No 

Uso De Animais (CEUA/UCB) (protocolos 028/15 e 012/19). 

3.2. DESIGN EXPERIMENTAL 
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Foram utilizados 35 animais para as análises de expressão gênica do 

músculo gastrocnêmio no qual o tendão do calcâneo foi submetido à transecção 

parcial. Esses animais foram randomizados aleatoriamente em cinco grupos, 

com 07 animais em cada grupo: Grupo controle, sem transecção parcial do TC 

(C), grupo 3 dias após transecção parcial do TC (3D), grupo 14 dias após 

transecção parcial do TC  (14D), grupo 28 dias após transecção parcial do TC  

(28D) e grupo 55 dias após transecção parcial do TC (55D). Esses intervalos de 

tempo foram escolhidos com a finalidade de analisar as possíveis alterações no 

músculo em diferentes fases de cicatrização tendínea. O desenho experimental 

foi detalahado na Figura 2. 

 
Figura 2. Desenho experimental 

35 animais formam utilizados  para as análises de expressão gênica do músculo gastrocnêmio 
no qual o tendão do calcâneo foi submetido à transecção parcial. Esses animais foram 
randomizados aleatoriamente em cinco grupos, com 07 animais em cada grupo: Grupo controle 
sem transecção parcial do TC (C), grupo 3 dias após transecção parcial do TC (3D), grupo 14 
dias após transecção parcial do TC (14D), grupo 28 dias após transecção parcial do TC (28D) e 
grupo 55 dias após transecção parcial do TC 55D. Após o  time course proposto pelo presente 
estudo, foram extraídos o músculo gastrocnêmio dos animais e realizado a extração de RNA, 
cDNA e qPCR para análise da expressão dos seguintes genes: Ctgf, Tgf-β, Vgf, Timp2, Mmp2, 
decorina, biglicana e fibromodulina bem como dos colágenos (Col1a1 e Col3a1). 
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3.3. PROTOCOLO DE TRANSECÇÃO PARCIAL DO TENDÃO CALCÂNEO 

Para induzir a lesão no tendão do calcâneo (TC), os animais foram 

anestesiados utilizando injeção intraperitoneal de solução de xilazina 

(12mg/Kg/peso corporal) e quetamina (95 mg/Kg/peso corporal), a pata posterior 

direita foi submetida à assepsia e tricotomia. Uma transecção parcial transversa 

(aproximadamente 2/3 de profundidade de lesão na extensão do tendão) foi 

executada na região proximal do tendão a uma distância de 4 mm de sua 

inserção com o osso calcâneo (Figura 3) conforme protocolo de Bortolazzo (O. 

Bortolazzo et al., 2020). Posteriormente, os animais foram alocados em gaiolas 

com água e alimentação ad libitum sendo assim observados até que o efeito do 

anestésico tenha terminado.  

 

 

 

Figura 3. Realização da transecção parcial 

Realizada no terço médio do tendão calcâneo, segundo protocolo de Bortolazzo(O. Bortolazzo 

et al., 2020). 
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3.4. EUTANÁSIA E COLETA DO MÚSCULO GASTROCNÊMIO (GA) 

Após o término do período experimental, foi realizada a coleta dos tecidos 

com os animais anestesiados, utilizando-se injeção intraperitoneal de solução de 

xilazina (12 mg/Kg/peso corporal) e ketamina (95 mg/Kg/peso corporal). Após, 

os animais foram posicionados em uma mesa cirúrgica, em decúbito dorsal, com 

as patas presas e mantidas em extensão para, assim, efetuar a retirada do GA. 

A porção (superior) foi utilizada para a extração de RNA total. Os músculos foram 

então congelados e armazenados em freezer a –86ºC. Em seguida, os animais 

foram eutanasiados com overdose anestésica. Após o time-curse proposto pelo 

presente estudo, o músculo gastrocnêmio foi pesado e dividido em duas porções 

similares, com um corte horizontal no seu ventre, para análises moleculares e 

morfológicas do tecido. A porção (superior) foi utilizada no presente estudo para 

a extração de RNA total. 

