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RESUMO

O tecido tendinoso apresenta um comportamento mecanico dependente das fibras cola-
genas e do arranjo e da proporgao de seus constituintes. O conhecimento do compor-
tamento mecéanico dessas estruturas pode ser importante em diversas aplicagoes, como
na representagao de proteses de joelho e em cirurgias por controle remoto, onde pode
auxiliar cirurgioes ou projetistas a tomar decisoes individualizadas para cada paciente.
Entretanto existem diversas dificuldades técnicas associadas a caracterizacao de tecidos
biolégicos. Considerando que nao existe uma metodologia experimental consolidada para
tecidos biologicos, a presente tese realiza um estudo exploratoério da correlacao de para-
metros individuais que representem aspectos especificos ou mesmo estruturais do tipo de
tecido com sua resposta mecéanica. Multiplos parametros individuais foram selecionados
de modo a representar os principais constituintes do tendao e os diferentes niveis de sua
estrutura, sendo possivel avaliar sua correlagao com a resposta mecéanica quando obtida de
diferentes individuos ou de diferentes posi¢oes do mesmo individuo. Anélises estatisticas
dos parametros escolhidos nao mostraram diferengas entre machos e fémeas, mas apre-
sentaram diferencas estatisticamente significantes entre tendoes extensores e flexores. O
modulo tangente e a temperatura de pico (parametro molecular) das amostras estudadas
mostraram possuir uma correlacao forte. O relacionamento das demais variaveis indivi-
duais se mostrou moderado ou nao obteve-se uma correlagao com a resposta mecanica
estatisticamente significante. Por fim, o presente trabalho foi capaz de demonstrar a cor-
relagao entre parametros mecanicos e individuais, evidenciando que o estudo da estrutura

molecular pode fornecer maiores detalhes da fungao-estrutura do tendao na macroescala.

Palavras-chave: Tendoes; Estudo experimental; Comportamento mecanico; Correlacao;

Caracteristicas individuais.
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ABSTRACT

Tendon tissue presents a mechanical behavior dependent on collagen fibers and the ar-
rangement and proportion of its constituents. The comprehension of the mechanical
behavior of these structures may be relevant in a variety of applications, such as knee
prosthesis representation and remote controlled surgeries, where surgeons or designers
can make individualized decisions for each patient. However, there are several technical
difficulties associated with the biological tissues characterization. Considering that there
is no consolidated experimental methodology for biological tissues, this dissertation per-
forms an exploratory study of the correlation of the individual parameters that represent
structural or specific aspects for each tissue type with its mechanical response. Several
individual parameters were selected to represent the main tendon constituents and the
different levels of its structure, evaluating its correlation with the mechanical response
when obtained from different individuals or different positions of the same individual.
The parameters selected for the statistical analysis showed no differences between ma-
les and females, although statistically significant differences between extensor and flexor
tendons were presented. The studied samples stiffness and peak temperature (molecu-
lar parameter) showed a strong correlation. Other individual variables relationship was
moderate or did not correlate with the mechanical response. At last, the present work
was able to demonstrate the correlation between mechanical and individual parameters,
evidencing that the molecular structure study can provide more details of the tendon

function-structure in the macroscale.

Keywords: Tendons; Experimental study; Mechanical behavior; Correlation; Individual

characteristics.
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1 INTRODUCAO

Tecidos biologicos tem recebido atengao de varios pesquisadores devido a possibili-
dade de predizer a resposta mecanica de sistemas biologicos que possuam funcionalidade
estrutural [Munoz-Rojas, 2016]. O conhecimento do comportamento dessas estruturas
pode ser importante em diversas aplicagoes. Pode-se citar, por exemplo, a simulacao
da interacao artéria/stent |[Ragkousis et al., 2014|, protese de joelho/sistema musculo-
esquelético [Kia et al., 2014|, cirurgias por controle remoto [Beyar et al., 2006], entre
outros, onde uma estimativa do comportamento mecanico pode auxiliar o cirurgiao ou
projetista a tomar decisoes individualizadas para cada paciente. Uma limitacao na indi-
vidualizacao do tratamento de pacientes esté relacionada principalmente as varias dificul-
dades técnicas associadas a caracterizagao experimental de tecidos biologicos.

Devido a caracteristicas inerentes deste tipo de material, nao existe procedimento
experimental consolidado para ensaios mecénicos, sendo esta tematica ainda hoje uma
importante adrea de pesquisa. O desenvolvimento de protocolos de ensaio configura uma
das linhas de pesquisa desta area. Uma particularidade no ensaio destes materiais é que
a sua resposta pode ser influenciada por fatores incomuns & outros materiais, como por
exemplo, o procedimento de obtencdo das amostras (homogeneidade ao longo da geome-
tria das amostras e uniformidade geométrica), no armazenamento (umidade, temperatura,
tempo de degradacao), na fixacao para ensaio (fendmeno de escorregamento), na medi¢ao
de deformagoes (material muito flexivel e timido), nas condigoes de ensaio (in vitro ou in
vivo), entre outros. Outra linha de pesquisa correlata, onde existe um nimero significa-
tivo de trabalhos sendo desenvolvido, é voltada a caracterizacao numérico-experimental
de materiais, através da identificacao de pardmetros de modelos. Estes, por sua vez, bus-
cam caracterizar o comportamento mecanico observado em tecidos biologicos, através de
ensaios que capturem respostas nao lineares, anisotropicas, danificacao das fibras durante
deformagoes excessivas, e ainda com sensibilidade a velocidade de deformacao, umidade e
temperatura. Nestes casos é possivel encontrar trabalhos usando diferentes metodologias,
sendo as mais usadas a multiescala e a fenomenologica.

Seja o enfoque no desenvolvimento de protocolos experimentais, ou na caracteri-
zagao numérico-experimental destes materiais, ambos acabam lidando com problemas na

repetitividade da resposta mecéanica do ensaio e na confiabilidade dos resultados. Alguns



trabalhos acabam se limitando a representacoes de tendéncias do comportamento mecéa-
nico dadas por apenas uma tnica curva observada experimentalmente. Os trabalhos que
apresentam resultados de mais de um ensaio, tem que lidar com grandes dispersoes na
curva tensao-deformacgao. Este problema estd associado principalmente ao fato que os
tecidos biol6gicos podem mudar significativamente seu comportamento mecanico segundo
sua origem, seja esta de diferentes individuos ou do mesmo tipo de tecido (classificagao)
em diferentes posigoes no mesmo individuo [Learoyd e Taylor, 1966, Maher et al., 2012,
Herod et al., 2016]. Em outras palavras, um tendao extensor pode nao possuir o mesmo
comportamento mecanico de um tendao flexor do mesmo individuo, que por sua vez pode
também nao possuir o mesmo comportamento do mesmo tendao extensor de outro indivi-
duo. Esta caracteristica impde uma severa limitagao na aplicagao em problemas reais de
caracterizagoes experimentais ou numeérico-experimentais de tecidos biolégicos, inviabili-
zando uma tratativa individualizada, como por exemplo, uma simples simulagao de um
tecido tendinoso especifico de um individuo. Sem sombras de duvidas, se nao for possi-
vel avangar cientificamente nas formas de individualizar/especializar a caracterizagao de
tecidos bioldgicos, a aplicagao de modelos avangados em problemas reais individualizados
estard muito longe de uma realidade proxima, apesar dos esfor¢os em desenvolvimentos
de protocolos de ensaios e de modelos de material cada vez mais complexos capazes de
representar simultaneamente nao linearidade, anisotropia, viscosidade, dano, etc.

Varios estudos, principalmente da area de saide, mostram com sucesso algum tipo
de correlagao de parametros fisicos, fisioldgicos, histoldgicos ou até mesmo patoléogicos,
com algum tipo de resposta de interesse (seja mecénica ou nao). As respostas destes
estudos vao desde o simples sucesso ou ndo em uma intervengao cirurgica [Veras et al.,
2003], até respostas mecanicas de tecidos de diferentes caracteristicas, contém ainda in-
formagoes sobre os individuos ou particularidades da amostra [Veras et al., 2003, Camhi
et al., 2011, Gasperin et al., 2002|, sendo a literatura muito ampla neste sentido. Porém,
infelizmente, a grande maioria destes estudos se baseia em informacoes que nao sao uteis
para correlagoes com o comportamento mecanico, ou nao informam todos os dados ne-
cessarios, ou mesmo procedimentos de obtencao de parametros fisiologicos ou histologicos
que nem sempre podem ser reproduzidos em outros laboratoérios.

As dificuldades e justificativas aqui apresentadas abrem varias possibilidades de

desenvolvimento de metodologias experimentais para caracterizar o tecido, necessitando



ensaios que fornecam informacoes tteis para uma correlagao.
A literatura fornece evidéncia suficiente para justificar a continuagao do estudo
de metodologias experimentais para caracterizar tecidos biolégicos incorporando aspectos

individuais/especializados.

1.1  Objetivos

Neste trabalho tem-se como principal objetivo realizar um estudo exploratorio de
caracterizagao experimental de tecidos biologicos segundo as caracteristicas individuais
do tecido, onde pretende-se buscar correlacoes destas caracteristicas individuais com pa-
rametros mecanicos obtidos de ensaios. Aqui, entende-se como caracteristica individual
algum paradmetro que quantifique aspectos especificos ou mesmo estruturais do tipo de
tecido. Além disso, pretende-se estudar e apresentar uma metodologia experimental que
consiga fornecer todas as informacgoes necessarias para as anélises.

Para a realizagao deste primeiro trabalho do grupo de pesquisa, o estudo sera rea-
lizado com tecido tendinoso (ndo limitando-se a apenas um tipo de tendao), que necessita
de menos testes experimentais para sua caracterizacao experimental quando comparado

a outros tecidos.



2 TENDOES - CARACTERISTICAS E REPRESENTACOES

Neste capitulo seré apresentada a morfologia, hierarquia e comportamento mecé-
nico do tecido tendinoso, objeto de estudo desta tese, além de realizar uma revisao do
estado da arte da correlacao do tecido com sua resposta mecanica e das influéncias de
parametros individuais. Informacoes mais detalhadas podem ser encontradas em Cowin

e Doty, 2007, Mescher, 2013, Junqueira et al., 2004 e nos artigos mencionados.

2.1 Tecidos Biolégicos

Tecidos biologicos sao compostos por uma colecao de células e de uma matriz ex-
tracelular [Junqueira et al., 2004|. A matriz extracelular é constituida de fibras (proteinas
colagenas e elastina) e de substancia fundamental, a qual é composta de proteoglicanos
[Cowin e Doty, 2007]. Os tecidos moles sao divididos em quatro grandes grupos: conec-
tivo, epitelial, muscular e nervoso, sendo o tipo conectivo o objetivo deste estudo.

O tecido conectivo é dividido em duas classes: frouxo e denso. O tecido conectivo
frouxo suporta estruturas normalmente sujeitas a pressao e atritos pequenos, sendo en-
contrado na mucosa de diversos 6rgaos e envolvendo vasos sanguineos, nervos e musculos,
nao existindo predominancia de qualquer componente estrutural [Junqueira et al., 2004].
O tecido conjuntivo denso é adaptado para oferecer resisténcia e protecao aos tecidos, na
sua estrutura existe uma clara predominancia de fibras coldgenas, sendo menos flexivel
[Junqueira et al., 2004].

O tecido conectivo denso ainda é subdivido em irregulares e regulares, onde no
primeiro a orientagao das fibras é aleatéria e no segundo as fibras sao arranjadas em feixes
paralelos [Cowin e Doty, 2007]. Citam-se os tendées como exemplo de tecido conectivo
denso regular.

A Figura 2.1 apresenta a divisao dos tecidos bioloégicos mencionados.
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2.2 Tendoes

Os tendoes possuem a funcao de unir o musculo ao osso e transmitir forcas trativas
do musculo ao osso, produzindo assim o movimento articular [Kannus, 2000]. A forma e
o tamanho dos tendoes variam consideravelmente, os quais podem ser achatados, cilindri-
cos, em forma de fita ou leque [Franchi et al., 2007]. O maior constituinte dos tendoes,
considerando o peso total, é a dgua (65-70%). Se for considerado somente o peso seco,
livre de gordura, as fibras colagenas representam 75-80%, a elastina menos de 3% e os
proteoglicanos variam entre 1-1,5% [Schmid-Schonbein et al., 1986], sendo que o tendao
¢ composto predominantemente dos colagenos tipo I, Il e V [Zitnay e Weiss, 2018|.

O tendao pode ser descrito hierarquicamente em varios niveis, da anatomia ma-
croscopica até a organizagao molecular. A Figura 2.2 ilustra essa hierarquia (niveis).
Segundo Baer et al., 1992, os tenddes possuem seis niveis de organizagao, onde o primeiro
nivel é a molécula de colageno e o sexto ¢ o tendao em si, entre esses niveis se encontram

as microfibrilas, as fibrilas, as fibras e os fasciculos.
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Figura 2.2 — Hierarquia do tendao [adaptado de Kastelic et al., 1978|

O tendao também é revestido por um tecido conjuntivo frouxo, chamado de para-
tendao, o qual protege o tecido e aumenta o deslizamento entre o tendao e outros tecidos
proximos. Em alguns tendoes o paratendao percorre todo seu comprimento, em outros é
encontrado apenas no ponto onde o tendao se dobra em conjunto com a articulagao [Cowin
e Doty, 2007]. Logo abaixo do paratendao encontra-se uma fina membrana de tecido co-
nectivo chamada epitenddo, sendo esta uma rede fibrilar relativamente densa [Kannus,
2000]. Ainda existe outra rede reticular fina chamada endotendao, a qual envolve e une
as fibras do tendao |Kannus, 2000].

A descricao geral da estrutura dos tendoes é de que as fibras de coldgeno que
compoe o tecido sao arranjadas em paralelo, conforme representado na Figura 2.3. Essa
descricao é razoavel para tendoes que estao sujeitos a carregamentos uniaxiais, sendo

geralmente considerados transversalmente isotropicos [Cowin e Doty, 2007].
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fibra de colageno

Figura 2.3 — Fibras colagenas do tendao em paralelo [adaptado de Nordin e Frankel,

2001]

O tendao é composto de muitas fibrilas quase-alinhadas, as quais possuem um
comprimento que excede muito o pequeno didmetro que apresentam [Cowin e Doty, 2007].
Além disso, a estrutura das fibras em tendoes que nao estao tensionados, exibe uma
ondulagdo conhecida como crimp do colageno [Wang, 2006, Cowin e Doty, 2007, Franchi
et al., 2007, Connizzo et al., 2013|. Segundo Starborg et al., 2013, essa ondulagao é
decorréncia da natureza helicoidal das fibras em meio a uma matriz predominantemente
de células.

As fibrilas sao consideradas unidades basicas do tendao, sendo que um feixe de
fibrilas forma uma fibra de colageno [Kannus, 2000]. As fibrilas sdo constituidas por mo-
léculas de coldgeno alinhadas em formato de tripla hélice [Cowin e Doty, 2007| e possuem
periodicidade. Essa frequéncia entre as moléculas é chamada de periodicidade D e é rela-
tada em alguns trabalhos [Orgel et al., 2006, Franchi et al., 2007, Svensson et al., 2017].
Na Figura 2.4 é possivel ver com mais detalhes a fibrila, onde a periodicidade da molécula

(D) é medida e a triple hélice demonstrada.
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Figura 2.4 — Estrutura fibrila [adaptado de Orgel et al., 2006]

Os tendoes também sao considerados altamente anisotropicos, devido sua estrutura

fibrosa orientada unidirecionalmente [Cowin e Doty, 2007].

2.2.1 Comportamento Mecénico de Tendoes

As propriedades mecanicas dos tendoes dependem fortemente das fibras colagenas,
mas também do arranjo e da proporcao de seus constituintes, particularmente do coldgeno
e da elastina [Cowin e Doty, 2007].

Os ensaios de tracao em tendoes geralmente sao realizados ao longo do eixo das
fibras de colageno, tratando-se da direcao de carregamento predominante in vivo, sendo
o comportamento resultante nao-linear [Cowin e Doty, 2007].

Uma curva tipica de tensao-deformacao do tecido tendinoso apresenta uma regiao
inicial, conhecida como toe, onde o tecido estd inicialmente ondulado e sujeito a um
alongamento do tecido com pequeno aumento de carga, seguida de uma segunda regiao,
conhecida como regiao linear, onde as fibras se realinham e a rigidez da amostra aumenta
rapidamente [Connizzo et al., 2013|, o que esta representado na Figura 2.5. Segundo Wang,
2006, a regiao inicial chega até 2% de deformagao e a regiao linear prologa-se até 4% de
deformacao, caso o tendao seja deformado acima de 4% ocorre o rompimento microscopico
de fibras e além de 8-10% de deformacao, ocorrem rompimentos macroscopicos (Figura
2.5). Entretanto o estudo de Devkota e Weinhold, 2003, mostrou que tendoes flexores de

aves podem deformar elasticamente acima dos valores reportados em estudos anteriores



(4%). Tais observagoes indicam que tendoes de espécies distintas podem ter caracteristicas
mecanicas diferentes.

A Figura 2.5 apresenta a mudanga das fibras durante o ensaio, desde a regiao sem
carga, onde existe o crimp das fibras, até a regiao onde ocorre a ruptura. As fibras colé-
genas mudam sua orientacao em relagao ao eixo de carga, diminuindo a distribuicao de
angulos das fibras [Connizzo et al., 2013|, este comportamento ocorre quando a amostra
é tracionada. Wilmink et al., 1992 realizaram um estudo sobre o angulo do “friso”, mos-
trando que existe diferencas entre as fibras periféricas e as centrais em tendoes de cavalos

com mais idade, o que nao acontece em cavalos jovens.
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Figura 2.5 — Mudanca das fibras do tendao durante o ensaio de tensao-deformacao

l[adaptado de Wang, 2006|

Quando os tendoes sao submetidos a ensaios ciclicos de tracao apresentam um
comportamento diferenciado, o que pode ser visto na Figura 2.6, onde observa-se histe-
reses no carregamento e descarregamento. Essa caracteristica se deve ao comportamento
viscoeléstico do tendao [Pioletti e Rakotomanana, 2000], ou seja, que o tecido tendinoso
dissipa energia. Este comportamento ¢ tipicamente observado durante testes de tracao
de tendoes e ¢é resultado tanto da viscoelasticidade da fase soélida quanto da interacao da

agua com a matriz de substancia fundamental [Cowin e Doty, 2007].
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Figura 2.6 — Ensaio ciclico de tragao em tendoes [adaptado Wilchez, 2012]

Estas observagoes experimentais do comportamento mecéanico de tecidos biolégicos
tem sido descritas matematicamente através de diversos modelos. O tecido tendinoso pode
ser tratado como: viscoelastico [Holzapfel e Gasser, 2001,Holzapfel et al., 2002, Johnson
et al., 1994, Pioletti et al., 1998, Ciarletta et al., 2006, Duenwald et al., 2009, Vassoler
et al., 2012], hiperelastico [Holzapfel, 2000, Fancello et al., 2008], elasto-plasticos |Gasser
e Holzapfel, 2002|, poroelasticos [Tomic et al., 2014|, poroviscoelasticos [Khayyeri et al.,
2015], considerando dano [Hokanson e Yazdani, 1997, Vassoler et al., 2016], com uma
abordagem variacional [El Sayed et al., 2008a, El Sayed et al., 2008b, Fancello et al.,
2006, Fancello et al., 2008, Vassoler et al., 2012, Vassoler et al., 2016], entre outros.
Estes sao apenas alguns exemplos de trabalhos que tem despendido muitos esforgos para
melhorar a capacidade preditiva do comportamentos de tecidos bioldgicos. Todos estes
modelos devem ser alimentados com dados experimentais tteis para sua utilizagao em

aplicagoes reais.

2.3 Influéncia de Caracteristicas Individuais

A caracterizagao do comportamento mecénico de um tecido biolégico especifico
possui diversas dificuldades. Uma das principais dificuldades esta relacionada com a mu-
danca de comportamento mecéanico que o mesmo tipo de tecido bioloégico pode apresentar

para diferentes individuos ou de diferentes posi¢oes do mesmo individuo |[Learoyd e Tay-
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lor, 1966, Maher et al., 2012]. Este aspecto nao é considerado em muitos modelos de
material encontrados em literatura e ainda tem poucos estudos a ponto de estabelecer
quais fatores podem ser correlacionados com a resposta mecénica. Em Hansen et al.,
2010, foram encontradas diferencas na distribuicao de fibrilas colagenas entre a regiao
do tendao anterior e posterior, mas nenhuma correlagao com as propriedades mecanicas
do fasciculo. As Figuras 2.7 e 2.8 apresentam as diferengas entre os aspectos do ten-
dao patelar anterior e posterior de um homem jovem e saudavel juntamente com o seu

comportamento mecanico.

(a) Regiao do tendao patelar anterior  (b) Regido do tendao patelar posterior

Figura 2.7 — Imagens microscopicas de segoes transversais de fasciculos [Hansen et al.,
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Figura 2.8 — Resposta de tensao-deformacao de fasciculos [adaptado de Hansen et al.,

2010].

A representagao do comportamento mecanico de tecidos biologicos também con-
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figura uma dificuldade devido a grande dispersao de resultados. Através da Figura 2.9
pode-se visualizar a curva média tensao-deformacao de tendoes de aquiles de coelhos

(n=10) e a curva tensado-deformagao de dois tenddes patelares (um homem e uma mu-

lher).
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2010] |[adaptado de Hashemi et al., 2005]

Figura 2.9 — Curva tensao-deformagao

Para incorporar aspectos individuais do tecido/individuo no modelamento mate-
mético torna-se-ia necessario primeiramente conhecer quais parametros do tecido e/ou
individuo seriam pertinentes ao comportamento mecanico do tecido de interesse.

O estudo de aspectos individuais, tem sido feito segundo caracteristicas fisicas,
fisioldgicas, histologicas ou até mesmo patologicas. Tais tipos de aspectos sao comumente
relatados em estudos da area da satde e, em alguns casos, os estudos apresentam cor-
relagoes diretas e indiretas com algum tipo de resposta mecénica (ndo necessariamente
a parametros de materiais ou curvas de tensao e deformagao). Doencas, peso, género,
IMC (Indice de Massa Corporal), idade e quantidade de fibras sdo alguns exemplos dos
parametros que poderiam ter correlagao com a resposta mecéanica do tecido. Entretanto,
alguns dos parametros podem ter influéncia de diversos fatores, o que pode acarretar na
inviabilidade de seu uso.

Na literatura também se encontram artigos que procuram correlacionar parametros
do tecido e/ou individuo com sua resposta mecénica, mesmo que em termos de tendéncia
de comportamento. A grande maioria nao avalia correlagoes quantitativamente, apenas

qualitativamente. Porém, existem algumas excegoes que comprovam algum tipo de rela-
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¢ao. Por exemplo, Sokolis et al., 2011, estudou artérias e realizou uma analise quantitativa
de alguns constituintes do material (porcentagem de colageno, porcentagem de elastina,
e suas respectivas ondulagoes), correlacionando estes com parametros do modelo, onde
observa que a elastina atua principalmente em baixas tensoes, sendo correlacionada com
parametros do modelo que correspondem a rigidez em baixas tensoes. Assim, no trabalho
de Sokolis et al., 2011, é feita a correlacao de elastina com a rigidez do material. Em
Herod et al., 2016, a relagao entre a estrutura nanoescalar de fibrilas de colageno e res-
posta funcional macroescalar do tecido colagenoso foi investigada, sendo apontado que a
resisténcia do tendao pode estar relacionada a plasticidade da fibrila (presente nos tendoes
que foram submetidos a 1000 ciclos de carga em fadiga) e que a resisténcia a fadiga da
fibrila pode estar relacionada com a reticulagao e estabilidade molecular.

A literatura, para todos tipos de tecidos biolégicos, é muito vasta no tema da
analise da relagao entre algum aspecto e/ou parametros e observagoes de alguma resposta
de interesse mecéanico. Assim, aqui sao apresentados apenas alguns trabalhos relacionados
com o comportamento de tendoes, os quais foram julgados importantes do ponto de vista
experimental-estatistico.

A idade é tida como um fator relevante neste tecido, indicando que pode ter al-
guma correlagao indireta com a resposta mecanica, mas na literatura pode-se encontrar
contradi¢oes. Conforme Dunkman et al., 2013, os tendoes diminuem a rigidez e reduzem
a capacidade de transmitir forcas com o envelhecimento, e isso também pode ser asso-
ciado ao decréscimo do alinhamento das fibras, reducao da fracao de area das fibrilas e
aumento da fragilidade. Além disso, Haut et al., 1992, mostraram que a quantidade total
de colageno, no tendao patelar, decresceu e o modulo elastico tendeu a aumentar com a
idade. J4 o estudo de O’Brien et al., 2010, concluiu que existem diferencas entre o tendao
patelar de adultos e criangas (antes da puberdade), pois o tendao patelar em adultos é
maior, mais rigido e tem modulo de elasticidade mais alto do que em criancas. Para
mulheres o aumento de rigidez no tendao patelar pode ser atribuido a um aumento rela-
tivo na area da secao transversal do tendao e a um aumento no moédulo de elasticidade,
mas em homens essa diferenca é atribuida somente ao aumento do modulo de elastici-
dade. Além dos estudos mencionados, Oryan e Shoushtari, 2009, afirmaram que com o
envelhecimento a rigidez aumenta significativamente, assim como a porcentagem de peso

seco. Ja a tensao de escoamento e a deformagao méaxima diminuem. Porém, Danielsen e
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Andreassen, 1988, nao encontraram diferengas em relagdo a amostras proximais/distais e
idade, demonstrado que ainda nao h& consenso em certos aspectos.

Além do artigo de O’Brien et al., 2010, o qual afirma que entre homens e mulheres
ou meninos e meninas a rigidez e o moédulo de elasticidade nao diferem, outros artigos
analisam se existem diferengas entre os sexos. O estudo de Varadarajan et al. 2010, (in
vivo) indicou que o género influencia na orientagdo do tendao patelar, principalmente a
baixos angulos de flexao, ja Hashemi et al., 2005, (in vitro) ndo encontraram diferengas
nas propriedades mecanicas do tendao patelar de homens e mulheres, mas encontraram
que a densidade de massa do tendao patelar pode variar significativamente de um doador
para outro, o que influencia diretamente na resposta mecanica do tecido. Outro estudo
realizado por Mikic et al., 2010, demonstrou que fémeas (de camundongos) apresentam
niveis mais baixos de proteoglicanos e de colagenos se comparado com machos, o que fez
a composicao do tendao de aquiles diferir entre machos e fémeas.

Propriedades da estrutura do tecido também podem ser levadas em considera-
¢ao. Danielsen e Andreassen, 1988, afirmaram que os tendoes sao heterogéneos ao longo
do comprimento em rela¢ao a propriedades mecénicas (carregamento méaximo, inclinagao
méxima da curva de forga-deslocamento e absor¢ao de energia) e contetdo de colageno,
além disso mostraram que os parametros mecénicos sao linearmente correlacionados com
o contetido de colageno. Haut, 1986, indicou que a tensao de ruptura nao muda con-
sideravelmente com o comprimento da amostra. Segundo Lake et al., 2009, exista uma
forte correlacao entre as propriedades mecanicas de tragao do tendao supra-espinhal hu-
mano e o alinhamento das fibras, sendo que as fibras se tornam mais alinhadas quando
se encontram sob carregamento.

Os tendoes de um mesmo animal também podem ser analisados para avaliar se
possuem correlagao entre si. Em Baker et al., 2004, foi concluido que a conexao entre
tendoes de um mesmo animal nao ¢é forte para a maioria dos fatores (os dados sugeriram
que a variacao entre caes é tipicamente menos de 50% da variancia total de um dado pa-
rametro), entretanto o colageno (considerado como um dos fatores) possui uma correlagao
consideravel.

Uma revisao de literatura feita por Scott et al., 2015, afirma que existe uma cor-
relagdo do indice de massa corporal (ou peso corporal ou circunferéncia da cintura) com

a ocorréncia de patologias nos tendoes. Este observou que esta correlagao acontece na
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populacao em geral mas nao em atletas de elite.

Fatores externos ao tecido também podem ser analisados no ambito de compor-
tamento mecanico. Hansen et al., 2013, testaram as propriedades mecanicas do tendao
patelar em mulheres (atletas) que usam métodos contraceptivos orais (pilula) e mulheres
que nao usam. Nao observaram diferencas na composicao estrutural do tendao patelar,
nem nas propriedades biomecénicas entre os grupos testados. Haut e Haut, 1997, inves-
tigaram a sensibilidade do tendao patelar humano para taxas de deformacao em banhos
hipotonicos e hipertonicos. Encontraram que tendoes imersos em solucoes hipotonicas
relaxam mais rapido do que amostras imersas em solugoes hipertonicas.

Como podde ser visto através da literatura, inimeros aspectos e/ou parametros
podem ser considerados relevantes, diretamente ou indiretamente, para com o compor-
tamento mecanico. Os aspectos e/ou parametros considerados nestes estudos podem ser
quantitativos ou classificagbes. De forma resumida, estes representavam: idade; alinha-
mento das fibras; fracao de area das fibrilas; porcentagem de coldgeno; porcentagem de
elastina; porcentagem de peso seco; sexo; densidade de massa; indice de massa corporal;
localizacao distinta do tecido; comprimento; comprimento, circunferéncia, direcdo e on-
dulacao das fibras. Para viabilizar um estudo coerente do ponto de vista de metodologia
cientifica, se faz necessaria a selecao de alguns dos parametros apresentados.

Com o intuito de facilitar o entendimento do desenvolvimento deste trabalho, deve-
se ressaltar que a fundamentacao teoérica das técnicas utilizadas, bem como do tratamento
estatistico necessario para identificar as correlacoes de interesse, serao apresentadas ao
longo do capitulo de Materiais e Métodos, onde fundamentos serao oportunamente apre-

sentados e discutidos frente ao seu proposito.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Consideracoes preliminares

Como ja apresentado, diversos sao os fatores que podem apresentar correlacao
com a mecanica do tecido ou do individuo (relembrando: idade; sexo; localizagao distinta
do tecido; % colageno; % de elastina; densidade de massa; comprimento; comprimento,
circunferéncia, diregdo e ondulagao das fibras). A diversidade de resultados e conclusoes
encontradas na literatura esté vinculada com a grande variacao de animais considerados
nos estudos (coelhos, cachorros, porcos, humanos, etc.), além da maior ou menor diferenga
de idade entre as amostras, ao tipo de teste (in vivo ou in vitro), a localizagao do tecido
(tendao patelar, de aquiles, supra-espinhal, digital, etc.), entre outros. Para que se possa
ter um banco de dados sem interferéncia dessa diversidade, torna-se necessaria a realizacao
do proéprio ensaio, onde é possivel controlar a maior quantidade possivel de parametros e
suas respostas mecéanicas.

Baseando-se no que foi encontrado na literatura, pode-se observar que os para-
metros de facil acesso (como altura, peso corporal, circunferéncia da cintura, IMC, etc)
geralmente nao tem sido associados diretamente com um parametro de material ou com a
resposta mecéanica do tecido (com excegao do sistema musculo-esquelético), mas sim com
a ocorréncia de patologias e lesdoes. Apesar da facilidade de obtengao destes parametros
em alguns estudos, principalmente com humanos, o estudo em humanos provou-se inviavel
e a possibilidade de mensuragao desses dados antes do abate dos animais selecionados nao
foi possivel.

A idade e o sexo sao fatores acessiveis, mas os artigos pesquisados apresentaram
contradigoes quanto sua influéncia. Portanto, tratando-se do sexo, procurou-se abranger
ambos para realizar analises entre machos, entre fémeas e entre ambos. A idade nao pode
ser avaliada como um parametro que influencia a mecanica do tecido, ja que no abatedouro
que forneceu as pegas os animais sdo abatidos com aproximadamente a mesma idade (£
seis meses), tanto machos quanto fémeas.

A localizacao do tecido no corpo é de extrema importancia, ja que diversos estudos
mostraram que a estrutura do tecido varia conforme a sua localizagao. Neste estudo é
benéfico definir o projeto experimental onde os paradmetros que serao medidos tenham

variabilidade a ponto de permitir correlagoes com a variabilidade de propriedades mecéa-
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nicas. Para avaliar a correlagao entre o tecido do mesmo individuo e a correlacao do tecido
em diferentes individuos foram selecionados dois tipos de tenddes (extensores e flexores),
com fungoes diferenciadas, e diversos individuos, onde espera-se que esta escolha jé per-
mita obter valores com uma ampla variagao. Neste contexto, a resposta mais proxima
do ideal para este estudo seria que através de apenas um parametro, ou conjunto destes,
fosse possivel prever o comportamento mecanico de um tecido, independentemente se este
fosse proveniente de um macho ou fémea, ou se fosse de diferente classificacao, como ex-
tensor ou flexor. Porém, também buscar-se-a possiveis relagoes separadas para machos
ou fémeas.

Intimeros artigos descrevem que os parametros histologicos sao os que mais apre-
sentam correlagao com o comportamento mecanico. Pretende-se entao focar na obtengao
destes fatores, como % de elastina, % de colageno, diametro das fibrilas de colageno e
pPeso seco.

A realizacdo de grupos de controle para investigacao e comparacao de tecidos
“saudéveis” com aqueles que apresentam algum tipo de doenca no tecido nao foi possivel,
j& que em um abatedouro o animal precisa estar saudavel para ser abatido.

A determinacgao dos aspectos individuais a serem quantificados foi definida con-

forme a viabilidade de execugao, baseando-se na logistica e infraestrutura adequada.

3.2 Amostras

Diferentes animais sao utilizados para o estudo de tendoes, como cachorros [Haut
et al., 1992, Baker et al., 2004|, suinos [Ciarletta et al., 2008], ratos [Danielsen e Andreas-
sen, 1988, Mikic et al., 2010, Grasa et al., 2013, Dunkman et al., 2013|, entre outros. Os
tendodes utilizados também sao diversos, como o flexor superficial dos dedos [Baker et al.,
2004], patelar [Haut et al., 1992, Dunkman et al., 2013|, flexor digital |Ciarletta et al.,
2008|, aquiles |Ciarletta et al., 2008], tendoes do rabo de ratos [Danielsen e Andreassen,
1988, Grasa et al., 2013, etc. Dos artigos estudados, o que encontrou o menor nimero de
tendoes foi Ciarletta et al., 2008 com 8 tendoes flexores suinos e o trabalho encontrado
que utilizou o maior namero de tendoes foi Dunkman et al., 2013, com 102 tendoes pa-
telares de camundongos fémeas. Outros trabalhos utilizaram 14 tendoes bovinos, sendo
7 flexores e 7 extensores [Herod et al., 2016], 20 tendoes patelares, sendo 10 machos e 10

femeas [Hashemi et al., 2005], etc.
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Para o presente trabalho o animal escolhido foi o suino, devido ao conhecimento
prévio da anatomia deste animal e em virtude da facilidade de obtencao das amostras.
O frigorifico Antonio Carlos (Antonio Carlos — SC) foi responsavel pelo fornecimento das
patas suinas. Optou-se pelas patas dianteiras, pois estas nao sofrem nenhum dano durante
o processo de abate, o que ocorre com as patas traseiras, j& que em muitos frigorificos
(inclusive o frigorifico que forneceu as patas para este estudo) o animal é pendurado
através dos tendoes profundos (localizados nas patas traseiras). A altura do corte da pata
tem que incluir toda a extensao do tendao (ver Apéndice A para detalhes da extracao e

localizacao dos tendoes).

3.2.1 Armazenamento das amostras

Tratando-se de tecidos biologicos questdes como o armazenamento e condiciona-
mento precisam ser avaliadas. Na literatura diversos autores fazem a comparacao entre
tecido congelado e nao congelado para averiguar a influéncia do armazenamento [Hirpara
et al., 2008, Giannini et al., 2008|.

O trabalho de Giannini et al., 2008, analisou os efeitos do armazenamento de
tendoes humanos congelados a -80°C, quanto a histologia, estrutura e biomecéanica. O
tecido congelado foi comparado com aquele que nao foi submetido ao armazenamento a -
80°C. As anélises histologicas realizadas pelos autores mostraram diferencas significativas
entre o tecido congelado e o nao congelado, como o aumento no didmetro médio das
fibrilas, resultando em um ntmero reduzido de fibrilas de colageno por amostra. Além
disso encontraram decréscimo da carga ultima. Em Tsuchida et al., 1997, foi relatada a
separacao dos feixes de colageno apds o congelamento, e que segundo os autores pode ser
devido a formacao de cristais de gelo.

Outros autores também encontraram diferencas na resposta do tecido apds o con-
gelamento. Clavert et al., 2001, encontraram alteracoes significativas na tensao de ruptura
e no modulo de Young de tenddes humanos frescos quando comparados com aqueles con-
gelados. Ohno et al., 1993, observaram diferengas significantes na tensao tltima entre os
tendoes congelados e os nao congelados.

Em contrapartida Woo et al., 1986, nao encontraram diferencas significativas nas
propriedades de tendoes congelados se comparado com os tendoes frescos e Hirpara et al.,

2008, nao encontraram diferengas significativas nos tendoes frescos, resfriados, congelados



19

ou recongelados.

Pode-se afirmar que o armazenamento das amostras esta vinculado com a maior
flexibilizacao no protocolo de execugao dos ensaios. Além disso, facilita a realizagao de
testes subsequentes e possibilita uma dependéncia menor quanto a aquisicao das amostras.
Entretanto, como apresentado, o armazenamento pode acarretar em mudancas no tecido.

Para que possiveis mudancas no tecido nao precisassem ser consideradas nas ava-
liagoes do presente trabalho, optou-se por utilizar amostras frescas, ou seja, as amostras
utilizadas no presente estudo foram ensaiadas com no méximo 12 horas apo6s o abate do
animal e foram mantidas resfriadas (em uma caixa de isopor com gelo durante o trans-
porte e apds a dissecacdo em uma geladeira) até o momento do ensaio mecénico e das
analises para obtencao dos parametros individuais. Desta maneira a estrutura do tecido

se encontrava da maneira mais integra possivel.

3.2.2 Obtencao dos tendoes para ensaio

Os tendoes, para o presente estudo, foram escolhidos com base na facilidade de
acesso, devido ao maior comprimento e devido sua pequena variagao ao longo do com-
primento. Foram entao escolhidos os ramos do tendao flexor digital profundo para dedos

acessorios e o tendao do miusculo extensor do dedo V, apresentados na Figura 3.1.

(a) Tendao do musculo extensor do dedo V (b) Ramos do tendao flexor digital profundo

para dedos acessérios

Figura 3.1 — Tendoes escolhidos

Os tendoes utilizados foram isolados, ou seja, foram extraidos de forma que nao

possuam insergoes Osseas (se localizam proximas ao osso e podem apresentar cartilagem)
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ou jungoes musculo-tendineas (proximas ao miusculo), o que poderia acarretar em mudanga
no comportamento do tecido.

Foram obtidas um total de 12 patas dianteiras direitas, sendo utilizado 2 tendoes
de cada pata (um flexor e um extensor).

Para a obtencao dos tendoes em estudo, faz-se necessario realizar a dissecagao das

patas obtidas no frigorifico (Figura 3.2).

Figura 3.2 — Pata dianteira intacta

A dissecagao se inicia através de um corte com bisturi no plano dorsal da pata,
o qual nao deve ser muito profundo para nao cortar os tendoes abaixo. Posteriormente
a pele é divulsionada (separacao da pele dos demais tecidos sem seccionar) e os tendoes
extensores sao expostos (Figura 3.3). A altura anatomica das coletas foi mantida cons-
tante para todas as patas, sempre entre o 0sso e a juncao misculo tendinea. O mesmo
procedimento ¢ repetido para a coleta do tendao flexor localizado no plano palmar (Fi-
gura 3.4). Observando que para a retirada do tendao flexor torna-se necessario seccionar
o feixe espiral em torno dos tendoes do dedo. Maiores detalhes sobre a dissecagao e a
anatomia suina podem ser vistos em Sisson et al., 1986.