3.5. ANÁLISES 

 Extração de RNA 

Para extrair o RNA do músculo gastrocnêmio, amostras de 35 animais (07 

por grupo) foram homogeneizadas em tubos contendo 5 esferas de aço 

inoxidável (diâmetro, 2.3 mm) (BioSpec Products, Bartlesville, OK, USA) e 

partículas afiadas de carbonato de silício (1 mm) (BioSpec Products) através da 

máquina FastPrep-24 (MP Biomedicals, Solon, OH, USA). Posteriormente, o 

RNA total foi extraído utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen - EUA) conforme 

as instruções do fabricante. Um espectrofotômetro, NanoDrop® (ND-1000; 

NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, DE, USA) foi utilizado para quantificar 

a concentração de RNA total extraído de cada amostra. Todas as amostras 

apresentaram uma relação de absorbância A260 / A280 de entre 1,8 e 2,0. Para 

evitar contaminação das amostras por DNA após extração, elas foram tratadas 

com TURBO DNA-freeKit (Ambion – Life Technologies – 1907M) conforme 

recomendações do fabricante. 

 Reverse Transcriptase – Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 
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Para avaliar a expressão gênica do músculo GA um total de 1µg de RNA, 

extraídos de cada amostra foram convertidos em cDNA (volume final 20 µl), 

usando-se a transcriptase reversa SuperScript® VILO™ MasterMix (Invitrogen- 

Cat. 11755-010), de acordo com o manual do fabricante. Para realizar a 

transcrição reversa os seguintes parâmetros de ciclagem foram utilizados: (1) 

amostras incubadas à 25º por 10 minutos; (2) amostras incubadas à 42ºC por 60 

minutos; (3) amostras incubadas à 85ºC por 5 minutos. Ao final da reação as 

amostras foram armazenadas no freezer à uma temperatura -20°C. Para as 

reações de qPCR, um sistema TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied 

Biosystems, EUA) foi utilizado conforme recomendações do fabricante GoTaq 

Probe qPCR Master Mix (Promega – A6102). Para tanto, foram homogeneizados 

10µL de GoTaq Probe qPCR Master Mix; 1µL do primer 20x do gene alvo (Tabela 

1) e uma quantidade de cDNA que foi determinada conforme curva padrão 

padronizada para cada gene que variou de 8-40ng em um volume final de 20µL.  

Para a reação os seguintes parâmetros de ciclagem térmica foram utilizados: 

(1) 40ºC durante 15 minutos; (2) 95ºC durante 2 minutos (3) 95ºC durante 15 

segundos; (4) 60ºC durante 1 minuto perfazendo um total de 40 ciclos. A curva 

de melting foi analisada após o término da corrida para confirmar a 

especificidade dos produtos amplificados. A expressão relativa dos produtos de 

qPCR foi determinada com auxílio da equação a seguir: fold change = 2 –ΔΔCt 

(Livak and Schmittgen, 2001). A reação de amplificação foi efetuada pelo Quant 

Studio 3 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) para os seguintes genes: 

Bgn, Col1a1, Col1a1, Ctgf, Dcn, Fmod, Igf-1a, Mmp2, Tgf-β1, Timp-1, Timp-2 e 

Vegf. Para cada gene, todas as amostras foram amplificadas simultaneamente 

em formato de duplicatas da mesma amostra de cDNA em uma única corrida. A 

expressão de cada gene alvo foi normalizada baseado na expressão do gene 

constitutivo beta actina que foi utilizado como controle interno da expressão de 

RNAm devido a menor variabilidade intra e intergrupo. É importante salientar que 

a eficiência de reação de cada gene analisado no presente estudo foi 

determinada através de uma curva de padronização que apresentou parâmetros 

referenciais de slope igual a -3.3, R2 = 0.9–1.0 demonstrando eficiência acima 

de 90%. 
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RNAm CÓDIGO (LIFE 

TECHNOLOGIES) 

Bgn 

Col1a1 

Col1a1 

Ctgf 

Dcn 

Fmod 

Igf-1a 

Mmp2 

Tgf-β1 

Timp-1 

Timp-2 

Vegf 

rn01529736 

rn01463849 

rn01437681 

rn01537279 

rn01503161 

rn00589918 

rn00710306 

rn01538170 

rn00572010 

rn01430873 

rn00573232 

rn01511602 

 

Tabela 2. Lista de genes testados 

Biglicana (Bgn), Cadeia alfa 1 de colágeno tipo I (Col1a1), Cadeia alfa 1 de colágeno tipo III 

(Col1a1), fator de crescimento do tecido conjuntivo (Ctgf), Decorina (Dcn), Fibromodulina 

(Fmod), Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (Igf-1a), Metaloproteinase de matriz 

do tipo 2 (Mmp-2), Fator de crescimento transformador beta 1 (Tgf-β1), Inibidor tecidual da 

metaloproteinase de matriz do tipo 1 (Timp-1), Inibidor tecidual da metaloproteinase da matriz do 

tipo 2 (Timp-2), e Fator de crescimento do endotelial vascular (Vegf). 

3.6. ANÁLISE DE DADOS 

A normalidade dos dados foi determinada pelo teste de Shapiro-Wilk e o teste 

de Levene foi utilizado para analisar a homogeneidade da variância. Todas as 

variáveis apresentaram distribuição normal e homogênea. A ANOVA one-way foi 

utilizada para comparar a expressão gênica no músculo gastrocnêmico entre os 

grupos experimentais. Quando foi detectada uma diferença significativa, o teste 

post hoc de Tukey foi aplicado para identificar onde as mesmas ocorreram. Um 

nível alfa de p ≤0,05 foi considerado significativo. O GraphPad Prism Software 

8.0 (San Diego, Califórnia) foi utilizado para a análise estatística. 
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4. RESULTADOS 

Foi observado que três dias após a transecção parcial do TC ocorreu 

aumento nos níveis de RNAm de Col1a1 na MEC do músculo GA, quando 

comparado ao grupo 55D (Figura 4A). O grupo 3D, apresentou maior expressão 

gênica de Tgf-β , quando comparado ao grupo 28D (Figura 4C), e do Ctgf quando 

comparado ao grupo C (Figura 4D). 

Três dias após a transecção parcial do TC, apresentou maior expressão 

gênica de Mmp2 quando comparado ao grupo C (Figura 5A). Observamos 

também que três dias após a transecção parcial do TC, ocorreu maior expressão 

gênica de Timp1 quando comparado ao grupo C e ao grupo 14D (Figura 5B). 

Já a expressão de Timp2 aumentou no grupo 3D , quando comparado ao 

grupo C e ao grupo 55D (Figura 5C). Ainda observamos que três dias após a 

transecção parcial do TC, ocorreu maior expressão de biglicana na MEC do 

músculo GA quando comparado ao grupo C, ao grupo 14D e ao grupo 28D 

(Figura 5E). 

Não foi constatado diferenças significativas entre os diferentes grupos 

experimentais quanto aexpressão gênica de Col1a1 (Figura 4A), Vegf (Figura 

4F), Igf1a (Figura 4E), decorina (Figura 5D) e fibromodulina (Figura 5F) (p> 0,05).  
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Figura 4. Análise da expressão gênica  
 
Análise da expressão gênica no músculo gastrocnêmico após à transecção parcial do tendão calcâneo. (Col1a1): cadeia de colágeno tipo I alfa 1; (Col3a1): 
cadeia alfa 1 de colágeno tipo III; (Tgf-β): Fator de crescimento transformação beta; (Ctgf): Fator de crescimento do tecido conjuntivo; (Igf-1a): Fator de 
crescimento semelhante a insulina tipo 1; (Vegf): Fator de crescimento endotelial vascular; Os grupos experimentais: controle (C; n= 10), 3 dias após transecção 
parcial do TC (3D; n= 10), 14 dias após transecção parcial do TC (14D; n=10), após transecção parcial do TC (28D; n=10) e 55 dias após transecção parcial 
do TC (55D; n=10). Diferenças significativas, a: diferente do grupo controle; b: diferente do grupo 3D.; p ≤ 0,05. 
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Figura 5. Análise da expressão gênica 