A altura da incisao para a retirada do tendao também foi mantida constante para

todas as patas.
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Figura 3.3 — Pele divulsionada expondo os tendoes extensores

Figura 3.4 — Tendoes flexores

Para realizar os ensaios mecanicos e as analises de aspectos individuais cada amos-
tra foi dividida conforme demonstrado na Figura 3.5. Os fragmentos do tendao obede-
ceram a mesma sequéncia de cortes para as andlises, visando utilizar sempre a mesma

regiao para todas as amostras.

1 2131415
Ensaio Mecanico Aspectos Individuais

Figura 3.5 — Exemplificacao dos cortes para cada tendao
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Maiores detalhes do procedimento de obtenc¢ao das amostras pode ser visto através

do Apéndice A.

3.3 Aspectos Individuais

Como mencionado anteriormente alguns aspectos individuais do tecido foram pré-
selecionados, sendo entao verificada a disponibilidade de equipamentos e de técnicas para
a obtencao destes.

Conforme descrito previamente o tendao pode ser descrito em diferentes niveis, da
anatomia macroscopica até a organizacao molecular, além de possuir como maior cons-
tituinte a 4gua, se considerar o peso total. Considerando somente o peso seco as fibras
colagenas caracterizam o maior constituinte. Visando englobar os principais componentes
e niveis do tendao, foram escolhidos os seguintes parametros individuais: sexo (classifica-
¢ao), porcentagem de colageno, porcentagem de elastina, peso seco, diametro das fibrilas
e propriedades a nivel molecular (temperatura onset, a temperatura de pico, a entalpia de
peso umido e a entalpia de peso seco), que serdo apresentadas posteriormente juntamente
com a técnica para obté-las.

Através da Figura 3.6 pode-se visualizar a estrutura hierarquica do tendao a partir

da molécula até o tecido, assim como, a escala de cada um dos niveis.

Tenddo
\ Fasciculo Fibrila Tropocolageno

. . (molécula de colageno)
Microfibrila

Nivel 4

5 Nivel molecular - Calorimetria exploratoria
Nivel 3 diferencial
Nivel 1 Nivel 2 Diametro fibrila - Microscopia eletronica
Peso seco - Liofilizagdo % de colageno - Microscopia de luz
10 mm 50-400 pam 10-50 pm 50-500 nm 3.5nm 1,5 nm

Figura 3.6 — Esbogo dos niveis de um tendao |adaptado de Harvey et al., 2009 e Zitnay e
Weiss, 2018|
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3.3.1 Liofilizagao

A obtengao do parametro de peso seco foi feita por meio da liofilizagao [Terroni,
2013], processo que constitui na desidratac¢ao do tecido sem danifica-lo. Como o tendao é
constituido principalmente por dgua, a obtencao da porcentagem de peso seco para cada
amostra representa uma medida interessante considerando o tendao macroscopicamente
(Nivel 1 na Figura 3.6). Primeiramente o tecido ¢ resfriado a uma temperatura baixa
(geralmente -20°C), depois é submetido a uma pressao negativa (vacuo), quando a dgua
do tecido passa diretamente da fase solida para a fase gasosa sem passar pela fase liquida
(sublimacao).

O tempo de permanéncia das amostras no liofilizador é determinado através de
testes preliminares, ja que o valor de peso seco somente é obtido quando permanece
constante ao longo do tempo [Oryan e Shoushtari, 2009]. Para isto neste estudo ficou
estabelecido entao que as amostras ficariam 24hrs dentro do liofilizador. Utilizou-se o
liofilizador TERRONI LS 3000D (Figura 3.7) do Laboratério Multiusuario de Estudos
em Biologia (LAMEB) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

Amostras de cada tendao foram pesadas logo apds a dissecagdo e armazenadas
a -20°C por aproximadamente 48 horas para entao passar pelo processo de liofilizagao,
sendo pesadas novamente ao final das 24 horas, obtendo-se assim um valor de peso seco

para cada tendao.

Figura 3.7 — Liofilizador TERRONI LS 3000D
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3.3.2 Histologia e Microscopia

Para a obtencao do parametro da quantidade de colageno e do parametro diame-
tro das fibrilas utilizou-se a microscopia de luz polarizada juntamente com a coloragao
picrosirius red e a microscopia eletronica de varredura. Estas técnicas se encaixam nos
niveis 2 e 3 (Figura 3.6).

Técnicas histologicas e de microscopia conjuntamente fornecem informacoes visuais
acerca da microestrutura das amostras [Doroski et al., 2007|, abrangendo estruturas em
niveis micrométricos e nanométricos. Essas técnicas sao realizadas através de protocolos
distintos, geralmente cada laboratoério utiliza um protocolo guia e faz adaptagoes conforme
o tecido a ser processado. Isto se faz necessario, pois cada estrutura bioldgica reage de
uma maneira diferente, interferindo diretamente na qualidade do resultado.

Para a anélise da microestrutura do tecido através da microscopia de luz é neces-
saria a confeccao de laminas histologicas. Para confeccao dessas laminas faz-se necessario
seguir algumas etapas: coleta do material, fixacdo do material (utilizagao de procedimen-
tos fisicos ou quimicos para manter sua estrutura), inclusao (impregnacao do tecido com
uma substancia de consisténcia firme que permita, posteriormente, secciona-lo em cama-
das delgadas) e corte do espécime em segdes finas usando um micrétomo. Uma vez que
as secoes sao criados, elas podem ser coradas e montadas em laminas histologicas.

A coloragao do tecido é realizada para visualizar componentes especificos do tecido,
como o tipo de célula ou o tipo de coldgeno. Além da coloragao, existem outras técnicas
que permitem uma delineagao visual de substancias dentro de um espécime, como a imuno-
histoquimica. A imuno-histoquimica permite a visualizacao de constituintes através de
uma ligacao especifica entre antigeno-anticorpo.

A microscopia de luz é a modalidade de imagem mais basica, onde a interacao da
luz com a amostra é avaliada para criar uma imagem microscopica [Halliday et al., 2010].
Existem outros métodos de imagem, como a microscopia eletrénica de varredura.

A microscopia eletronica de varredura tem como principal vantagem examinar a
morfologia e os detalhes da superficie de espécimes em altissima resolugao [Bozzola, 2014].
Na microscopia eletronica de varredura, um feixe de elétrons é criado e varre a superficie
da espécime ao invés de utilizar luz para produzir as imagens. Os passos para a preparacao
de espécimes bioldgicas envolvem a fixacao do tecido, a pés-fixagao em tetroxido de ésmio

e a desidratacao em etanol. Posteriormente as amostras sao transferidas do etanol para



25

um aparato de secagem, sao montadas em stubs, revestidas com um metal pesado para
entdo serem examinadas no microscopico eletronico de varredura (MEV).
Maiores detalhes sobre estas técnicas podem ser encontrados em Bozzola, 2014, e

na coletanea de livros de Molinaro et al., 2012.

3.3.2.1 Microscopia de luz polarizada

Para obtengao do parametro porcentagem de colageno (tipo I, tipo II, I/III) foi
empregada a microscopia de luz polarizada juntamente com a coloragao por picrosirius
red.

Conforme mencionado anteriormente o peso seco do tendao é constituido de cerca
de 75-80% de fibras colagenas, sendo que 95-99% é de colageno tipo I e 1-5% ¢é de colageno
tipo III [Riley, 2003]. Como trata-se de um constituinte importante do tendao este foi
avaliado para o presente trabalho.

A quantificagdo de coldgeno pode ser feita através de diferentes métodos, como
por exemplo a imuno-histoquimica e coloragoes especificas. Cada método possui suas
vantagens e limitagoes. Ainda deve-se ressaltar que as técnicas para identificacao de
porcentagem de coldgeno podem ser bem diferentes segundo o tecido bioldgico de interesse.
Neste caso foi necessario definir protocolo proprio. A imuno-histoquimica é a técnica mais
utilizada, mas esse método ¢ dependente da disponibilidade de anticorpos especificos
[Cuttle et al., 2005|. Dentro das coloragoes especificas encontra-se o picrosirius red, o
qual aumenta a birrefringéncia do tecido (sob luz polarizada), fornecendo um método
simples, especifico e sensivel para a localizagao de colageno [Junqueira et al., 1979], sendo
possivel distinguir entre os colagenos tipo I e III [Junqueira et al., 1978]. As fibras do
tipo I sao mais espessas e altamente birrefringentes sendo associadas as cores amarelo,
laranja e vermelho, ja as fibras do tipo III sao mais finas e possuem uma birrefringéncia
fraca associada com a cor verde [Junqueira et al., 1978|. Assim, a cor exibida através
do picrisirius red é resultado da espessura da fibra, bem como do arranjo das moléculas
de colageno [Dayan et al., 1989|. Detalhes do fendmeno de birrefringéncia no tecido,
utilizando picrosirius red e luz polarizada, pode ser visto em Rittié, 2017.

Portanto para o presente trabalho, foi utilizado a coloracao picrosirius red e o
microscopio de luz polarizada para a obtencao de colageno tipo I e tipo III.

Para avaliar se o protocolo utilizado para microscopia de luz foi adequado (mais de-
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talhes no Apéndice B) utilizou-se a a coloragao por hematoxilina e eosina (HE), sendo esta
considerada um procedimento de rotina e permite a visualizacao de varios constituintes
celulares (como o nucleo, citoplasma e tecido conjuntivo). O HE é a principal coloragao
em anatomia patoldgica e provavelmente a mais utilizada em histologia. A hematoxilina
cora os niicleos de azul e a eosina cora o tecido conjuntivo e o citoplasma em diferentes
tonalidades de vermelho ou rosa.

A amostra de cada tendao utilizada para a microscopia de luz polarizada seguiu
o protocolo descrito no Apéndice B. O processamento das amostras até o alcool 70% foi
realizado no LEBm/UFSC e a partir desta etapa o processamento foi realizado por um
técnico, no laboratorio Cellula de Florianopolis. As laminas foram preparadas com uma
espessura de 5um. O tendao estava posicionado longitudinalmente, sendo seccionado ao
meio de forma que os cortes utilizados nas laminas correspondessem ao centro do tendao.

Apobs a preparacao as laminas, estas foram verificadas em um microscopio com
polarizador, onde o fundo do campo de visao foi mantido o mais escuro possivel [Whittaker
e Canham, 1991], ou seja, o polarizador foi mantido na mesma posi¢do para todas as
amostras. Esta leitura foi realizada no setor de patologia do Hospital Universitario da
UFSC, utilizando um microscépio com luz polarizada (Nikon Eclipse 50i). Foi utilizado
um aumento padronizado de 400x, o mesmo que foi utilizado para o HE. As laminas foram
digitalizadas através do software NIS-Elements F para posterior analise. Foram obtidas
pelo menos trés imagens por lamina.

A quantificacao de coldgeno pode ser realizada de diferentes formas dependendo
das ferramentas disponiveis e dos critérios adotados. No presente trabalho as imagens
obtidas foram avaliadas no sofware livre ImageJ 1.52h, sendo extraido de cada imagem
em RGB o canal necessario para a quantificagdo de colageno [Rittié, 2017]. Aplicou-se
a ferramenta split channels para a separagao dos canais vermelho, verde e azul, sendo
utilizado o canal vermelho para o coldgeno tipo I e o canal verde para o coldgeno tipo
ITI. Em cada canal analisado foi realizada a segmentacao da imagem através do método
threshold [Rich e Whittaker, 2005, obtendo-se a sua binarizagdo. Dessa forma a fragao
de colageno tipo I e tipo III foi quantificada utilizando-se o threshold padrao. Foram
examinados trés campos por animal (trés imagens por lamina).

O contetido de colageno foi calculado como uma porcentagem de area em cada

imagem [Whittaker e Canham, 1991].
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Além de quantificar os tipos de colageno alguns trabalhos também calculam a razao
de colageno LIII [Cavallo et al., 2014 e Binnebosel et al., 2010]. A proporgao de colageno
também foi empregada no presente trabalho.

Além da técnica onde utiliza-se a ferramenta de separacao de canais, seguiu-se o
método apresentado por Rich e Whittaker, 2005, onde a tonalidade (cor) de cada pixel
dentro da imagem é separada. Nesse método a imagem é separada em matiz (hue), sa-
turacdo (saturation) e valor/brilho (value), ou seja, o modelo de cor HSV. Nesta analise
foi retirado primeiramente a influéncia do componente preto através do brilho, pois com-
promete a posterior quantificagdao, sendo subtraido o pico de concentragao desta cor. O
componente da matiz é entao separado seguido as seguintes defini¢oes: 2-9 e 230-256 cor-
respondem a cor vermelha, 10-38 a cor laranja, 39-51 a cor amarela e 52-128 a cor verde
[Rich e Whittaker, 2005]. O intervalo 129-229 consiste de espagco intesticial e elementos
de tecido nao birrefringentes [Rich e Whittaker, 2005]. Deve-se notar que os parametros
aqui obtidos valem para comparagoes com protocolos que usaram o mesmo procedimento.
Caso tenham sido utilizados intervalos diferentes para definir as cores, os valores podem

levar a tendéncias diferentes.

3.3.2.2 Microscopia eletronica de varredura

O parametro do diametro das fibrilas foi obtido através da microscopia eletronica
de varredura, a qual avalia o tendao com uma resolugao maior. No nivel estrutural
nanométrico do tendao se encontram as fibrilas de colageno (nivel 3 da Figura 3.6), sendo o
diametro dessas fibrilas mensurado. Conforme Herod et al., 2016, esse nivel ultraestrutural
do tendao pode ser avaliado através do MEV.

As amostras dos tendoes foram entao coletadas e processadas conforme descrito
no Apéndice C. A Figura 3.8 mostra as amostras de tecido montadas em stubs. O reco-
brimento metalico utilizado foi o ouro. As amostras foram entao examinadas com mag-
nificacao de 20000X utilizando o microscopio eletronico de varredura JEOL JSM-6701F,
operando em 5kV, do Laboratorio Central de Miscroscopia Eletronica da Universidade

Federal de Santa Catarina, Florian6polis.
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Tendao

Stubs

Figura 3.8 — Amostras montadas em stubs

Para cada amostra de tendao foram obtidas no minimo 5 imagens através do MEV,
correspondendo a 5 localizacoes diferentes de cada amostra. O diametro das fibrilas foi
medido através do sofware livre ImageJ 1.52h, onde no minimo 70 fibrilas diferentes
tiveram seus diametros medidos, sendo que cada didmetro foi medido em 5 localizagoes
diferentes ao longo da mesma fibrila. Esse procedimento foi baseado no artigo de Herod

et al., 2016.

3.3.3 Calorimetria Exploratéria Diferencial

Para obtengao dos parametros: temperatura onset (Ty,set), temperatura de pico
(Tpear), entalpia de desnaturacao para peso umido e entalpia de desnaturacao de peso
seco foi utilizado a Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC). Este parametros estao
associados ao Nivel 4 da Figura 3.6.

A Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) faz parte de um grupo de técnicas
de analise térmica que medem as propriedades ou mudangas de propriedade dos materiais,
consideradas eventos térmicos, em funcao da temperatura. Um dos eventos térmicos que
pode ser medido através da DSC é a variacao de entalpia, a qual quantifica o calor que
flui para dentro ou para fora de um sistema sob pressao constante.

As técnicas de analise térmica podem ser afetadas por diversos fatores como a
dimensao e massa da amostra (preferivel que seja menor que 10mg), a taxa de aquecimento
(precisa ser adequada, nem muito rapida, nem muito devagar), o historico mecanico (deve

ser o mesmo para todas as amostras), entre outras [Leng, 2009].
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Existem dois sistemas de DSC amplamente utilizados: o DSC por fluxo de calor
e o DSC por compensagao de energia; ambos medem a diferenga de fluxo de calor entre
uma amostra e uma referéncia.

Para o presente trabalho foi utilizando a DSC por fluxo de calor, que mede dire-
tamente a diferenca de temperatura para entao converter em variacao de entalpia. Na
Figura 3.9 é possivel visualizar o equipamento utilizado. Nesse sistema, as amostras sao
colocadas em um tunico forno envoltas por um recipiente conhecido como panelinha. Esse
recipiente fica sobre uma base de metal condutor. Antes de comegar, a analise o com-

partimento interno é preenchido com gas inerte, o qual previne a amostra de reacoes de

oxidacao.

Figura 3.9 — DSC e panelinhas utilizadas nas anélises

Na DSC, é comum utilizar panelas de aluminio pois a faixa de temperatura de
operagao é mais baixa (<500°C) que em outras técnicas de analise térmica. Além disso, as
panelas sao frequentemente seladas para evitar a mudanca de massa da amostra durante a
evaporacao; o selamento ocorre através de uma prensa especial que solda mecanicamente a
tampa e a panela [Leng, 2009]. Maiores detalhes sobre esta técnica podem ser encontrados

em |Leng, 2009].
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A Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) é utilizada para acessar o nivel mo-
lecular do tendao [Herod et al., 2016|, fornecendo informagoes sobre o estado da estrutura
do colageno [Miles et al., 1994|. Lembrando que o tendao é formado principalmente por
colageno, cerca de 70-80 % do seu peso seco, e sua molécula é formada por uma hélice
tripa constituida por trés cadeias o [Cowin e Doty, 2007].

Quando uma amostra de tendao é submetida a uma anélise por DSC, as moléculas
da hélice tripla do colageno sofrem uma transi¢cao, dando origem a um pico endotérmico
acentuado ao chegar em uma determinada temperatura [Miles e Bailey, 1999], ocorrendo
a perda do arranjo tridimensional que é definido como desnaturacao. A posicao, altura,
largura, area e simetria do pico do termograma fornecem informagoes valiosas sobre o
processo de desnaturagao [Miles e Bailey, 1999].

Miles et al., 1994, afirmaram que a entalpia de desnaturacao esta relacionada com
a concentracao da triple hélice da molécula de colageno. Giannini et al., 2008, utilizaram
o valor da entalpia de desnaturagao (Ah) para calcular o contetido médio da triple hélice
de tendoes congelados em relacao aos tendoes controle, sendo que a redugao na entalpia
de desnaturacao foi associada com o decréscimo do contetido de tripla hélice por unidade
de massa [Miles et al., 1994, Giannini et al., 2008|. A temperatura onset e a temperatura
de pico possuem relagdo com o processo de desnaturagao do tecido [Lepock et al., 1990].

Herod et al., 2016, obtiveram através das curvas do DSC, a temperatura onset
(Tonset), a temperatura de pico (Tpeqr), a largura total no meio do pico (FWHW) e a
entalpia especifica de desnaturagao (Ah), conforme pode ser visto na Figura 3.10.
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Figura 3.10 — Analise DSC [adaptado de Herod et al., 2016|

Como nao existe uma padronizacao para o ensaio, as analises encontradas na litera-
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tura apresentam diferencas, como a temperatura inicial e final da rampa de aquecimento,
a velocidade de aquecimento, a massa das amostras, assim como os dados extraidos da
curva.

Herod et al., 2016, utilizaram uma temperatura inicial de 40°C aquecendo até 90°C
a uma velocidade de 5°C/min e Giannini et al., 2008, utilizaram uma temperatura inicial
de -5°C aquecendo até 120°C a uma velocidade de 5°C/min, sendo realizado somente um
ciclo, ja Miles et al., 1994, utilizaram uma temperatura inicial de 5°C aquecendo até 100°C
a uma velocidade de 10°C/min e fizeram dois ciclos. Os trés trabalhos citados utilizaram
panelinhas hermeticamente seladas.

Para o presente trabalho optou-se por utilizar somente um ciclo, ja que o evento
endotérmico ¢ irreversivel [Miles et al., 1994]. Pode-se citar como exemplo de evento
endotérmico: fusdo, perda de massa da amostra (vaporizagao de agua, aditivos ou pro-
dutos volateis de rea¢ao ou de decomposicao), dessorc¢ao e reagoes de redugao. Os picos
endotérmicos sao formados pela variacao de entalpia.