Análise da expressão gênica no músculo gastrocnêmico após à transecção parcial do tendão calcâneo. (Mmp-2): Metaloproteinase de matriz do tipo 2; (Timp-
1): Inibidor tecidual da metaloproteinase de matriz do tipo 1; (Timp-2): Inibidor tecidual da metaloproteinase da matriz do tipo 2; (Dcn): Decorina; (Bgn): Biglicano 
e (Fmod): Fibromodulina. Os grupos experimentais: controle (C; n= 10), 3 dias após transecção parcial do TC (3D; n= 10), 14 dias após transecção parcial do 
TC (14D; n=10), após transecção parcial do TC (28D; n=10) e 55 dias após transecção parcial do TC (55D; n=10). Diferenças significativas, a: diferente do 
grupo controle; b: diferente do grupo 3D.; p ≤ 0,05.
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5. DISCUSSÃO 

Por ser um tendão mais suscetível a rupturas, lesões do TC por sobrecarga 

têm sido comuns, principalmente com o aumento da frequência da população à 

pratica de esportes e atividades físicas (Thomopoulos et al., 2015). Portanto, vê-

se a importância de analisar evidências que demonstrem a relação músculo-

tendão e como essa interação pode colaborar na tomada de decisão para novos 

tratamentos e futuras pesquisas em humanos. Os tendões são estruturas de 

extrema importância na transmissão de força entre os músculos e sistema 

esquelético, contudo, sabe-se que lesões causadas no tendão, especialmente 

no TC, são de difícil reparo, já que a vascularização não é tão eficaz nesse tipo 

de tecido (Corps et al., 2006). As fases de cicatrização desses tecidos se dão 

por etapas, onde nos primeiros dias ocorre a fase inflamatória aguda (Guyton - 

Tratado de Fisiologia Médica. 13a Ed.), seguida de reparação e fase proliferativa, 

evoluindo para o remodelamento da MEC, de forma que no final do processo 

ocorre a etapa de maturação tecidual (Minkwitz et al., 2017). 

O objetivo do nosso trabalho foi avaliar o efeito da transecção parcial no terço 

médio do TC sobre as propriedades moleculares que implicam o remodelamento 

do músculo GA de ratos após 3, 14, 28 e 55 dias após a lesão (a partir da 

avaliação da expressão de genes chaves relacionadas à síntese de colágeno 

(Ctgf, Tgf-β, Vgf, Timp2, Mmp2, decorina, biglicana e fibromodulina) bem como, 

dos colágenos (Col1a1 e Col3a1) no músculo GA. 

O nosso estudo foi capaz de trazer resultados relevantes em relação a 

resposta muscular à transecção parcial tendínea. Os principais resultados 

confirmam em partes a hipótese inicial, mostrando que a transecção parcial do 

TC exerce efeito sobre a expressão de genes chaves da MEC do músculo GA 

(Ctgf, Tgf-β, Vgf, Timp2, Mmp2, decorina, biglicana e fibromodulina) bem como, 

do colágeno (Col1a1 e Col3a1)). 

A modulação desses genes no músculo pode ser afetada pela interação 

músculotendínea da junção miotendínea (JMT), que corresponde à região de 

transição entre tecido muscular e tecido tendíneo. Essa estrutura, composta por 

tecido conjuntivo, funciona como um sistema integrado entre tendão e músculo, 

sendo responsável por transmitir força, armazenar energia para a contração 

muscular e auxiliar em parte da nutrição do tendão, onde passam os vasos 
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sanguíneos. É, também, capaz de se adaptar tanto fisiologicamente, como 

funcionalmente aos estímulos provindos do músculo e/ou do tendão (Kjær, 

2004), o que pode implicar na transmissão de sinais entre esses tecidos para 

adaptação e plasticidade tecidual, como ocorre, por exemplo, ao exercitar a 

musculatura. É, também, capaz de se adaptar tanto fisiologicamente, como 

funcionalmente (Kjær, 2004), aos estímulos provindos do músculo e/ou do 

tendão, o que pode implicar na transmissão de sinais entre esses tecidos para 

adaptação e plasticidade tecidual, como ocorre, por exemplo, ao exercitar a 

musculatura. É esse sistema integrado que, possivelmente, age como ponte 

para sinalização do processo reparatório do tecido, e, consequentemente, para 

expressão de genes que participam do reparo tecidual, decorrentes de uma 

ruptura tendínea. 

Seguindo este pensamento, elaboramos a hipótese de que uma lesão parcial 

(transecção) do tendão calcâneo poderia modular a expressão dos genes que 

fazem parte da manutenção e homeostasia da MEC, sugerindo a plasticidade do 

músculo em resposta à transecção parcial do TC. 