Obteve-se um pico endotérmico através do uso de panelinhas hermeticamente se-
ladas. Além disso, foram avaliados os procedimentos anteriores as analises. Giannini
et al., 2008, secaram as amostras ao ar e posteriormente reidrataram o tecido em solucao
fisiologica a 37°C por 1h, Herod et al., 2016, armazenaram as amostras em temperatura
de 4°C em tubos selados contendo solugao salina tamponada de fosfato com antibidtico
por 24-36 horas antes do teste com o DSC, ja Miles et al., 1994, realizou as anélises
sem procedimento anterior. Para determinar se procedimentos anteriores seriam necessa-
rios comparou-se analises de amostras que ficaram por uma hora em solucao salina com
amostras do mesmo tendao que nao foram submetidos a procedimentos prévios. Os re-
sultados das analises onde a solucao salina nao foi empregada foram, em sua maioria,
insatisfatorios, ou seja, nao apresentaram picos endotérmicos.

Apobs a realizacao dos testes definiu-se pela utilizacao de solugao salina por uma
hora, em temperatura ambiente, antes das analises. A rampa de aquecimento utilizada foi
de 20°C até 90°C a uma velocidade de 5°C/min. Estipulou-se que a massa das amostras
seria de aproximadamente bmg. Além disso, os demais procedimentos entre a coleta e
analise das amostras foram mantidos constantes. O DSC utilizado foi da Perkin Elmer
(Modelo Jade) da Central de Anéalises do Departamento de Engenharia Quimica e En-

genharia de Alimentos da UFSC, com vazao de gas de 20 ml/min e utilizando como gés
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inerte o nitrogénio.

A entalpia de desnaturacao pdde ser estipulada com base no peso obtido logo apds
o banho em solucao salina (momentos antes de comegar a analise) ou com o peso seco da
amostra [Herod et al., 2016], obtido apds perfurar as panelinhas e deixé-las por 24 horas
em uma estufa a 100°C, obtendo-se assim seu peso seco.

Através das curvas do DSC foram obtidos os seguintes parametros: temperatura
onset (Tonset); & temperatura de pico (Tpeqr), a entalpia especifica de desnaturacao baseada
no peso umido e a entalpia especifica de desnaturacao baseada no peso seco. A posicao
inicial e final de medi¢ao do pico de termograma foi estipulada através da derivada da
curva. O uso de parametros obtidos com DSC para correlagao mecanica é utilizado em

poucos trabalhos na literatura.

3.4 Ensaios Mecanicos

Os ensaios experimentais de tecidos biolégicos podem ser realizados in vivo ou in
vitro. Os testes in vivo podem observar o comportamento real do tecido, entretanto sao de
dificil concepgao quando deseja-se utilizar seus resultados para caracterizagao do tecido.

Uma maneira mais simples de caracterizar o tecido é através de ensaios in vitro. Os
carregamentos podem ser fisiologicos ou de maior magnitude (levando a ruptura). Estes
sdo os testes mais utilizados e serdo empregados no presente trabalho [Formenton et al.,
2016.

Devido a caracteristica de organizacao interna das fibras, preferencialmente na
direcao longitudinal, tendoes se comportam como uma corda, necessitando apenas de um
ensaio trativo (que esta correlacionado principalmente com a resposta de suas fibras). As

dimensoes transversais puderam ser medidas durante o ensaio.

3.4.1 Célula de carga e taxa de deformacgao

As células de carga geralmente sao definidas conforme a carga méxima esperada
durante o ensaio. Foram encontrados trabalhos que utilizaram células de carga de HN
[Garcia et al., 2011, Grasa et al., 2013], 10N |Garcia-Herrera et al., 2012, Dunkman et al.,
2013 |, 50N [Gundiah et al., 2013, Karimi et al., 2013].

A taxa de deformagao difere para cada ensaio reportado na literatura, sendo reali-

zada frequentemente através de deslocamento constante. Dependendo do comportamento
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que se quer capturar a velocidade de deformacao muda. Foram encontradas taxas de
carregamento de 0,1%/s [Lake et al., 2009, Dunkman et al., 2013], 0,5%/s [Haut e Haut,
1997], 1%/s [Ciarletta et al., 2008], 3%/s [Ciarletta et al., 2008], 6%/s [Ciarletta et al.,
2008], 10%/s |Ciarletta et al., 2008], 100%/s |[Haut et al., 1992, Hashemi et al., 2005,
Mikic et al., 2010], além de 10mm/min [Danielsen e Andreassen, 1988, Baker et al., 2004|
e 0,2L/100 mm/min |Grasa et al., 2013|, sendo L o comprimento inicial da amostra.
Apos alguns testes iniciais, a célula de carga selecionada para o presente trabalho
foi de 500N e empregou-se uma tnica taxa de deformagao de 0,1%/s, ja que essa velocidade

¢ tida como quase estética [Dunkman et al., 2013].

3.4.2 Pré-condicionamento

Existem diferentes metodologias para o pré-condicionamento do corpo de prova no
ensaio de tragao, que pode ou nao ser utilizado. Nao ha consenso neste sentido, onde
muitos estudos nem mesmo consideram o seu uso, porém é evidente que este tem papel
importante no ensaio destes tecidos.

Os trabalhos encontrados na literatura indicam que deixaram as amostras pré
tensionadas em 5N [Haut e Haut, 1997] ou fizeram um pré-carregamento de 0,5N [Huang
et al., 2009]. Os trabalhos encontrados que apresentam o pré-condicionamento, realizaram
10 [Baker et al., 2004, [Dunkman et al., 2013|] ou 20 ciclos de carga, anteriormente ao
ensaio quase-estéatico [Haut et al., 1992, Hashemi et al., 2005, Huang et al., 2009].

Como o pré-condicionamento é realizado com o intuito de organizar as fibras e
tentar restaurar, se necessério, o estado que a amostra possuia quando se encontrava in
vivo, este é importante para deixar todas as amostras na mesma condigao inicial e permitir
comparagoes. Quando nao se realiza um pré-condicionamento nas amostras por um tempo
minimo, é possivel que estas se encontrem organizadas internamente de forma diferente,
devido a viscosidade inerente do material. Assim, poder-se-ia ter erros de referencial das
deformagoes devido ao estado inicial das ondulacoes das fibras.

Apos testes preliminares, foi definido, uma pré-carga de 0,5N e um pré-condicionamento
de 10 ciclos, com amplitude de 0,1N até 10N. Foi utilizada a mesma velocidade (0,1%/s)
tanto para a pré-carga, como para o pré-condicionamento e para a rampa até a ruptura

da amostra.
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3.4.3 Micrometros digitais e Dispositivo

Um dos maiores problemas em se medir dimensoes transversais de amostras de
tecidos biolodgicos é devido a sua baixissima rigidez. Visando a obtencao da érea da segao
transversal das amostras, diferentes técnicas sao utilizadas. Noyes et al., 1984, utilizaram
um paquimetro para medir a area da secao transversal, sendo que entre quatro e seis
posicoes foram medidas ao longo do tendao, calculando-se a média, ja Giannini et al.,
2008, fez uso de um micrémetro. Hamada et al., 1998, mediu a area da secao transversal
de tendoes semitendinosos e de ligamentos cruzado anterior com o uso de ressonancia
magnética.

No presente trabalho optou-se por uma técnica sem contato para medicao da
area transversal dos tendoes, obtendo-se medidas mais precisas e com maior repetibi-
lidade. Foram utilizados micrometros digitais de alta velocidade e alta precisao LS-7070
da KEYENCE . Através dos micrometros foi possivel obter duas medidas transversais e
aproximar por elipse para obtengao da se¢ao transversal [LaCroix et al., 2013].

Para adaptar os micréometros 6pticos na méquina de ensaio utilizada, um disposi-
tivo de sustentacao para estes se fez necessario. Na Figura 3.11 o dispositivo produzido
aparece em azul e os micrometros digitais em verde, a estrutura da maquina aparece em

cinza, além disso uma parte do aparato experimental é apresentado.
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Figura 3.11 — Dispositivo e posicionamento dos micrémetros 6pticos

3.4.4 Fixacao das amostras na garra

Em tecidos biolégicos é comum o fenémeno de escorregamento das amostras du-
rante o ensaio. Isto ocorre devido a textura mole, imida e muitas vezes devido ao tamanho
do tecido. Para tentar contornar este problema, diferentes tipos de garras e métodos de
fixacao distintos sao utilizados, como em Dunkman et al., 2013, onde acessorios personali-
zados foram empregados, em Herod et al., 2016, as garras de esmagamento foram forradas
com lixa. Em Hu et al., 2009, foram usadas garras criogénicas.

No presente trabalho optou-se por utilizar garras termoelétricas para tecidos moles
(Thermoelectric Cooled - TEC) da ElectroForce/TA. Estas garras utilizam modulos ter-
moelétricos para resfriar e congelar o tecido que se encontra dentro da area dos mordentes.
O tecido congelado assume a forma dos mordentes da garra, prevenindo o escorregamento
do tecido [ElectroForce/TA].

Os modulos termoelétricos se localizam atras de cada um dos mordentes da garra.
Uma fonte de alimentacao é utilizada para fornecer energia necessaria para cada modulo
termoelétrico, transferir energia da face em contato com a amostra e para o dissipador de

calor. O dissipador de calor constitui um fluido que passa pelo lado quente de cada mdédulo
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termoelétrico, sendo este fundamental para obter as temperaturas de congelamento nos
mordentes da garra e evitar danos ao equipamento. Os parametros que determinam a
eficacia do dissipador sao a taxa de vazao e a temperatura do fluido refrigerante. Além
do conjunto de garras fazem parte do sistema um chiller de recirculacao, um medidor de
vazao, uma fonte e a tubulacao.

Para o funcionamento adequado das garras existem algumas restrigbes a serem
obedecidas: a taxa de fluxo deve se encontrar entre 1200-2000 mL/min, temperatura do
chiller deve estar entre 5-10 °C e a fonte deve se encontrar a 10,0V e 6,60A quando for
ligada. Além disso, a amostra precisa estar dentro de algumas especificagoes. As garras
possuem capacidade de 2250N e sao construidas em titanio.

Para o presente trabalho foi utilizada uma temperatura de 7,5°C e uma taxa de
fluxo de 1600ml/min. Esses valores foram definidos apos testes iniciais.

Para averiguar se o congelamento se estendeu ao longo da amostra, um pirdmetro
infravermelho laser foi utilizando durante a pré-carga e no final do ensaio para avaliar a

mudanca de temperatura da amostra.

3.4.4.1 Parametros mecanicos

Na literatura diferentes propriedades sao obtidas através da curva de ensaio de
tecidos biologicos, como em Mikic et al., 2010, onde foram extraidas a forca méxima, o
modulo de elasticidade, densidade de energia de deformagao, entre outras. Em Robinson
et al., 2004, e Derwin e Soslowsky, 1999, a primeira derivada (inclina¢ao) da curva na
regiao linear foi calculada como o moédulo tangente.

Através das curvas monotonicas de cada amostra foi possivel extrair parametros
mecanicos. Para o presente trabalho foram escolhidos o alongamento, a tensao tltima, a
tensao ultima verdadeira, o médulo tangente e e o moédulo tangente verdadeiro da curva
monotonica. O parametro moédulo tangente, associado a rigidez do tendao, corresponde
a inclinagao da curva tensao-deformagao e foi obtido na regiao central da curva, que

representa a regiao linear, conforme apresentado na Figura 2.5.

3.5 Analise Estatistica

Apos a obtencao de dados experimentais, é necessario analisi-los através de mé-

todos estatisticos. Desse modo pode-se determinar se existem diferencas estatisticamente
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significantes entre os grupos, se um fator ou interagao é significativo, se existe ou nao
correlagao, entre outras conclusoes de interesse.

Na literatura diversos sao os testes utilizados, tais como: Kolmogorov-Smirnov
[Azadani et al., 2012, teste t pareado e/ou individual [Azadani et al., 2012, Geest et al.,
2006], teste t de Student |Garcia-Herrera et al., 2012, Geest et al., 2006, Haskett et al.,
2010, Karimi et al., 2013, Billaud et al., 2012], ANOVA [Sokolis, 2010, Haskett et al.,
2010, Karimi et al., 2013, Billaud et al., 2012, Stephen et al., 2014|, Bonferroni [Sokolis,
2010, Haskett et al., 2010, Gundiah et al., 2013], método de Tukey [Sokolis et al., 2011],
entre outros.

No presente trabalho, tém-se como principal objetivo avaliar a correlagao entre
parametros mecanicos e parametros individuais. Além disso, a influéncia do sexo e do
tipo de tendao também é de interesse. Um breve apanhado sobre os métodos utilizados
é realizado, assim como a descrigao da metodologia empregada. Para maiores detalhes,

veja-se, por exemplo, Field, 2009, Devore, 2011, e Callegari-Jacques, 2009.

3.5.1 Analise de dados inicial

Primeiramente os dados obtidos precisam ser explorados, ou seja, precisam ser
examinados de forma apropriada antes de comecar a anélise estatistica propriamente
dita. Dessa forma pode-se verificar a distribuicao dos dados, se existem valores atipicos
(outliers), se os dados sdo normais, etc. Neste caso o principal ponto de interesse é avaliar
se a distribuicao dos parametros é normal, pois algumas anélises partiram do principio de
que a distribuicao é normal.

No presente trabalho a normalidade de cada grupo de dados foi verificada através do
teste de Shapiro-Wilk. Este teste compara escores de uma amostra com uma distribuicao
normal modelo de mesma média e variancia dos valores encontrados na amostra. Se o teste
nao for significativo, ou seja, p>0,05, os dados da amostra nao diferem significativamente
de uma distribui¢cao normal. Caso p<0,05 a distribuicao é significativamente diferente de

uma distribui¢ao normal, ou seja, é nao-normal.

3.5.2 Teste t e teste de Mann-Whitney

Para verificar se existem diferencas estatisticamente significantes entre tendoes de

machos e fémeas e entre extensores e flexores utilizou-se o teste t. O teste t é um teste
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paramétrico usado para testar diferencas entre duas médias. Testes paramétricos precisam
satisfazer alguns pressupostos, como a distribui¢gao normal.

No teste t duas médias sao comparadas e se p<0,05 as médias dos dois grupos
de dados sao significativamente diferentes. Outro pressuposto dos testes paramétricos é
a homogeneidade da variancia, ou seja, a variancia de uma variavel deve ser estavel em
relacao a todos os niveis da outra variavel. Para testar a hipotese de variancias homogéneas
utiliza-se o teste de Levene. Se o teste de Levene é significativo (p<0,05) as variancias sao
significativamente diferentes, ou seja, a suposicao de varidncias homogéneas foi violada.
Se o teste de Levene nao for significativo (p>0,05) as variancias sdo aproximadamente
iguais, ou seja, assume-se que existe homogeneidade da variancia.

Caso a distribui¢ao de dados das varidveis nao seja normalmente distribuida pode-
se primeiramente corrigir a distribui¢ao usando uma transformacao, mas se isso nao fun-
cionar utiliza-se um teste nao-paramétrico.

No presente trabalho o teste nao-paramétrico utilizado, equivalente ao teste t, é
o teste de Mann-Whitney. Nesse teste a mediana dos dois grupos sao significativamente

diferentes se p<0,05.

3.5.3 Correlacao e regressao

O estudo de correlacao entre variaveis pode ser realizados de diferentes formas
segundo o interesse. Esta pode ser considerada linear ou nao linear e pode ser feita
entre duas ou mais variaveis. A correlacao, caso exista, entre as variaveis individuais
e as variaveis mecanicas é medida através de um paradmetro de correlagdo. As variaveis
podem estar positivamente correlacionadas, podem nao estar relacionadas ou podem estar
negativamente relacionadas. A intensidade de associagao entre duas varidveis é medida
através do coeficiente de correlacao, o qual varia de -1 a +1.

O coeficiente de correlacao mais utilizado para analisar dados é chamado de co-
eficiente de correlagdo de Pearson (r), caso os dados violem as suposigoes paramétricas
utiliza-se o coeficiente de correlagdo de Spearman (rs).

Apesar de cada area poder utilizar valores diferentes para avaliar a qualidade da
correlacao, uma critério bem aceito é quando as correlagoes sao consideradas fortes para
r>0,8, moderadas para 0,5<r<0,8 e fracas para r<0,5 [Devore, 2011].

A regressao multipla é utilizada para prever um resultado a partir de diversas
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variaveis previsoras. Se aplica a situagoes onde existe razoes para se supor relacao de
causa e efeito entre variaveis e se quer expressar matematicamente essa relacao.

Na regressao multipla, os previsores incluidos e a forma que sao colocados podem
ter um grande impacto, sendo de suma importéncia selecionar os mais adequados |Field,
2009]. Existem diversos métodos de regressao, como o hierarquico, entrada forcada e
passo a passo.

No presente trabalho, os modelos de regressao miltipla linear sao utilizados para
quantificar a relacao entre cada uma das variaveis dependentes (variaveis mecénicas) e as
variaveis preditoras (variaveis individuais), ajustando (corrigindo) pelas demais variaveis
presente no modelo, assim como foi realizado por Robinson et al., 2004. Com esta anélise é
possivel indicar se a correlagao com os parametros mecanicos melhora quando considerados
dois ou mais parametros individuais ao mesmo tempo.

Sera utilizada a regressao passo a passo através do método de eliminagao retro-
ativa. Esse método comega com o modelo no qual sao usados todos os preditores em
avaliacao, sendo entao calculada a contribuicao de cada preditor verificando sua signi-
ficancia estatistica ajustada pelos demais preditores. O previsor mais distante de uma
contribuicao estatisticamente significante é eliminado e a contribui¢ao dos demais previ-
sores ¢é entao reavaliada objetivando a melhor estimativa utilizando o menor nimero de
variaveis possivel. Esse método foi selecionado pois o estudo é exploratorio, ja que as
escolhas das variaveis serao realizadas com base em um critério estatistico, tirando do
pesquisador decisoes metodologicas [Field, 2009].

Todas as anélises estatisticas foram realizadas através do software SPSS 18.0.3 e o

nivel de confianca considerado para o estudo sera de 95%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

No presente capitulo os resultados obtidos através das técnicas experimentais de-
talhadas anteriormente serao descritos e discutidos. Assim como enfatizado na literatura,
buscou-se a padronizacao dos procedimentos de ensaios a fim de reduzir possiveis erros
|Garcia et al., 2011]. Todos os ensaios experimentais foram realizados pela mesma pessoa
e com o mesmo intervalo de tempo para todas as baterias. Os protocolos, inclusive com a

indicacao de tempos a serem controlados, sao apresentados no Apéndice A e no Apéndice

D.

4.1 Resultados dos parametros mecanicos

Visando a caracterizacao do tecido tendinoso, foram realizados ensaios mecanicos
trativos in wvitro. As dimensbes transversais foram controladas através de micrémetros
digitais Opticos, durante todo o ensaio. Detalhes de todo o procedimento podem ser
encontrados no capitulo trés e no Apéndice A. Na Figura 4.1 é possivel visualizar o

aparato projetado especificamente para este trabalho.

Figura 4.1 — Aparato para ensaio mecanico

A area da secao transversal das amostras foi calculada através das medidas forne-
cidas pelos micrometros digitais 6pticos de alta precisao, sendo realizada a aproximagao
por elipse. Deve-se notar que a geometria dos tendoes se diferenciam significativamente,
sendo que o tendao flexor tem um formato circunferencial e o tendao extensor um formato
achatado, conforme Figura 4.2. Ainda deve-se notar que é esperado que a geometria da

segao transversal se modifique ao longo do ensaio se achatando cada vez mais [Carniel

et al., 2019].



41

(a) Tendao extensor (b) Tendao flexor

Figura 4.2 — Tendoes utilizados

Os parametros mecéanicos foram retirados da curva de tensao x deformacao de cada
tendao. A Figura 4.3 traz as curvas de tensao x deformacao de engenharia para tendoes
extensores e flexores e representa a curva monotonica de cada amostra a ser analisada.

Alguns ensaios das amostras apresentaram problemas e seus dados nao puderam
ser aproveitados. Assim, para os pardmetros mecanicos foi possivel trabalhar com 16

amostras.
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Figura 4.3 — Curva Tensao x Deformagao

Na Figura 4.3 ainda é possivel visualizar a diferenga existente entre o comporta-
mento dos tendoes extensores e flexores.

Neste estudo puramente experimental, necessita-se escolher parametros represen-
tativos do comportamento mecanico do tecido biolégico, a fim de viabilizar o tratamento
estatistico de correlag@o, sendo este um procedimento muito utilizado na literatura [So-
kolis et al., 2011, Robinson et al., 2004]. Através das curvas apresentadas pode-se extrair
os parametros mecanicos definidos anteriormente, obtendo-se para cada tendao o alonga-
mento tltimo (mm), o médulo tangente (MPa), o médulo tangente verdadeiro (MPa), a
tensao ultima (MPa) e a tensao ultima verdadeira (MPa), sendo o modulo tangente neste

caso a inclinagdo da regiao linear do tendao (conforme a Figura 2.5).
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4.1.1 Alongamento

O alongamento foi obtido através da curva monotonica de cada ensaio. A curva mo-
notonica foi definida através da forca minima encontrada apos os ciclos de pré-condicionamento
até o momento onde o tendao comegava romper em cada amostra. Foram realizadas de-
zesseis medi¢oes que apresentaram média + desvio padrao de 1,13+0,03, sendo 1,08 o

menor alongamento encontrado e 1,19 o maior alongamento encontrado.

4.1.2 Tensao ultima e tensao ultima verdadeira

A tensao pdde ser calculada de duas formas distintas. A tensao tultima foi calculada
através da area inicial da se¢@o transversal da curva monotoénica (valor minimo apos o
pré-condicionamento). Ja a tensao ultima verdadeira foi obtida através da area da se¢ao
transversal atualizada, obtida através dos micrometros digitais, que acompanharam a
mudanga de diametro dos tenddes. A tensao tltima verdadeira foi obtida no mesmo
ponto da tensao ultima, mas com a area de secao transversal obtida pelos micrometros.

A média mais ou menos desvio padrao obtida para a tensao ultima (MPa), para
as dezesseis amostras, foi de 43,5+15,32, sendo o valor minimo de 25,88 MPa e o valor
méximo de 78,05 MPa. A média £ desvio padrao da tensao ultima verdadeira (MPa)
para as dezesseis amostras foi de 49,034+16 com um valor minimo de 26,55 MPa e valor

méximo de 81,48 MPa.

4.1.3 Mobdulo tangente e médulo tangente verdadeiro

O moédulo tangente da curva tensao x deformagao foi obtida através da inclinagao
da regiao linear. A Figura 4.4 apresenta a curva (em preto) e a regiao linear (em vermelho)
de cada amostra, considerando o médulo tangente. A regiao de calculo do médulo tangente

verdadeiro pode ser visualizada na Figura 4.5.
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Figura 4.4 — Curva monotonica para cada tendao (em preto) e a regiao onde o moédulo

tangente foi calculado (em vermelho)
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Figura 4.5 — Curva monotonica para cada tendao (em preto) e a regiao onde o modulo

tangente verdadeiro foi calculado (em vermelho)

A média + desvio padrao para o moédulo tangente (MPa) foi de 413,48+115,71,
sendo o valor minimo de 232,28 MPa e o valor méximo de 623,79 MPa. Para o médulo
tangente verdadeiro a média + desvio padrao foi de 488,64+131,49, sendo o valor minimo

de 307,85 MPa e o valor maximo de 728,44 MPa.
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4.1.4 Resumo dos parametros mecanicos encontrados

A Tabela 4.1 apresenta a quantidade de amostras ensaiadas (n), a média, o desvio

padrao (DP), o valor maximo e o minimo de cada parametro.

Tabela 4.1 — Resultados obtidos para os parametros mecanicos

Valor Valor

Amostra n Média £DP Minimo Méximo
Alongamento 16 1,13+0,03 1,08 1,19
Tensao ultima (MPa) 16 43,7£16,15 25,88 78,05
Tensao tultima verdadeira (MPa) 16  49,13+16,63 26,55 81,48
Moédulo tangente (MPa) 16 413,48+115,71 232,28 623,79

Moédulo tangente verdadeiro (MPa) 16 488,64+131,49 307,85 728,44

4.2 Influéncia do sexo e do tipo de tendao nos parametros mecénicos

Como retratado ao longo do texto, na literatura encontram-se trabalhos que cons-
tataram diferencas entre machos e fémeas e entre os tendoes extensores e flexores. Apesar
deste nao ser o escopo deste trabalho, pois a proposta busca uma resposta frente a um
parametro individual independente do sexo ou localizacao, para verificar se essa diferenca
existe no presente trabalho, e se é estatisticamente significante nos parametros mecénicos,
algumas analises foram realizadas.

Primeiramente a distribuicao de dados de cada parametro foi avaliada. Foi utili-
zado o teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade dos dados. Todos os parametros
mecanicos estao normalmente distribuidos mesmo se forem divididos entre machos e fé-
meas e entre tendoes extensores e flexores.

Na Tabela 4.2 é possivel visualizar a média e o desvio padrao para cada um dos
parametros em separado por sexo e por tipo de tendao.

Para realizar o teste ¢ avaliou-se primeiramente a homogeneidade de variancias
através do teste de Levene, sendo que todos os parametros apresentaram valores nao
significativos para o teste (p>0,05), ou seja, as variancias sdo aproximadamente iguais e
o teste ¢t pode ser realizado, em separado por sexo e por tipo de tendao.

Através do teste t pdde-se verificar que os parametros mecanicos nao possuem

diferenca estatisticamente significante entre machos e fémeas, apesar de algumas médias
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possuirem diferencas perceptiveis como no moédulo tangente verdadeiro e na tensao ultima.

Para o caso dos tipos de tendoes o teste t verificou uma diferenca estatistica-
mente significante entre as médias do modulo tangente (p<0,001), do modulo tangente
verdadeiro (p=0,002) e da tensdo tltima (p=0,037), ou seja, para esses parametros existe

influéncia do tipo de tendao, considerando um valor de significancia de p<0,05.

Tabela 4.2 — Médias e desvios padroes dos parametros mecéanicos divididos entre machos

e fémeas e por tipo de tendao

Tendao Tendao

Machos (n=5) Feémeas (n=11) extensor (n=7) flexor (n=9)

Alongamento 1,1340,014 1,1340,033 1,144-0,027 1,1340,03

Modulo

Tangente (MPa) 402,35£145,01  418,53£107,62 306,62£53 496,58£72,37

Modulo Tangente

Verdadeiro (MPa) 504,04+138,6  481,63+134,45 385,2+88,16  569,09£99,72

Tensao

Ultima (MPa) 40,36+14,2 45,23£17,39 34,4+7,32 50,94417,73

Tensao ultima

verdadeira (MPa) 47,99+13,88 49,65+18,35 43,02+12,13 53,89£18,71

As Figuras 4.6 e 4.7 apresentam os diagramas de caixa e bigode para as analises
descritas acima. Desta forma fica mais facil visualizar a diferenca entre machos e fémeas
(Figura 4.6) e entre tenddes extensores e flexores (Figura 4.7).

A diferenca entre tendoes extensores e flexores ja era esperada, pois pesquisas
anteriores demonstraram que existem diferencas estruturais e mecéanicas entre tendoes
do mesmo individuo [Herod et al., 2016]. Alguns autores reconhecem que os tenddes
pertencem a duas classes distintas, aquelas que atuam para posicionar membros (tenddes
posicionais) e aqueles que conduzem a locomog¢ao armazenando energia de deformagao sob
grandes tensoes e subsequentemente liberando-a (tendoes de armazenamento de energia)
[Batson et al., 2003].

Através das Figuras 4.6 e 4.7 também é possivel observar dois valores atipicos. Um
dos valores atipicos aparece no modulo tangente verdadeiro (amostra S14TF), quando

analisada a diferenga entre sexos, e o outro aparece no alongamento (amostra S12TE),
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quando a diferenca entre tendao flexor e extensor é analisada. A permanéncia ou nao des-

ses pontos para as analises subsequentes depende de como serao realizadas as correlacoes

finais.
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Figura 4.6 — Diagramas de caixa para parametros mecéanicos entre machos e fémeas
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Figura 4.7 — Diagramas de caixa para os parametros mecanicos entre tendoes extensores

e flexores

4.3 Resultados dos aspectos individuais

Visando obter um conjunto de parametros individuais que represente aspectos do
tecido tendinoso, algumas técnicas foram utilizadas para representar os diversos niveis do

tendao.
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A apresentacao detalhada de cada um dos parametros obtidos seré realizada na

sequéncia.

4.3.1 Liofilizacao

A porcentagem de peso seco foi obtida através da liofilizacao e a média + desvio
padrao para as 24 amostras foi de 32,06 £+ 2,68 %, sendo o valor minimo de 27,75%
e o valor maximo de 36,82%. Para a obtencao desses valores seguiu-se a metodologia
apresentada anteriormente, onde a porcentagem de peso é obtida entre a diferenga entre
o peso da amostra logo apds a dissecacao e apos passar pelo processo de liofilizagao.

O resultado da média ficou dentro da faixa apresentada em literatura, onde a agua
é descrita como o maior constituinte dos tendoes, entre 65-70% [Schmid-Schénbein et al.,

1986 ¢ Woo et al., 2005].

4.3.2 Microscopia eletronica de varredura

O parametro vinculado ao crimp do tendao foi obtido em outro nivel do tendao,
onde encontram-se as fibras de colageno, as quais se encontravam alinhadas e organizadas
em feixes que apresentavam ondulacoes, o que pode ser observado na Figura 4.8. Essa
ondulacao é possivel verificar em magnificacoes de 180x e foram feitas no microscépio

eletronico de varredura JEOL JSM-6390LV a 10kV.

(a) Tendao extensor (b) Tendao flexor

Figura 4.8 — Ondulagoes presentes nos tendoes

A ondulagao das fibras do tendao é medida por alguns autores na literatura [Herod
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et al., 2016], entretanto essa medida nao foi utilizada no presente trabalho. Isto ocorreu
pois durante as anélises de microscopia eletronica notou-se a presenca de distor¢oes nas
extremidades das amostras. Além disto, nao foi possivel controlar estiramento dos tendoes
nas analises microscopicas, que poderia levar a valores diferentes devido ao estiramento
de cada amostra durante a fixagao. A Figura 4.9 apresenta as alteragoes descritas. Essas
disformidades podem ter sido ocasionadas devido aos cortes do tendao, que ocorreram logo
apos a dissecacao e antes do processamento do tecido. O tamanho reduzido de amostra

disponivel pode ter sido o principal fator para essa distorcao.

180 100¢m

Figura 4.9 — Interferéncia dos cortes nas amostras

Além das distor¢oes apresentadas nas extremidades de cada amostra, o corte reali-
zado durante o processamento pode interferir na medi¢ao da ondulacao. Esse corte expoe
o interior do tendao. A Figura 4.10 apresenta a estrutura interna do tendao, onde pode-se

perceber que feixes de fibras foram seccionados.

S—— » .

10kV X180  100pm LCME-UFSC

Figura 4.10 — Interferéncia dos cortes nas amostras

As imagens mostradas até agora possufam uma magnificacao de até 4500x, ja
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a medi¢ao do didmetro das fibrilas de coldgeno necessita de uma magnificagao maior,
conforme pode ser visto na Figura 4.11, onde a magnificacao foi de 20000x. Utilizando

esta magnificagao pode-se observar a periodicidade D relatada anteriormente.

LCME/UFSC SEl 0.0kV X20,000 WDB6.3mm 1pm

Figura 4.11 — Fibrilas de colageno

Na Figura 4.12 exemplifica-se a medicao do diametro de fibrila, onde mediu-se
todas as fibrilas que pudessem ser diferenciadas e para cada fibrila o didmetro foi medido
em cinco localizagoes distintas. A obten¢ao do didmetro por medigoes longitudinais foi
baseada em Herod et al., 2016. O diametro da fibrila também pode ser medido em cortes
transversais do tendao, como em Hansen et al., 2010 e Giannini et al., 2008, onde utiliza-se
microscopia eletronica de transmissao. Como trata-se de técnicas distintas os resultados
da medicao do diametro da fibrila podem apresentar valores diferentes.

As multiplas medidas realizadas produziram uma tnica medida (média) de diame-
tro de fibrila para cada tendao. O valor da média mais ou menos desvio padrao para o
diametro das fibrilas de colageno medido foi de 104,55 4+ 10,08 nm, sendo a média minima
encontrada de 84,5nm e a média méxima encontrada de 135,42nm. Foram realizadas um

total de 11.110 medidas, sendo em 2.222 fibrilas diferentes.
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(a) Tendao extensor (b) Tendao flexor

Figura 4.12 — Medi¢ao do diametro ao longo de cada fibrila

Separando-se por tendao extensor e flexor as médias e desvios padroes encontrados
foram 100,65+7,56 nm para tendoes extensores e 108,44+11,06 nm para tendoes flexores.
Foram realizadas 5.535 medidas nos tendoes extensores, sendo 1.107 fibrilas diferentes.
Nos tendoes flexores foram realizadas 5.575 medidas, sendo 1.115 fibrilas diferentes.

Na literatura encontra-se diversos artigos que realizaram a medic¢ao do diametro da
fibrila, nos quais diferentes animais sao estudados. Em Herod et al., 2016, a média mais
ou menos desvio padrao do didametro das fibrilas para os tendoes flexores de bovinos foi de
80 = 7 nm, ja para os tendoes extensores foi de 134 & 5 nm. No trabalho de Birch et al.,
2007, foram estudados tendoes extensores e flexores de cavalos, a média mais ou menos
desvio padrao de didmetros de fibrilas para os tendoes flexores foi de 169+19nm e para
tendoes extensores foi de 2294+36nm. Derwin e Soslowsky, 1999, estudaram o fasciculo
do tendao da calda de ratos, encontraram diferentes médias para o didmetro das fibrilas
dependendo da idade do animal, com 3 semanas a média mais ou menos desvio padrao
foi de 138,146,1nm, para 8 semanas foi de 190,3+9,5 nm. No trabalho de Giannini et al.,
2008, a média + desvio padrao para as fibrilas de tendoes tibiais humanos foi de 47 £8,1
nm. Portanto pode-se observar que cada animal apresenta diferencas no tamanho do
diametro da fibrila.

Através da microscopia eletrénica de varredura foi possivel observar também uma
cobertura adicional de matriz cobrindo ou anexada as fibrilas, conforme pode ser visto na

Figura 4.13. O artigo de Herod et al., 2016, encontrou diferenca na matriz entre o tendao
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extensor e flexor, ou seja, nas fibrilas do tendao extensor existia pouco ou nenhuma
cobertura adicional de matriz cobrindo ou anexadas as fibrilas, ja nos tendoes flexores
as fibrilas de coldgeno eram frequentemente cobertas por uma teia espessa de matriz
composta de filamentos finos. No presente trabalho nao foi possivel afirmar diferenga entre
a cobertura dos tendoes, sendo encontrada em ambos e com maior ou menor regularidade
dependendo da localizacao da imagem, como pode-se perceber através da Figura 4.13,
onde tem-se a imagem de um tendao extensor e de um tendao flexor. A diferenga do
pos-processamento pode ter afetado a superficie do tendoes estudados, ja que no presente
trabalho foi realizada uma poés-fixagao em tetroxido de 6smio, o que nao foi feito por

Herod et al., 2016.

(a) Tendao extensor (b) Tendao flexor

Figura 4.13 — Cobertura da matriz nos tendoes

4.3.3 Microscopia de luz

Para a obtengao dos parametros vinculados ao colageno foi utilizada a microscopia
de luz, técnica que possibilita a visualizagao de diferentes magnificagoes do tendao. Atra-
vés desta técnica e da utilizagao de diferentes coloragoes pode-se observar os constituintes
do tendao. O protocolo de preparacao e coloracao das laminas se encontra no Apéndice
B.

Primeiramente uma coloragao rotineira de laboratério chamada Hematoxilina e
Eosina (HE) foi realizada. A Figura 4.14 apresenta a coloragdo em HE para um tendao

extensor e um tendao flexor, onde os pontos escuros sao os nucleos de fibroblastos e a
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parte mais clara (rosa) constitui os feixes de fibra colagena [Junqueira et al., 2004]. Essa
coloragao permite uma visao de todo o tecido, possibilitando uma identificacao geral de
todos os elementos teciduais, sendo posssivel averiguar se o protocolo de processamento

foi realizado de maneira adequada.

Figura 4.14 — Coloracao de tendao em HE

Além do HE uma segunda coloracao foi utilizada, objetivando a visualizacao das
fibras elasticas. Essa coloragao é chamada de orceina e cora as fibras elasticas em um tom
mais escuro que o restante do tecido. Na Figura 4.15 é possivel visualizar algumas fibras
elasticas circuladas, entretanto é de dificil localizagao e nao mostrou-se eficaz quanto a
quantificagao, portanto foi descartada como metodologia para obtengao de um parametro

especifico. A Figura 4.15 apresenta o corte de um tendao corado com orceina.
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Figura 4.15 — Coloragao de tendao em orceina

Além das coloragbes mencionadas anteriormente, os tipos de colageno do tendao
foram corados através da coloragao picro sirius red, o que pode ser observado através da

Figura 4.16.

(a) Tendao extensor (b) Tendao flexor

Figura 4.16 — Coloracao de tendao em picrosiurs red

A quantificagdo dos tipos de coldgeno foi realizada por meio de duas técnicas
diferentes. A primeira técnica utilizou a divisao de canais para separar colageno tipo I
e tipo III, sendo exemplificada através da Figura 4.17. Posteriormente a proporcao I/111
foi realizada, encontrando-se uma média mais ou menos desvio padrao de 2,014+0,26. A

segunda técnica separou o colageno tipo I do colageno tipo III através da tonalidade de
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cada pixel. A média mais ou menos desvio padrao para a quantidade de colageno I foi de

99,514+0,65 e 0,47+0,63 para a quantidade de colageno tipo III.

Imagem original

Threshold - canal vermelho Thresheld - canal verde

Figura 4.17 — Procedimento para quantificacao de colageno tipo I e coldgeno tipo III

Na literatura, o colageno tipo I constitui cerca de 95%, ja o colageno tipo tipo III
compde cerca de 3% do peso seco de tendoes |Riley et al., 1994]. As médias encontradas
no presente estudo ficaram distantes dos valores mencionados. Jé a propor¢ao de colageno
[/IIT se aproximou do valor encontrado por Brown et al., 2011, para ligamentos. Porém,
como observado anteriormente, estes valores dependem do animal e local. Além disto, os
diferentes protocolos e critérios sao realizados por diferentes laboratorios também podem
levar a diferentes valores. Assim, os resultados aqui apresentados poderiam ser compara-
dos apenas com laboratérios que seguissem exatamente o mesmo protocolo. De qualquer
forma, estes servem para o escopo deste trabalho.

Alguns autores nao indicam essa coloracao para quantificar os tipos de colagenos,
como Lattouf et al., 2014, que afirmam que a coloracao do coldgeno tipo I e III pode
ser alterada rotacionando a lamina do microscoépio, ou seja, depende do alinhamento do
polarizador. Rich e Whittaker, 2005, reiteram que a tonalidade da fibra nao permite a
identificacao do tipo de fibra, ou seja, que as fibras verdes sao do tipo III e laranja do tipo

I, ja que uma fibra verde pode ser uma fibra tipo I imatura ou que o corte para a producao
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da lamina deixou essa fibra tipo I mais fina corando-a em verde. Alguns autores utilizam
técnicas para tentar amenizar os problemas dessa coloracao, como Glazer et al., 1996, que
combina um plano rotativo de polarizacao com um analisador circular e assim é capaz de
obter imagens de alta resolucao, ou seja, avalia imagens resultantes da soma de fotografias
obtidas sob diferentes angulos. Esta técnica também é utilizada por Recidoro et al., 2014.
Além disso, como as fibras de colageno frequentemente sao onduladas ou frisadas, zonas
escuras podem aparecer nas imagens, pois as fibras, ou parte das fibras, estao alinhadas
paralelamente com o eixo de transmissao do polarizador [Whittaker e Canham, 1991, Rich
e Whittaker, 2005 e Rittié, 2017|. Assim, o teor total de colageno pode estar subestimado,
especialmente em tecidos contendo grandes quantidades de fibras onduladas [Whittaker e
Canham, 1991].

No presente estudo manteve-se o mesmo alinhamento do polarizador, entretanto
o corte das amostras nao é um fator que possa ser controlado. Assim, a associacao do
picrosirius a outras tecnologias, como a imuno-histoquimica, pode vir a ser utilizada como
estratégia futura, para confirmar os resultados obtidos, caso for interessante para novos

desenvolvimentos.