Os principais achados do estudo até o momento apontam que, logo após o 

terceiro dia de transecção parcial do TC, ou seja, ao final da fase inflamatória 

aguda, ocorre um aumento nos níveis de RNAm de Col1a1, Ctgf e Tgf-β na MEC 

do músculo GA. Estudos anteriores também demonstraram esse aumento de 

expressão do Ctgf e, consequentemente, aumento da síntese de colágeno em 

resposta a lesão aguda durante os primeiros dias da fase inflamatória (Galloway 

et al., 2013).  

Quanto ao colágeno do tipo 3, devido sua tendência à de formação de tramas 

iniciais para futura substituição pelo colágeno tipo 1, sua síntese é maior, 

principalmente, em lesões mais recentes, com maior produção durante os 3 

primeiros dias de lesão, com produção novamente aumentada durante a 

formação do tecido de granulação (Mukund e Subramaniam, 2020).  

O aumento dos níveis de Tgf-β e Ctgf estão relacionados a ativação de genes 

responsáveis pela síntese do colágeno, em fases inicias da lesão.  Tendo em 

vista que o Ctgf é um importante regulador da síntese do colágeno na MEC, 

codificando proteínas que são importantes durante proliferação, diferenciação e 

crescimento celular, podemos esperar uma expressão maior nas fases iniciais 

da lesão oferecendo condições estruturais fisiológicas favoráveis à MEC. No 
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nosso modelo experimental, no entanto, não foi observado diferenças na 

expressão de colágeno logo após a transecção, pelo contrário, o Col1a1 por 

exemplo, diminui a expressão após 55 dias da transecção. Sua atenuação em 

fases mais tardias da lesão pode levar a fibrose tecidual (Kjær, 2004). Era 

esperado que os níveis de expressão de Col1a1 acompanhassem o aumento da 

expressão de Ctgf, em virtude deste último agir como um estimulador para 

síntese de colágeno na MEC (Frazier et al., 1996), demonstrando que foi iniciado 

o processo de reparo tecidual com reposição de colágeno do tipo I. O Ctgf 

também tem ação moduladora sobre a atividade do Tgf-β, interagindo de forma 

direta na sua via de sinalização, ativando seus sinais e estimulando sua 

interação com os receptores da MEC (Balbino et al., 2005), acompanhando 

sinergicamente à medida que os níveis de Ctgf se alteram (Abreu et al., 2002), 

o que nos leva a entender o sutil aumento, porém não significativo, do Tgf-β no 

grupo 3D após transecção. A elevação dos níveis dessas proteínas tem tido 

papel fundamental no reparo e manutenção das propriedades mecânicas do 

tendão, visto que o Ctgf é também responsável pela angiogênese, proliferação, 

migração celular e reparos teciduais enquanto o Tgf-β executa a regulação 

dessas ações (Liu et al., 2015). 

No presente estudo, observamos que além do Ctgf, a Mmp2, Timp1, Timp2 

e a biglicana também apresentaram aumento no 3° dia após a transecção parcial 

do tendão. Com o aumento de Mmp-2 (Figura 4A), nota-se um aumento 

expressivo de Timp-1 (Figura 4B), seguido de elevação também da Timp-2 

(Figura 4C), que coincidem com achados anteriores sobre a função das Timps, 

principalmente da Timp-1, como inibidora do excesso de degradação da matriz 

realizada pela Mmp-2 nos primeiros dias e tendo essa inibição mantida pela 

Timp-2 nos dias seguintes como um inibidor secundário (Kjær, 2004b; Vieira et 

al., 2012). O Tgf-β, além de estimular a síntese do colágeno, também estimula a 

Timp, ou seja, favorecendo um acúmulo de colágeno, tendo em vista a 

atenuação da expressão de Mmp2, mostrando seu importante papel na 

manutenção e regeneração tecidual (Kjær, 2004). 