4.3.4 Calorimetria Diferencial de Varredura

Para obter os parametros vinculados ao nivel molecular do tendao (Tonsets Tpeak
Ah eAh) utilizou-se a Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC).

A Figura 4.18 apresenta um grafico de fluxo de calor por temperatura, sendo o
resultado representado por uma linha solida. A linha pontilhada condiz com a derivada
do fluxo de calor e através desta os pontos de inicio e fim para o calculo da entalpia sao

definidos, sendo a variacao da derivada o intervalo utilizado.
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Figura 4.18 — Exemplo de curva obtida através do DSC (amostra S15TE)

Para cada uma dessas curvas foram retirados as temperaturas de pico e a tempe-
ratura onset, assim como a entalpia de peso timido e a entalpia de peso seco.

Os resultados de média + desvio padrao encontrados nas analises de DSC foram
de 67,2240,92 °C para a temperatura de pico, 65,05+1,06 °C para a temperatura onset,
56,254+12,22 J/g para a entalpia de peso seco e 16,97+3,41 J/g para a entalpia de peso
tmido. Os resultados obtidos sao referente a 23 amostras analisadas com sucesso. A
analise da amostra S8TE (tendao extensor do suino 8) apresentou uma curva inconsistente
portanto foi desconsiderada.

Giannini et al., 2008, estudaram o tendao tibial posterior de humanos e encontra-
ram para a temperatura desnaturagao (temperatura de pico) uma média + desvio padrao
de 68,3+2,6 °C e para a entalpia de desnaturagao (entalpia de peso timido) a média en-
contrada foi de 44,5+1,3 J/g. No trabalho de Miles et al., 1994 foram analisados tenddes
flexores de cavalos e os valores de média + desvio padrao foram de 70,1+1,1 °C para a
temperatura de pico, 67,4+1,2 °C para a temperatura onset, 18,04 J/g para a entalpia de
peso umido e 49,4 J/g para a entalpia de peso seco. Ja em Herod et al., 2016 a tempera-
tura de pico teve uma média + desvio padrao de 65,44+0,7 °C, a temperatura onset teve
uma média 63,1+1 °C e a entalpia de massa seca teve uma média de 58+13,7 J/g.

Os valores encontrados em literatura que foram apresentados se aproximam dos

valores médios encontrados para o presente trabalho.
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4.3.5 Resumo dos parametros individuais encontrados

Cada uma das técnicas experimentais resultou em um conjunto de dados. A Tabela
4.3 apresenta o numero de amostras (n), a média, o desvio padrao (DP), o valor maximo

e o valor minimo para cada parametro.

Tabela 4.3 — Resultados obtidos para os parametros individuais

Valor Valor

Amostra n  Meédia £DP Minimo  Mésximo
% de peso seco 24 32,06 + 2,68 27,75 36,82
Diametro fibrila (nm) 24 104,65 £ 10,3 84,5 135,42
I/111 24 2,0240,26 1,65 2,46
% Colageno I 24 99,5040,67 97,9 100
% Colageno 111 24 0,484+0,65 0 2,03

Temperatura pico (°C) 23 67,22+0,92 65,43 68,43
Temperatura onset (°C) 23 65,05+1,06 62,28 66,46
Entalpia peso seco (J/g) 23  56,25+12,22 33,9 82,86
Entalpia peso umido (J/g) 23  16,97+3,41 9,32 21,58

4.3.6 Influéncia do sexo e do tipo de tendao nos parametros individuais

Assim como realizado para os parametros mecénicos, os parametros individuais
também foram avaliados quanto ao sexo do animal e ao tipo de tendao, verificando se a
diferencga entre eles é estatisticamente significante. Esta anélise permite a possibilidade
de se verificar se existem correlagoes especificas para a classificagao do sexo ou tipo de
tendao, o que também pode ser ttil.

Primeiramente a distribuicao de dados de cada parametro foi avaliada quanto a
normalidade, utilizando o teste de Shapiro-Wilk encontrou-se que exceto pelo colageno
tipo I e colageno III, todos os outros parametros possuem distribuicao normal. Quando
sao divididos entre machos e fémeas e entre tendoes extensores e flexores, novamente o
colageno tipo I e coldgeno III nao possuem distribui¢ao normal, assim como a entalpia de
peso tmido para tendoes extensores (p=0,033).

Na Tabela 4.4 as médias para machos e fémeas e para tendoes extensores e flexores
de cada parametro pode ser visualizada.

Através do teste t pdde-se verificar se as médias dos grupos sao estatisticamente di-

ferentes. Verificou-se que nenhum dos parametros individuais ¢é significativamente influen-
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Tabela 4.4 — Parametros individuais divididos entre machos e fémeas e por tipo de

tendao
Tendao Tendao
Parametro Machos Fémeas extensor flexor
(n=11) (n=12) (n=11) (n=12)
%opeso seco 31,95+2,55 32,16+2.91 32,83+2,82 31,33+2,29
Diametro fibrila(nm) 103,7945,67 105,44+13,46 100,66+7,56 108,44+11,06
Proporcio 1 /111 2,0840,27  1,9640,24 240,29 2,0240,24
% colageno I 99,36+0,72 99,64+0,62 99,69+0,48 99,324+0,77
% colageno 111 0,62+0,7 0,35+0,59 0,340,47 0,65+0,74

Temperatura de pico (°C)  67,13+1,13 67,3+0,71 66,43+0,58 67,94+0,42
Temperatura onset (°C) 65,08+1,36  65,02+0,75  64,31+1,05  65,73+0,42
Entalpia peso seco (AH) 54+9,65 58,31+14,3  57,82+14,63 54,8+9,98
Entalpia peso tmido (AH) 16+£2,95 17,86+3,67 17,19+4,57 16,77+2,02

ciado pelo sexo do animal, porém pdde-se averiguar que a temperatura de pico (p<0,001)
e a temperatura onset (p<0,001) s@o significativamente influenciadas pelo tipo de ten-
dao. O diametro da fibrila apresenta valores muito proximos da significancia (p=0,057),
quando avaliado em relagao ao tipo de tendao, considerando um valor de significAncia de
p<0,05.

Além de nao apresentar uma distribuicdo normal para tendoes extensores, a ental-
pia de peso tmido para tendoes extensores nao apresentou homogeneidade de variancias
através do teste de Levene.

Devido a distribui¢ao de dados da porcentagem de colageno tipo I e a porcentagem
de colageno tipo III utilizou-se o teste nao paramétrico de Mann-Whitney para avaliar a
influéncia do sexo do animal e do tipo de tendao, teste equivalente ao teste t. Tanto a
porcentagem de colageno tipo I quanto a porcentagem de colageno tipo III nao apresen-
taram diferenca estatisticamente significante entre os sexos e entre os tipos de tendoes,
portanto esses parametros nao sao influenciados pelo tipo de tendao e nem pelo sexo do
animal.

Em Herod et al., 2016, a temperatura onset e a temperatura de pico foram signifi-
cativamente maiores para tendoes flexores do que para tendoes extensores, o que segundo
os autores indica maior estabilidade molecular nos tendoes flexores. Encontraram também
que os tendoes flexores tiveram uma entalpia de desnaturagao especifica significativamente

mais baixa do que os tendoes extensores.
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As Figuras 4.19 e 4.20 apresentam os diagramas de caixa e bigode para as analises
entre machos e fémeas, onde é possivel visualizar os dados entre machos e fémeas. Além
disso, pode ser observado valores atipicos para as fémeas no didmetro das fibrilas, na

porcentagem de colageno tipo I e tipo III.
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Figura 4.19 — Diagramas de caixa e bigode para parametros individuais de machos e

fémeas
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Figura 4.20 — Diagramas de caixa e bigode para parametros individuais de machos e

fémeas

As Figuras 4.21 e 4.22 apresentam os diagramas de caixa e bigode para as anélises

entre tendoes extensores e flexores, sendo possivel visualizar a diferenca estatisticamente

significantes para tendoes extensores e flexores na temperatura de pico e na temperatura

onset. Na Figura 4.22 também pode ser observado os valores atipicos para os tendoes
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extensores na temperatura onset, na porcentagem de coldgeno tipo I e na porcentagem
de colageno tipo III, além disso um valor atipico aparece no diametro das fibrilas para

tendoes flexores.
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Figura 4.21 — Diagramas de caixa para parametros individuais de tendoes extensores e

flexores
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Figura 4.22 — Diagramas de caixa para parametros individuais de tendoes extensores e

4.4

flexores

Correlagao entre parametros individuais e mecanicos

Muitos trabalhos realizam a separacao entre tendoes extensores e flexores, consi-

derando que estes diferem em sua funcao, estrutura e mecanica. Entretanto muito ainda

precisa ser aprendido sobre como a mecéanica dos tendoes se relaciona com a estrutura,
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principalmente em como a nanoescala interfere na mecanica macroescalar. Portanto a
busca por um parametro que pudesse por si sO representar e prever o comportamento
mecanico, sem distingoes entre classes seria o mais interessante.

Portanto o principal objetivo do presente trabalho consistiu em buscar algum para-
metro individual (da estrutura ou que compde) do tecido tendinoso que possui correlagao
com algum parametro mecanico do mesmo tecido. Nessa busca a divisao entre machos e
fémeas e entre tendoes flexores e extensores nao constitui o principal propésito da busca
por um parametro individual independe de localizacao, sexo, idade ou qualquer divisao
que pudesse ser avaliada. A correlagao aqui apresentada objetiva buscar um parametro
individual que por si s6 consiga descrever seu comportamento mecanico.

As correlagoes foram realizadas entre as quinze amostras que obtiveram valores
para todos os ensaios (tanto mecéanicos quanto individuais), sendo que cada um dos pa-
rametros mecanicos foi avaliado para cada um dos parametros individuais. Utilizou-se
o coeficiente de correlagdo (CC) de Pearson para as variaveis com dados normalmente
distribuidos e o coeficiente de correlacao de Spearman para as demais variaveis.

A distribuicao de dados foi verificada através do teste de Shapiro-Wilk, encontrando-
se que a % de colageno tipo I, a % de colageno tipo III e a temperatura onset nao possuem
valores normalmente distribuidos para essas quinze amostras consideradas.

Analisando as respostas de correlacao de cada parametro individual com cada
parametro mecénico, segundo o coeficiente de correlacao de Pearson, encontrou-se que a
temperatura de pico é positivamente relacionada a moédulo tangente com um coeficiente
r=0,803 e existe uma probabilidade de menos de 0,001 (p<0,001) que esta correlagao
tenha ocorrido por acaso numa amostra de 15 tendoes, indicando uma corregao forte e
estatisticamente significativa. Além disso encontrou-se correlagao entre a temperatura
de pico e a moédulo tangente verdadeiro (com um coeficiente de correlagao de r=0,734, o
qual é significativo a p=0,002), entre a temperatura de pico e a tensao ultima (r=0,655,
p=0,008) e entre a temperatura de pico e a tensao tltima verdadeira (r=0,584, p=0,022).
Outros estudos que avaliaram a relagao da estrutura com a fungao de tecidos consideraram
o coeficiente de correlagao como forte acima de 0,7 [Robinson et al., 2004] e 0,8 [Connizzo
et al., 2013]. Cada area considera o relacionamento das variaveis de maneira diferente, na
area da saude por exemplo, o coeficiente de correlacao é considerado forte quando r=0,5

[Cohen, 1992].
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Para facilitar a interpretacao dos resultados a Figura 4.23 apresenta diagramas

de dispersao entre as variaveis que apresentaram correlagao estatisticamente significante,

mostrando a relagao entre as variaveis.
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Figura 4.23 — Diagramas de dispersao entre variaveis que apresentaram correlagao

Utilizando o coeficiente de correlagao de Spearman encontrou-se correlagao entre a

temperatura onset e o médulo tangente (r=0,761, p=0,001), entre a temperatura onset e

o modulo tangente verdadeiro (r=0,657, p=0,008) e entre a temperatura onset e a tensao

tltima (r=0,696, p=0,008). A Figura 4.24 apresenta diagramas de dispersao entre as

variaveis que apresentaram correlagao estatisticamente significante, mostrando a relagao

entre as variaveis.
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Figura 4.24 — Diagramas de dispersao entre variaveis que apresentaram correlagao

A Tabela 4.5 apresenta as correlagoes significantes encontradas (p<0,05) e descritas

anteriormente.

Tabela 4.5 — Correlacoes entre os parametros individuais e os parametros mecanicos

Variaveis independentes Variaveis dependentes r p CC
Temperatura de pico Modulo tangente 0,803 <0,0001 Pearson
Temperatura de pico ~ Modulo tangente verdadeiro 0,734 0,002 Pearson
Temperatura de pico Tensao tltima 0,655 0,008 Pearson
Temperatura de pico Tensao dltima verdadeira 0,584 0,022 Pearson

Temperatura onset Modulo tangente 0,761 0,001  Spearman
Temperatura onset Modulo tangente verdadeiro 0,657 0,008  Spearman
Temperatura onset Tensao ultima 0,696 0,008  Spearman

Portanto encontrou-se uma correlagao forte (r>0,8) entre a temperatura de pico e

o modulo tangente do tecido tendinoso. A temperatura de pico apresentou uma correla-

¢ao moderada (0,5<r<0,8)) com o mddulo tangente verdadeiro, tensao ultima e tensao
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altima verdadeira. A temperatura onset foi moderadamente correlacionada com o moédulo
tangente, moédulo tangente verdadeiro e tensao tltima.

Os demais parametros individuais do tecido nao apresentaram correlacao signifi-
cante com os parametros mecanicos. Assim, estes parametros sao os candidatos naturais
para a continuacao de trabalhos que exploram correlagoes entre parametros individuais e
mecanicos.

A correlagao também é utilizada para determinar relagoes entre as variaveis pre-
ditoras, ou seja, entre os parametros individuais. A Tabela 4.6 apresenta as correlagoes
significantes encontradas (p<<0,05) entre os parametros individuais, podendo-se visualizar
a existéncia de correlagoes fortes e moderadas. Em geral as correlagoes apareceram em da-
dos obtidos através da calorimetria diferencial de varredura, ou seja, sao complementares.

Por outro lado o peso seco e a % de colageno apresentaram uma correlacao moderada.

Tabela 4.6 — Correlagoes entre os parametros individuais (variaveis independentes)

Variaveis independentes r p CcC

Temperatura de pico Entalpia peso timido -0,597 0,019 Pearson
Peso seco Entalpia peso imido 0,564 0,029 Pearson

Temperatura onset  Temperatura de pico 0,843 <0,0001 Spearman

Temperatura onset  Entalpia peso imido -0,661 0,007  Spearman

Peso seco % colageno tipo I 0,656 0,008  Spearman
Peso seco % colageno tipo III  -0,656 0,008  Spearman
Temperatura onset Entalpia peso seco  -0,536 0,04 Spearman

As correlagoes apresentadas revelaram que existe relagao entre alguns parametros
mecanicos e alguns parametros individuais, mas esses coeficientes nao quantificam a re-
lacao que existe entre cada uma das variaveis e se existem outras varidveis, medidas ou

nao, afetando a relagao.

4.5 Regressao miultipla linear

Como apresentado anteriormente, a regressao multipla permite obter a correla-
¢ao de um conjunto de parametros individuais com cada pardmetro mecanico. Assim, é
importante avaliar se algum parametro individual, quando combinado com outro, possa
apresentar correlacgao significativa, mesmo quando nao possui sozinho. Objetivando quan-

tificar a relagao entre cada uma das variaveis dependentes (varidveis mecanicas) e as va-
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riaveis preditoras (variaveis dos pardmetros individuais) realizou-se a regressao multipla
linear passo a passo através do método de eliminagao retroativa.

Realizou-se entdo a regressdo de cada variavel dependente (pardmetros mecani-
cos) em relacdo a todas as variaveis independentes (parametros individuais). Na Tabela
4.7 sao apresentados os resultados obtidos através da regressao miltipla linear que sao

estatisticamente significantes.

Tabela 4.7 — Resultado para regressao miltipla linear considerando somente os os

parametros significantes

Significancia Peso Entalpia  Temperatura

Variavel dependente do modelo R* Seco peso tmido de pico
Alongamento <0,05 0,54 0,74 0,009 -0,008 -
Modulo tangente <0,05 0,64 0,8 - - 111,37
Modulo tangente verdadeiro <0,05 0,504 0,73 - - 125,06
Tensao ultima <0,05 0,61 0,78 2,65 - 15,07
Tensao ultima verdadeira <0,05 0,59 0,77 3,29 - 14,46

Definindo o alongamento como variavel dependente encontrou-se que o peso seco
(p=0,003) e a entalpia de peso tmido (p=0,016) afetam o alongamento. A entalpia de
peso imido possui uma relagao negativa com o alongamento, ou seja, quando a entalpia
de peso imido aumenta uma unidade espera-se um decréscimo de 0,008 no alongamento.
J& 0 peso seco possui uma relagao positiva com o alongamento, ou seja, quando o peso
seco aumenta espera-se que o alongamento aumente.

Definindo o médulo tangente como variavel dependente encontrou-se que a tem-
peratura de pico (p<0,001) afeta o modulo tangente. A temperatura de pico possui uma
relacao positiva com o médulo tangente, ou seja, quando a temperatura de pico aumenta
uma unidade se espera que o modulo tangente aumente 111,37 MPa.

Definindo o moédulo tangente verdadeiro como variavel dependente encontrou-se
que a temperatura de pico (p=0,002) afeta o modulo tangente verdadeiro. A temperatura
de pico influencia positivamente a moédulo tangente verdadeiro, ou seja, quando a tempe-
ratura de pico aumenta uma unidade se espera que o modulo tangente aumente 125,06
MPa.

Definindo a tensao ultima como variavel dependente encontrou-se que o peso seco

(p=0,037) e a temperatura de pico (p=0,002) afetam a tensao tltima.
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Quando define-se a tensao ultima verdadeira como variavel dependente encontra-
se que o peso seco (p=0,018) e a temperatura de pico (p=0,004) afetam a tensao dltima
verdadeira.

Observa-se que os cinco parametros mecanicos medidos possuem modelos de re-
gressao linear estatisticamente significantes.

Na Tabela 4.7 é apresentado o coeficiente de determinacao, o qual representa a
contribuigdo do conjunto de variaveis independentes (ou variavel independente) em des-
crever a variabilidade das variaveis dependentes. Dessa forma o modelo do alongamento
¢ significante, com 54 % da variagdo desse parametro explicado pelo peso seco e pela
entalpia de peso imido. O moédulo tangente e o moédulo tangente verdadeiro possuem res-
pectivamente 64% e 54 % de variabilidade explicada pela temperatura de pico, através do
modelo. A tensao ultima e a tensao ultima verdadeira possuem um modelo de regressao
multipla linear que explica 61% e 59% da variancia através do peso seco e da temperatura
de pico.

Os resultados obtidos através da regressao podem ser representados na forma de
equacao, onde a variacao da variavel dependente é equivalente aos valores dos preditores
independentes (parametros individuais) multiplicados pelos coeficientes individuais, ou

seja,
Alongamento = 0,972 + (0,009 x Peso seco) + (-0,008 x Entalpia de peso tmido)
Modulo tangente (MPa) = -7076,43 + (111,37 x Temperatura de pico)
Moédulo tangente verdadeiro (MPa) = -7929,09 + (125,06 x Temperatura de pico)
Tensao dltima (MPa) = -1054,9 + (2,65 x Peso seco) + (15,07 x Temperatura de pico)

Tensao tltima verdadeira (MPa) = -1030,203 + (3,29 x Peso seco) + (14,46 x

Temperatura de pico)

A regressao miltipla linear forneceu modelos estatisticamente significantes para
predizer as propriedades mecénicas.