Com este excesso de degradação de colágeno que é causado pela Mmp-2 

nos primeiros dias, também aguardava-se observar o aumento de Col1a1, como 

pôde ser verificado no gráfico (Figura 3A). A expressão de Col1a1 nos primeiros 

dias tem como função balancear o dano, realizando sua reposição. Além disso, 
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os estudos como os de Kjær, 2004 e de Corps et al., 2006 relatam a elevação 

dos níveis de RNAm para colágenos tipo I e III, bem como de proteoglicanos e 

fatores angiogênicos, como elementos importantes no processo de reparo do 

tecido tendíneo.  

Observamos que três dias após a transecção parcial do TC, ocorreu também 

maior expressão gênica de biglicana na MEC do músculo GA. A biglicana é um 

proteoglicano que confere organização à MEC, auxiliando na fibrilogênese e 

coordenando a espessura das fibrilas de colágeno, o que confere maior 

resistência ao tecido tendíneo quando em fase madura, sendo, em estudos, 

comumente regulada pela decorina (Galloway et al., 2013; Nourissat et al., 2015; 

Peng et al., 2017). Já foi demonstrado que na ausência da decorina, houve 

formação inadequada de componentes da MEC tendínea como, por exemplo, 

das fibrilas de colágeno (Zhang et al., 2005). A expressão aumentada de 

biglicana no grupo do 3° dia descreve um rearranjo das fibras colágenas, 

desempenhando o papel de auxiliar na integridade da MEC, indicando que uma 

plasticidade tecidual está ocorrendo naquela etapa do processo de cicatrização. 

Além disso, o Tgf-β induz o aumento da expressão de proteoglicanos como a 

biglicana (Kjær, 2004), que corresponde aos nossos achados, tendo o aumento 

da expressão de ambos os genes na fase aguda de regeneração do tecido. 

O imobilismo pós lesão pode também justificar em parte essas alterações, já 

tendo sido demonstrado em estudo anterior que a ausência de tensão foi capaz 

de causar alterações morfológicas em fibroblastos e na expressão do colágeno, 

ou seja, embora o tecido seja capaz de responder à presença de tensão, a sua 

ausência tem o poder de modificar componentes estruturais da MEC. Além disso, 

o imobilismo pode levar ao aumento da expressão da Mmp2 pré e pós tradução, 

levando a um aumento inicial da degradação de colágeno e também ao aumento 

da quantidade de colágeno do tipo III no perimísio após período de imobilismo 

(Kjær, 2004; Egger e Berkowitz, 2017). 

Nos resultados obtidos, não foi observada diferença significativa na 

expressão gênica de Col3a1, Igf1, Vegf (Figura 3B, E e F, respectivamente), 

decorina e fibromodulina (Figura 4D e F, respectivamente). Entretanto, a análise 

desses genes será refeita posteriormente, uma vez que que novos recursos 

foram adquiridos. Destacamos que esses achados são preliminares e partes de 

um grande estudo, de maneira que investigaremos também a morfologia e a 
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presença de proteínas mais importantes no músculo, considerando que a 

expressão gênica responde apenas em partes à nossa pergunta. Dessa forma, 

ainda há muito o que investigar, como a expressão de outros genes que estejam 

relacionados a inflamação, a atrofia e a hipertrofia do músculo.   

6. CONCLUSÃO 

O presente estudo foi capaz de confirmar parcialmente nossa hipótese acerca 

dos genes expressos no músculo GA em resposta a transecção parcial realizada 

no TC. A partir dos resultados obtidos, no 3° dia após a lesão obtivemos maior 

pico de expressão de genes, como Tgf-β, Ctgf, Timp-1, Timp-2 e Mmp-2, 

indicando sua participação no reparo tendíneo logo após a fase inflamatória 

aguda. 

Nosso estudo concede informações importantes para melhor entendimento 

das interações músculo-tendão, bem como os mecanismos relacionados à 

homeostasia da MEC muscular mediante à transecção parcial do TC. Com isso, 

salientamos a importância de estudos futuros que investiguem de forma mais 

detalhada quanto a comunicação entre músculo-tendão e mecanismos 

envolvidos. Ressaltamos ainda, a relevância da realização de estudos futuros 

em humanos para analisar acuradamente a relação músculo-tendão, que 

promovam evidências com finalidade de auxiliar na tomada de decisão clínica 

para técnicas mais apropriadas em reabilitação de lesões relacionadas ao 

tendão. 
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