Os coeficientes apresentados na Tabela 4.7 e nas equagoes acima representam as
mudancas nas variaveis dependentes previstas para um aumento unitario na variavel ou

nas variaveis independentes.
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Na literatura artigos como Robinson et al., 2004, fazem regressao somente entre
dados normalizados e separadamente entre dados nao normalizados, entretanto a regressao
miultipla linear s6 exige que as variaveis dependentes sejam normalmente distribuidas,
que ¢é o caso dos dados desta analise, conforme previamente testado. Se o objetivo fosse
realizar regressao onde as variaveis dependentes normalizadas fazem regressao somente
com varidveis independentes normalizadas, trés parametros nao entrariam na regressao
miultipla linear: a temperatura onset, a porcentagem de colageno tipo I e a porcentagem

de colégeno tipo III.
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5 CONCLUSOES

O presente trabalho apresentou um estudo exploratoério capaz de caracterizar ex-
perimentalmente o tecido tendinoso de uma pata de suino segundo aspectos individuais.
Considerando que nao existe um método experimental especifico para tecidos biologi-
cos, uma metologia que incorpora aspectos individuais foi proposta, envolvendo miiltiplos
parametros individuais, diretamente relacionados com diferentes niveis hierarquicos es-
truturais. Diferentemente do que se encontra em literatura, que normalmente estuda
apenas um ou poucos parametros individuais, este estudo foi capaz de tratar de aspectos
estruturais de um ampla forma, como o mesmo tipo de tecido (tendao). Este tipo de
abordagem permite avaliacoes qualitativas entre parametros de forma mais segura, uma
vez que trata-se do mesmo tecido ensaiado mecanicamente, nao sendo exposto a variagoes
de resultados por se tratar efetivamente de outro tecido.

A metodologia experimental proposta apresentou alguns diferencias, dentre eles o
uso de garras termoelétricas e a possibilidade de acompanhar a mudanca da area da segao
transversal durante o ensaio, que sao fatores que também podem influenciar na resposta
mecanica. As garras utilizadas auxiliaram a evitar o escorregamento das amostras e nao
congelaram o tecido ao longo do comprimento. A viabilidade de obter a area da secao
transversal atualizada permitiu que medidas como o moédulo tangente verdadeiro e a
tensao ultima verdadeira fossem realizadas.

Através das analises nao foi possivel observar a diferenca entre machos e fémeas, o
que pode estar vinculado ao fato de todos possuirem a mesma idade (aproximadamente
seis meses). Tratando-se do mesmo tecido mas de diferentes localizagoes pode-se observar
diferencgas estatisticamente significantes entre tendoes flexores e extensores em alguns
parametros, o que ja era esperado e desejado, uma vez que diferentes tecidos podem levar
a valores dos parametros distribuidos em uma regiao mais ampla, sendo benéficos para a
analise de correlagao.

Por meio de analises estatisticas e considerando tendoes extensores e flexores pode-
se encontrar parametros mecanicos correlacionados com a estrutura molecular do tecido
tendinoso. O coeficiente de Pearson foi utilizado e mostrou que existe uma correlacao
forte entre o modulo tangente e a temperatura de pico das amostras estudadas (r=0,803;

p<0,0001). O relacionamento das demais variéveis se mostrou moderado ou nao foi pos-
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sivel obter uma correlacao estatisticamente significante. Do ponto de vista estatistico, a
temperatura de pico obtida com o DSC pode ser usada para correlacionar o individuo e
a sua resposta mecéanica por meio do modulo tangente.

Utilizando a regressao multipla linear foi possivel quantificar a relagao entre os
parametros mecanicos e os parametros individuais, obtendo-se modelos estatisticamente
significantes para predizer as propriedades mecénicas usando um ou mais parametros.
Novamente os parametros que se mostraram mais promissores estavam vinculados ao
DSC.

O presente trabalho foi capaz de evidenciar a correlagao entre parametros meca-
nicos e individuais indicando até mesmo a falta de correlagao mecanica com parametros
que em outros trabalhos da literatura indicavam existir. Utilizando tendoes extensores
e flexores conjuntamente foi possivel obter uma correlagao entre o comportamento me-
canico e a estrutura molecular do tendao. Desta forma pode-se evidenciar que o estudo
da estrutura molecular pode fornecer maiores detalhes da fungao-estrutura do tendao na
macroescala.

Até onde esta autora tem conhecimento, a correlacao forte entre parametros me-
canicos com parametros do DSC ainda nao foi relatada na literatura. Isto indica que
estes parametros sao candidatos naturais para correlagao a niveis moleculares, ainda que

usando uma técnica relativamente simples para sua obtencao.

5.1 Sugestoes para Trabalho Futuros

Para dar continuidade nesta linha de pesquisas alguns pontos identificados neste
trabalho poderiam ser explorados em trabalhos futuros. Pode-se citar:

e 0s parametros individuais que apresentaram correlacao, moderada e forte, com
parametros mecéanicos poderiam ser avaliados para um nimero maior de amostras, apro-
fundando o estudo exploratério aqui realizado.

e explorar outros parametros, ou mesmo outras técnicas de quantificacao para os
parametros estudados neste trabalho, assim como outros animais e/ou tenddes, a fim
de estudar intervalos maiores de parametros individuais aqui encontrados. Por exemplo,
neste trabalho, devido aos animais usados, os valores dos parametros se restringiram
em um intervalo relativamente pequeno frente ao reportado na literatura. Os valores

minimo e maximo do Parametro de Temperatura de pico foram, respectivamente, 65, 45°C
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e 68,43°C. Para diferentes tendoes, diferentes animais, ou suinos com diferentes idades,
esta faixa pode ser bem mais ampla e ainda manter a correlacdo com um pardmetro
mecanico, como apresentado ilustrativamente na Figura 5.1 , onde os dados destacados

em caixa sao os dados dos tendoes extensores e flexores deste trabalho.

A
E °
= ° o
> ° e
oc ° ®°
@ extensor
® flexor _
Temperatura de pico (°C)

Figura 5.1 — Dados extrapolados

e Utilizar modelo de material capaz de incorporar aspectos individuais. No Apén-
dice E um modelo preliminar é apresentado, onde propoe-se o uso de uma funcao que
modifica a relacao constitutiva, sendo que os parametros individuais a serem inseridos
nessa funcao devem possuir uma relacao estatisticamente significante com o comporta-
mento mecanico do tecido. Outras estratégias de anélise estatisticas podem ser investiga-
das uma vez que neste caso hé a necessidade de utilizar uma curva nao linear dada por um

modelo especifico, e nao de pardmetros mecanicos que representam o seu comportamento.
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APENDICE A — Procedimento Experimental para Ensaio

Aluna: Ana Bérbara K. Formenton - PROMEC/UFRGS
Professores: Jakson Manfredini Vassoler / Carlos Rodrigo de Mello Roesler

Frigorifico: Antonio Carlos Responsavel (Frig.): Daniel /Murilo

Devido a quantidade de amostras a serem ensaiadas os testes foram divididos em quatro
baterias de ensaio, sendo que cada bateria é composta por trés patas dianteiras. Foram

retirados dois tendoes de cada pata, um extensor (Figura A.1) e um flexor (A.2).

Figura A.1 — Tendao extensor.

Figura A.2 — Tendao flexor e extensor.

Serao realizadas analises de microscopia de luz, microscopia eletronica, liofilizacao
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e DSC, além de realizar ensaios mecéanicos. Para isto, pretende-se dividir o tendao da

seguinte maneira (Figura A.3):

1 213145

Ensaio Mecanico & Liofilizador
DSC

Microscopia de Luz

Microscopia Eletronica

Figura A.3 — Exemplificagao dos cortes para cada tendao

Registro:
Data: — Saida Florianopolis: _ Chegada Frigorifico:
Saida Frigorifico: Chegada LEBm:

Dados Gerais (Concedidos pelo Frigorifico):
Animal utilizado: suino — pata dianteira direita

Racga: machos MS60 e fémeas hibridas ou F1.

Sexo:
Suino 1=> Peso =>
Suino 2=> Peso =>
Suino 3=> Peso =>

Idade: Aproximadamente 180 dias.

ETAPA 1 - Procedimento de retirada - Frigorifico:
1. Registrar a data e hora do abate.
Data: Hora:

2. Procedimentos realizados no frigorifico entre o abate e o corte da pata dianteira:
sangria, escaldagem, depilacao, retirada do casco e toalete, evisceragao, etc. Sao sempre
0s mesmos, assim como os de abate.

3. Especificar a altura do corte do antebrago do suino que esté vinculada aos cortes da

carne suina, ou seja, nao precisa ser tao alto a ponto de interferir no corte da paleta, mas



87

tem que incluir toda a extensdo do tendao (Figura A.4). OBS.: mostrar imagem para o

pessoal do frigorifico;

Figura A.4 — Altura do corte (pata dianteira)

4. Colocar a pata (ou as patas) em sacos plasticos (tipo ziplock), fechar e armazenar den-
tro de uma caixa de isopor com gelo para o transporte. Os sacos plasticos precisam estar
devidamente identificados e selados (para que nao ocorra hidratacao e nem desidratagao
do tecido).

Exemplo de nomenclatura para as patas armazenadas em sacos plasticos: SIM (1°

animal, M - Macho), S2F (2° animal, F - Fémea), etc.

ETAPA 1II - Procedimento de dissecagao — LEBm:
1. Antes de comecar o processo de dissecagao é recomendado ligar o PCI, assim como
os micrometros digitais. Os micrémetros digitais devem ser ligados, por pelo menos, 30
minutos antes de iniciar a medigao (tempo necessério para o circuito interno do micrometro
ficar estéavel), assim como o PCI. Posteriormente liga-se a central de refrigeracao das garras
termoelétricas (chiller), o qual precisa estar com um fluxo entre 1200-2000 mL /min (foi
estipulado 1600 mL/min) e temperatura entre 5-10°C para que a fonte possa ser ligada
(foi estipulado 7,5°C), iniciando o congelamento do tecido que se encontra entre as garras.
2. Registrar a altura total das patas apos o corte (ponta da unha/dedo — até regiao do

corte, conforme Figura A.5) e horério inicial da dissecagdo. OBS.: anotar na folha de
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cada tendao também (Apéndice D).

Suino 01: Altura: (cm) Hora: (inicio)
Suino 02: Altura: (cm) Hora: (inicio)
Suino 03: Altura: (cm) Hora: (inicio)

Figura A.5 — Altura do corte (pata dianteira)

3. Realizar dissecagao (cortar a pele com bisturi e divulsionar a pele da pata até a
exposi¢ao inicial do tenddo do musculo extensor do dedo) expondo todos os tendoes
(primeiramente extensores e posteriormente os flexores).

4. Realizar uma incisao a 60mm de distancia da ponta do dedo do suino para o tendao
extensor (Figura A.6), retirando o peritendao (membrana que envolve o tendao) e qualquer

tecido que nao seja o proprio tendao (evitando a influéncia destes nas medigoes do tendao).
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Figura A.6 — Incisao a 60mm para o tendao extensor

5. Retirar o tendao extensor marcando a extremidade proxima ao dedo com um pouco
de toner.

6. Enrolar o tendao extensor em gaze umidificada (em solugao salina), colocé-lo em um
saco (tipo ziplock) e manté-lo resfriado durante a extragao do tendao flexor.

7. Realizar uma incisao a 20mm de distancia da ponta do dedo para o tendao flexor

(Figura A.7), seguindo o mesmo procedimento utilizado para o tendao extensor.

Figura A.7 — Incisao a 20mm para o tendao flexor

8. Retirar o tendao flexor marcando a extremidade proxima ao dedo com um pouco de
toner.

9. Enrolar o tendao flexor em gaze umidificada (em solugao salina), colocé-lo em um saco
(tipo ziplock) e manté-lo resfriado durante o ensaio do tendao extensor. Armazenar o

restante da pata em um saco plastico (tipo ziploc) devidamente etiquetado, juntamente
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com as outras patas na caixa de isopor com gelo (ou na geladeira).

10. Pegar o tendao a ser ensaiado (tendao extensor do dedo) e medir o comprimento
total, conforme Figura A.8. OBS.: anotar na folha de cada tendao também (Apéndice
D).

Comprimento total do tendao (cm)

Figura A.8 — Comprimento total do tendao extensor.

11. Realizar 4 cortes no tendao, com bisturi, sendo dois cortes de 5mm, um corte de
Imm (DSC) e um corte de 3mm (para liofilizagdo). Lavando cada corte em solugao
salina. OBS.: a sequéncia de cortes deve ser a mesma para todos os tendoes, permitindo
assim que a mesma regiao dos tendoes, de diferentes individuos, possa ser comparada.
12. Colocar a amostra que serd analisada em microscopia de luz em cassetes histologicos
(Figura A.9a) devidamente identificados.

Exemplo de nomenclatura para o tendao extensor da primeira pata: SITE (S1 -
1° animal, TE — tendao extensor).
13. Colocar o cassete histologico dentro do recipiente de vidro contendo o fixador apro-
priado para microscopia de luz (formalina 10% em tampao fosfato). O cassete deve estar
identificado (escrito a lapis), assim como uma etiqueta dentro do cassete deve ser colocada
(papel branco escrito a lapis). Registrar data e hora, inclusive na etiqueta do frasco.

Data: Hora:

Exemplo de nomenclatura para o recipiente contendo o corte do tendao extensor para
microscopia de luz: SITE (S1 - 1° animal, TE - tendao extensor).
14. Colocar as amostras que serao analisadas em microscopia eletrénica de varredura no

recipiente de vidro, contendo o fixador apropriado (glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato),
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devidamente identificado. Registrar data e hora, inclusive na etiqueta do frasco. OBS.: a
amostra sera cortada em dois pedagos apés a fixagao para visualizar longitudinalmente a
estrutura interna do tendao.

Data: Hora:

Exemplo de nomenclatura para o recipiente contendo os cortes do tendao extensor para
microscopia eletronica de varredura: SITE (S1 - 1° animal, TE — tendao extensor).

15. Colocar as amostras que serao analisadas no liofilizador em eppendorfs (Figura A.9b)
devidamente etiquetados. Esses eppendorfs serao mantidos resfriados até o momento da

pesagem, que ocorrera apds 0s ensaios mecanicos.

(a) Cassetes histologicos (b) Eppendorfs

Figura A.9 — Recipientes

16. Colocar as amostras que serao analisadas no DSC em eppendorfs devidamente eti-
quetados. Esses eppendorfs serao mantidos resfriados até o momento da pesagem, que
ocorrera ap0s oS ensaios mecanicos.

17. O processamento das amostras, para as analises histologicas, segue o protocolo dis-
ponivel no apéndice B (protocolo para microscopia de luz) e no apéndice C (protocolo
para microscopia eletrénica de varredura). A liofilizacao e o DSC seguem a metodologia

explicada ao longo do texto, no Apéndice D encontram-se alguns detalhes.

ETAPA 1III — Ensaio Mecanico — Preparacao das amostras:
1. Medir e registrar o comprimento do tendao. Considerar somente o comprimento do
tenddo que serad analisado no ensaio mecénico (comprimento que sobrou do tendao apos

fazer a separac@o para as analises histologicas).
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Comprimento tendao (mm):

2. Prender a extremidade da amostra marcada com toner utilizando uma linha fina de
aproximadamente 30cm, sendo que a amostra deve ficar centralizada em relacao a linha
(Figura A.10). Desta forma a amostra podera ficar suspensa somente através da linha, o

que ajuda a centralizar a amostra nas garras.

Figura A.10 — Amostra presa por linha.

3. Elevar a amostra através das extremidades da linha. Fixar o tendao nas garras
termoelétricas’ (Figura A.11). Respeitar a distancia minima entre garras e a distancia
minima da amostra dentro da garra!?. Foi estipulada uma distancia entre garras fixa de

35mm.

Figura A.11 — Garras termoelétricas

(11) As amostras devem ser “apertadas” levemente, ou seja, até que as faces da garra tenham um contato firme
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com a espécime. Segundo o manual das garras o aperto final (mais forte) deve ser realizado ap6s a amostra
congelar. Deixar o maximo possivel de amostra nas garras para evitar escorregamento (até o segundo dente).
Entre um ensaio e outro é necessario secar as garras, devido a condensagao de agua.

(12) O comprimento minimo da amostra deve ser de 25mm (segundo o manual das garras), sendo que o compri-
mento minimo da amostra dentro de cada garra é de 10mm, portanto o comprimento util seria de 15mm. Para
que se possa ter um comprimento util maior foi estipulado um comprimento minimo de 35mm (com este valor a
garra superior nao causa interferéncia nos micrometros).

6. Conferir se a temperatura do chiller (Figura A.12) chegou em 7,5°C e se o fluxo estéa
em 1600ml/min (Figura A.12) e ligar a fonte (da garra termoelétrica) para dar inicio ao
congelamento das extremidades do tecido. OBS.: A fonte deve estar em 10V e 6,6A e
segundo o protocolo para o presente estudo deve-se esperar 3 minutos para que a garra

congele as extremidades do tendao.

Figura A.12 — Chiller e medidor de fluxo

7. Realizar o aperto final das garras (mais forte) apos a amostra estar com as extremidades
congeladas.

8. Comegar o ensaio.

ETAPA 1V - Ensaio Mecanico — Procedimento para realizagao do teste:
1. Utilizar célula de carga de 500N (50kg).
2. Realizar uma pré-carga de 0,5N, verificando os valores dos didmetros. A velocidade
para a pré-carga sera de 0,1%/s.

3. Ainda durante a pré-carga, realizar a medigao da temperatura (através de um pirémetro
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infravermelho laser) da amostra na regiao central do tendao, sendo esta a mesma para os
larers.

4. Apobs a pré-carga, iniciar o ensaio de medicao dos micrometros.

5. Realizar 10 ciclos de pré-condicionamento, com amplitude de 0,1N até 10N, utilizando
a mesma velocidade da pré-carga.

6. Realizar a sincronizagao (causar uma interferéncia na medi¢ao do didmetro e na me-
digdo da méaquina ao mesmo tempo) das medigoes do ensaio mecanico no tltimo ciclo do
pré-condicionamento, nao perturbando a curva monotonica.

7. Apos o pré-condicionamento, realizar o ensaio quase-estatico aplicando carregamento
por controle de deslocamento com velocidade de 0,1%/s, até o rompimento da amostra.
A velocidade serd a mesma para todas as amostras, ja que a distancia entre garras foi

fixada em 35mm.

ETAPA IV — Tendoes flexores
Repetir as etapas II (a partir do item 10), 11T e IV para os tendoes flexores.

Consideracgoes Finais:

- O total de patas ficou definido em doze;
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APENDICE B — Protocolo Microscopia de Luz e Luz Polarizada

1. Limpar as amostras em solucao salina e coloca-las em cassetes devidamente
etiquetados. Obs.: nao comprimir o material a ser fixado com pin¢a ou qualquer outro
instrumental, pois a for¢a imprimida pode causar distor¢ao da estrutura tecidual.

2. Transferir os cassetes contendo as amostras para o recipiente com formalina
10% em tampao fosfato de sodio 0,1M, fixando as amostras — 24h.

3. Lavar as amostras em tampao fosfato de s6dio 0,1M (3x) — 30 min cada.

4. Lavar as amostras em agua destilada (1x) — 1hr, antes de iniciar a desidratagao.

5. Desidratar as amostras em &lcool etilico 70% (3x — 10 min), 95% (1x — 20 min)
e 100% (1x — 20 min e 1x — 30 min). OBS.: se for necessario parar o processamento,
deixar em &lcool 70%, por alguns dias no maximo.

6. Diafanizar as amostras em xilol I (puro) (1x — 1 h) e xilol II (puro) (1x — 30
min).

7. Incluir as amostras em parafina I (1x), parafina II (1x), parafina III (1x) -1
hora cada. OBS.: o tempo na parafina III geralmente é maior, ficando até o dia seguinte.

8. Realizar um corte ao longo do tendao (corte longitudinal) na parte central do
tecido, expondo a parte interna o tendao. OBS.: utilizar uma lamina de bisturi (nova) ou
navalha (nova) para o corte.

9. Emblocar as amostras, ou seja, colocar parafina no molde de metal e entao
posicionar a amostra de acordo com o corte que se pretende realizar. OBS.: pretende-se
visualizar a parte interna do tendao partindo-se do meio.

10. Esperar o endurecimento dos blocos de parafina — 24-48 horas.

11. Realizar os cortes com espessura de 2u (HE e orceina) e 5u (picrosirius red)
utilizando o micrétomo.

12. Pegar a fita e colocar em agua aquecida a aproximadamente 45°C.

13. Pegar o corte desejado com a lamina. OBS.: etiquetar as laminas antes de
pegar o corte, conforme nomenclatura ja utilizada.

14. Colocar as laminas em estufa com temperatura de 40°C, por 24h.

15. Realizar a coloracao das laminas. Cada coloragao possui o proprio protocolo
a ser seguido. As coloragoes pretendidas sao: picrossirius red, orceina, hematoxilina e

eosina (HE).



16. Montagem da lamina com laminula.

96
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APENDICE C — Protocolo Microscopia Eletronica de Varredura

1. Limpar as amostras em solucao salina e colocé-las em vidros devidamente
identificado.

2. Adicionar cerca de 2ml de glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato de sédio 0,1M,
fixando as amostras — 24h.

3. Cortar a amostra para visualizagdo da estrutura interna (com uma lamina de
bisturi nova).

4. Lavar as amostras em tampao fosfato de s6dio 0,1M (3x) — 10 min cada.

5. Pos-fixagdo em tetroxido de 6smio (OsO4 a 1%) em tampao fosfato de sédio
0,1M, duragao de 2 horas em temperatura ambiente.

6. Lavar as amostras em tampao fosfato de sddio 0,1M ou em &gua destilada (3x)
— 10 min cada.

7. Desidratar o tecido em éalcool 70% (2x — 10 min), 95% (1x — 10 min) e 100%
(Ix — 20 min e 1x — 30 min).

8. Transferir as amostras para a cAmara de ponto critico, realizando a secagem de
cada amostra.

9. Montar a amostra em “stub” apropriado com a utilizagao de cola condutiva de

prata e aplicar o revestimento metalico.



APENDICE D —

Medidas para Cada Tendao

(ponta do dedo até regido do corte)

DATA:
DADOS DO SUINO - SEXO: PESO: HR ABATE:
SUINO: TENDAO:
MEDIDAS DO TENDAO
Horarioda dissecagdo: Inicio: Fim:
Altura total da pata Altura (mm):

Distancia entre a incisdo no tenddo e a ponta
do dedo

Distancia (mm):

( )60mm - extensor ( )20mm - flexor

Comprimento total do tenddo

distancia (mm):

Comprimento dos cortes para microscopia de
luz, microscopia eletronica e liofilizagdo

Liofilizagdo (mm): +3mm

DSC (mm): +1mm
M. de Luz (mm): +5mm
M. Eletronica (mm): +5mm

Comprimento do tenddo apds os cortes

Comprimento (mm):

obs: minimo 55mm

Didmetro dos lasers na pré-carga:

Medida aparelho laserl (mm):

Medida aparelho laser2 (mm):

Temperatura amostra inicio do ensaio

Temperatura superior (°C):

Temperatura central (°C):

Temperatura inferior (°C):

Temperatura amostra final do ensaio

Temperatura superior (°C):

Temperatura central (°C):

Temperatura inferior (°C):

Liofilizagdo

Pesos da amostra para liofilizagdo (LEBm) e
horério que o eppendorf foi para o freezer
(-22°C)

Peso eppendorf (mg):

Peso tenddo (mg):

Peso eppendorf + tenddo (mg):

Horario:

foi p/ o congelador

DSC

Pesos da amostra para DSC e
horario que o eppendorf foi para a geladeira
(4°c)

Peso eppendorf (mg) - LEBm:

Peso tenddo (mg) - LEBm:

Peso eppendorf + tenddo (mg) - LEBm:

Horario:

foi p/ o geladeira
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Continuacgao protocolo DSC

DATA:

Horério de inicio

Horario:

Peso do tenddo antes do banho em solugdo
salina

Peso (mg):

Banho em solugdo fisioldgica durante 1 hora

Hordrio inicio:

(temperatura ambiente)

Horario fim:

N3o esquecer de s

ecar a amostra entre estes passos

Peso da amostra apds o banho

Peso (mg):

Peso da amostra apds corta-la

Peso (mg):

entre 6 e 8mg

Pesos da panelinha e tampa utilizados na

Peso panelinha + tampa (mg):

andlise (EQA)

Peso panelinha + tampa + tenddo (mg):

Andlise DSC

Hordrio inicio:

Horario fim:

Peso da amostra + panelinha

Peso (mg) - EQA:

(logo apds analise)

Peso (mg) - LEBm:

Peso da amostra + panelinha
(antes de ir para a estufa)

Peso (mg) - LEBm:

Estufa por 24horas (1102C)

Hordrio inicio: Data:

OBS: a panelinha tem que estar perfurada

Horario fim: Data:

Peso da amostra + panelinha (apds estufa)

Peso (mg) - LEBm:

Continuacdo protocolo Liofilizador

DATA:

Se descongelar no caminho colocar no congelador por algumas horas

Liofilizador por 24hrs

Hordrio inicio:

OBS: eppendorf com parafilm perfurado

Horario fim:

Peso eppendorf (mg):

Peso do tenddo apds ir para o liofilizador
(LEBm)

Peso tenddo (mg):

Peso eppendorf + tenddo (mg):
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APENDICE E — Modelo Material

No presente apéndice sera apresentado um modelo acomodado na estrutura varia-
cional, o qual inclui a contribuicao das fibras e é capaz de considerar aspectos individuais
do tecido. Maiores detalhes sobre a estrutura variacional podem ser obtidos em Vassoler
et al.,; 2012 e em Munoz-Rojas, 2016. Este modelo pode ser utilizado para dar continui-

dade neste trabalho, usando técnicas estatisticas de regressao nao linear.

E.1 Modelos Variacionais para Tecidos Biologicos

Alguns tecidos biologicos sao considerados anisotropicos devido a presenca de fi-
bras em sua constituicao, é o caso das artérias, dos tendoes e dos ligamentos. Estes tecidos
geralmente sdo modelados como compositos [Holzapfel et al., 2000, Ehret e Itskov, 2009,
Vassoler et al., 2012, sendo formados por fibras inseridas em uma matriz isotropica re-
presentada pela substancia fundamental.

Através da estrutura variacional, pode-se incluir o comportamento das fibras por
meio de uma decomposigao aditiva no potencial incremental [Vassoler et al., 2012], ou

seja,

U =0, + U, (E.1)

onde W;, ¢ o potencial incremental isotrépico e Wy ¢ a contribuicao desacoplada das
fibras. Neste contexto a energia livre W também pode ser separada aditivamente em
uma contribuicao desviadora proveniente da matriz isotropica Wi,, uma contribuicao

desviadora proveniente da fibra Wy e uma contribuicao puramente volumétrica U:

W = I/Viso + Wf + U (EQ)

tal que
Wiso =@+ ()0?\7 (E3)
Wy =5+ ¢} (E.4)

onde N representa o ntiimero de bragos de Maxwell. Para representar o comportamento

dissipativo, assume-se a existéncia dos potenciais pseudo-dissipativos ¥x e ¢¢. O modelo
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reologico que representa esta decomposicao de contribuicoes, pode ser visualizado na

Figura E.1.

o v
Contribuicao
M— > isotrépica
N bragos ) viscoelastica
de Maxwell o Y
V V¥V V.V 3] —

1 |
14 i
Contribuicado
das fibras
1 I

Figura E.1 — Modelo Reolégico

Na Figura E.1 a contribuigao isotropica e a contribuicao das fibras sao conectadas
em paralelo, reagindo independentemente uma da outra para a mesma deformacao total.
onde cada braco do modelo representa uma contribuicao aditiva no potencial total.

Os modelos mencionados aqui realizam a decomposi¢ao comumente empregada na
energia de deformagao, ou seja, contribuicao volumétrica e isocoérica. Por isso o gradiente

de deformacao F é decomposto multiplicativamente em duas partes, uma isocérica

F=J3F (E.5)

e outra volumétrica

J = det(F) (E.6)

O tensor isocérico F é também decomposto multiplicativamente em contribuigoes

elasticas F¢ e inelésticas F?, entao:

F = F°F’; C =F"F; C® = FTFe (E.7)

onde C e C¢ sdo os tensores de Cauchy-Green isocoricos a direita, total e elastico. Estes
tensores podem ser decompostos em termos de quantidade espectral [Fancello et al., 2006],

ou seja,
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3 3
~ § : . ~e 2 : exne.
C = CiEi, Ce = CiEi7 (ES)
i=1 i=1
onde ¢; e cf sao autovalores e E; e Ef sao as autoprojegoes correspondentes.

A evolucgao da variavel interna F depende do tensor de alongamento viscoso DV

) 3
D' = sym (F”F”*) =Y oMy (E.9)
i=1

K3 3

sendo d; e MY os autovalores e as autoprojegoes de DV. A Equagao E.9 representa a
decomposicao espectral de D"

A contribuicao de energia da fibra depende da sua orientacao, ou seja, depende
tanto do tensor de Cauchy-Green a direita C quanto do tensor estrutural Ay = a¢ ® ag,
sendo ag um vetor unitario que define a orientacao da fibra na configuracao de referéncia.

Através da Figura E.2 a dependéncia da diregao das fibras é exemplificada.

af

Fibras na
direcao ay

Figura E.2 — Direcao das fibras

A dependéncia da direcao das fibras pode ser vinculada com o pseudo-invariante

1, |[Holzapfel, 2000]

]4(6,Af) :Af :(AJ:af-(AJ-af:)\?c (ElO)

A vinculagao relatada na Equacao E.10 permite a obtencao de uma expressao mais
simples, ou seja, dependente somente do alongamento da fibra A;.
O modelo reolégico para o potencial incremental W esta representado na Figura

E.3, que incorpora um braco elastico e um braco de Maxwell.
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Pr

Figura E.3 — Modelo reolégico para as fibras

O brago elastico comporta um potencial de energia reversivel (ndo dissipativo),
dependendo do alongamento total A¢, ja o braco de Maxwell abriga a decomposi¢ao mul-

tiplicativa

A = AGAY (E.11)

onde A} corresponde ao alongamento eldstico e A} representa o alongamento viscoso.
A taxa de deformacao viscosa da fibra, pode ser definida como
4= ﬁ (E.12)

r )\1} )

Utilizando o mapeamento exponencial [Weber e Anand, 1990] é possivel escrever

a evolucao incremental do alongamento viscoso, ou seja,
v v v —1 v

Utilizando logaritmo natural, chega-se em

1 A%
&b = —Ip | Zlner .14
T AL n( N ) (E.14)

Assumindo que as varidveis cinematicas definidas anteriormente possuem depen-

déncia da energia livre W, entao,

W (F, ', Q) = Wi,(C, Ce) + Wy (C, Ay) (E.15)

tal que
Wiso(C, C?) = (C) + ¢5(C) (E.16)
Wi(C,Af) = ¢r(Af) + ¢5(A5) (E.17)
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Os potenciais elasticos ¢ e ¢° sao fungoes da deformacgao total Ceda deformagao
elastica Cf\, do N-éssimo braco de Maxwell, respectivamente. Assumindo que o com-
portamento volumétrico, dos modelos materiais, é reversivel (elastico), pode-se utilizar a

seguinte expressao para a energia de deformagao volumétrica U,

() = %((J— )2 (E.18)

A Equagao E.18 pode ser utilizada para simular incompressibilidade em analises de
elementos finitos quando o parametro K é considerado um fator de penalidade (K — o).
Finalmente, o pseudo-potencial dissipativo da parte isotropica vy é agora explici-
tamente depentende da variavel interna de taxa DY, do N-éssimo brago de Maxwell, isto
¢, Yy (DY) e o pseudo-potencial dissipativo da contribuicdo de fibra ¢y é dependente da

taxa de deformagio viscosa da fibra d}, isto ¢, ¥(d%).

E.1.1 Inclusao de Parametros Individuais

Para que a sensibilidade parametros individuais possa ser incluida dentro da formu-
lacao apresentada, os potenciais de energia devem depender destes parametros. Existem
muitas possibilidades de incorporar esta dependéncia. Baseando-se na resposta feno-
menologica e na estrutura termodinamica, é coerente assumir que estes atuem sobre os
potenciais de energia livre W, e/ou Wy, que estao diretamente associados a energia de
deformagao desta familia de modelos. Visto que os principais componentes estruturais de
um tendao sao as fibras de colageno, que por sua vez tem sua contribuicao contabilizada
pelas energias ¢y e ¢}, pode-se assumir que a dependéncia de um parametro individual
[ possa ser incorporado nesta funcao.

Neste trabalho propoe-se o uso de um potencial construido da seguinte forma:

or = 9(B)@r(Ap); (E.19)

tal que este possa utilizar os classicos modelos hipereléasticos para fibras que sao definidos
por potenciais do tipo @f(Af), como o potencial de Holzapfel et al., 2000. Neste caso, os
parametros individuais sao tomados como parametros externos.

A proposta do uso de uma funcao g, que modifica uma relagao constitutiva, baseia-
se em modelos encontrados em literatura, que usam de func¢oes para incorporar determi-

nadas caracteristicas na sua resposta fenomenologica. Por exemplo, em Avalle et al., 2007,
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é descrita uma formulacao de modelo fenomenolégico onde as propriedades das espumas,
descritas como solidos celulares, estao diretamente ligadas aos parametros externos do
modelo, resultando na dependéncia do modelo em relacao a densidade inicial do material.
Este traz uma nova formulacao e apresenta outros modelos que fazem uso de fungoes para
considerar a dependéncia de parametros (iniciais) do material, como o modelo de Gibson
modificado e o modelo de Rush [Avalle et al., 2007]. Ainda neste contexto, pode-se citar
as relagoes constitutivas utilizadas para ativagao de musculos esqueléticos, que fazem uso
de uma funcao de ativacdo que depende do alongamento do musculo (sarcomero). Esta
funcao, que é definida através de parametros de material, é a principal responsavel por
incorporar a resposta do musculo ativado [Ehret et al., 2011].

Assim, por exemplo, pode-se partir de uma fungao generalizada, dependente dos
parametros individuais (ou combinagoes de parametros), capaz de representar diversas

respostas fenomenologicas:

9(B) = pup* (E.20)

onde i e o sao parametros de material e § representa os parametros individuais do tecido a
ser estudado. Assim, tem-se dois parametros de materiais para cada parametro individual
(ou combinagao).

Neste caso, seguindo o exemplo de utilizacao de uma funcao g deste tipo, trés
parametros individuais poderiam ser considerados: A (% de colageno), B (diametro das
fibrilas) e C (ondulagao das fibras). Considerando que na andlise estatistica todos os
parametros tem significAncia estatistica, assim como suas combinagoes (multiplicativas -

lineares), (3 seria representado pelos seus componentes da seguinte forma:
{8} = { A B; C; AB; AC; BC; ABC }

A fungao g(B) seria dada entao por:

9(B) = mA 4 paBY? + p3C + g AB* + 15 AC
+ MﬁBCaG + M7ABCQ7

(E.21)

Através da Equacao E.21 todos os parametros e interagoes considerados relevantes
podem ser incluidos. Deve-se destacar que espera-se considerar apenas os parametros

de maior significancia estatistica, reduzindo muito o niimero de parametros frente a este
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exemplo.
A fungao ¢(f) proposta depende de (3, o que confere uma maior capacidade de

representagao do comportamento do tecido.

E.1.2 Potencial incremental considerando parametros individuais

Visto que nao ha modificacao da contribuicao isotropica do modelo, a solugao do
potencial incremental W, remete a solugao apresentada em Fancello et al., 2006. Assim,
mais detalhes podem ser buscados no trabalho original.

Além disso, a contribuicao isotropica no comportamento mecanico é conhecida por
ser muito menor que a contribuigdo da fibra [Vassoler et al., 2012]. O estudo de Daly
e Odland, 1979, relatou que a pele humana pode ser modelada por um modelo eléstico
e quase linear com um valor de médulo de Young quase 100 vezes menor do que uma
borracha macia. Portanto, a contribuicao isotropica pode ser modelada também com
valores pequenos e constantes para o material, assim como realizado em Vassoler et al.,
2012.

Portanto, o modelo estendido necessita apenas do sistema de equacoes para solucao
da contribuigao da fibra W;. Seguindo argumentos analogos aos utilizados em Fancello
et al., 2006, e Vassoler et al., 2012, e utilizando a fungao g() pode-se definir o potencial

incremental como

Vi = Apr(Arn) + min{AF(A%, (A7) + At (d(AF, )} (E.22)

Ffn+1

onde os potenciais elasticos apresentam a dependéncia dos parametros individuais pela
fungao g(B), tal que
(E.23)

onde

Apr =g(B)Pr(Arn) — 9(B)2;(As,)
Aps = g(B)P5(AS,.,) — 9(B)P}(AS)

A condicao de estacionariedade do problema de extremizagao apresentado na Equa-

(E.24)
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¢ao E.22, em relacao a /\}Hll, ¢ dado por

0
v 0 (E.25)

0v; _ 0(gB7r(0500) | 0% (d;(AD)
Xy O 0N}

Utilizando a regra da cadeia, obtém-se para o primeiro termo:

=0 (E.26)

09BN AN)) _ 99(B) N7, (. 05 (X7) 0X;
Ny Y aA;SOf(Ang(/B ) ONe DNy (E.27)
99(8) Ar _ 025 (A7) A
= —— s Pr(AY) —g(B ” - E.28
O segundo termo da Equagao E.26 fica
OYs(dy) _ Ouy(dy) 0d3 0y Oe(dy) 1 1 (B.29)
8)\7} ad? 8)\}’ 3)\7; (9d1ji X‘Ji At '
A condic¢ao de estacionariedade resulta entao
09(8) Ar _ 025(A7) As Ovr(dy) 1 1
_ e — A —_—— = E.
oxe D ) — I o e T A g A (E.30)

Podendo ser reescrita como

0g(B AD) A o e OB Ny OUp(dy)
_8—>\§)\_3)C§0f()‘f)_g(ﬁa/\f) o )\_}4‘ o =0 (E.31)

A Equagao E.31 pode ser resolvida através do método de Newton-Raphson, encontrando-

se o valor da varidvel interna A% . Com este valor é possivel avaliar Af,., € conse-
quentemente calcular a contribuicao de tensao da fibra, tensor tensao de Piola-Kirchhoff,

segundo:

a\ljf(cn—&-l; gn)
6Cn+1

Pn+1 - 2Fn+1 (ESQ)

1Ser4 omitido o subscript n + 1 nas operacdes mateméticas de minimizagao, porém todas as grandezas
sao avaliadas no tempo n + 1
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2
- a e
P, =F.1 4 J,3DEV {2( Py 9 )1 (E.33)
0C,1 0C,p
onde
9§ oo 1 1
P A (E.34)
0C,1 0N A% 2Mp, f
1
Qor _ O A, (E.35)

8Cn+1 B a)‘fn-H 2)\fn+l

A expressao para a matriz tangente (modulo tangente), util na implementagao do
modelo em métodos numéricos, é similar aos métodos usados em hiperelasticidade e pode
ser obtida de forma analitica, conforme apresentado em Munoz-Rojas, 2016.

Como pode ser observado, a formulacao empregada contempla a contribuicao vis-
cosa. Para considerar o material hiperelastico apenas sao necessérias simplificagoes, ou
seja, a parte viscosa vai deixar de atuar. Desta maneira optou-se por deixar a formulacao

mais genérica e abrangente.

E.1.3 Potenciais

Através da decomposicao espectral utilizada na representacao dos tensores, a for-
mulagao aqui empregada permite o uso de expressoes classicas comumente utilizadas em
modelos hiperelasticos. Citam-se os seguintes modelos:

Modelo de Hencky

vy ="y (e5) (E.36)

—

<

Modelo de Ogden

Urldy) = 3037 2 (lexp(e)” 1) (E37)

Modelo de Holzapfel

Pe(\5) = —{explha(J 75 (X5) — 1)%] — 1} (E.38)



E.1.4 Restricoes das fibras
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A presenca de fibra tem a caracteristica de ser nula para deformagoes compressivas

(ver Fig. E.4). Assim, os potenciais sao definidos tal que

k 2,0,
om { oi fexplka(J () =1 =1} Ay >0
0 Ar <0
Uy(dy) dj =0
wf<djz>:{ R
0 djc <0
+
A
Regiao R e
inicial v TP
o Il

AL

Regiao
de falha

Regiao
linear

Y

>
€

Figura E.4 — Direcao das fibras [adaptado de Frank et al., 1985|

(E.39)

(E.40)
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