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Objetivo Dados experimentais ultrassonograficos sugerem que o estresse oxidativo
desempenha um papel importante na patogénese das tendinopatias. No entanto, essa
hipétese permanece especulativa em humanos, dado que faltam dados clinicos para
comprova-la. Recentemente, uma nova metodologia permitiu quantificar o estresse
oxidativo in vivo medindo a concentragdo de hidroperéxidos de compostos orgdnicos,
que tem sido utilizada como um marcador relacionado ao estresse oxidativo em varias
condicoes patologicas e fisioldgicas. Dada a confiabilidade desse teste e a falta de
informacgdo em sujeitos com tendinopatias, o objetivo do presente estudo foi avaliar o
status de estresse oxidativo em jogadores profissionais de elite com e sem caracte-
risticas ultrassonograficas de dano tendinoso.

Métodos Em 73 jogadores de elite foram avaliados pardmetros metabélicos e o
estresse oxidativo foi medido por meio de um teste especifico (expresso como
unidades U-Carr). Por isso, foi realizada uma avaliacdo ultrassonografica dos tenddes
de Aquiles e patelar.

Resultados Nao foram observadas relagoes significativas entre parametros metabolicos
e biomarcadores de estresse oxidativo. Os tenddes de Aquiles e patelar mostraram um
padrao ecografico normal em 58 atletas, e anormalidades ultrassonograficas em 15. Os
atletas com alteracoes, em comparacao com aqueles com quadro normal, apresentaram
niveis significativamente mais elevados de U-Carr (p = 0,000), indice de massa corporal
(IMC) (p = 0,03) e eram mais velhos (p = 0,005). A diferenca nos valores de U-Carr entre os
sujeitos permaneceu significativa também apés ajuste por idade e IMC.

Conclusao Os resultados deste estudo corroboram a hipotese de que as substancias
oxidativas, também aumentadas a nivel sistémico e nao apenas a nivel local, podem
favorecer danos no tendao.

Nivel de Evidéncia IV (estudo piloto).

DOI https:/[doi.org/ © 2021. Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. All
10.1055/s-0040-1721364. rights reserved.
ISSN 0102-3616. This is an open access article published by Thieme under the terms of the

Creative Commons Attribution-NonDerivative-NonCommercial-License,
permitting copying and reproduction so long as the original work is given
appropriate credit. Contents may not be used for commercial purposes, or
adapted, remixed, transformed or built upon. (https://creativecommons.org/
licenses/by-nc-nd/4.0/)

Thieme Revinter Publicagbes Ltda., Rua do Matoso 170, Rio de
Janeiro, R], CEP 20270-135, Brazil


https://orcid.org/0000-0002-6668-8034
mailto:m.abate@unich.it
https://doi.org/10.1055/s-0040-1721364
https://doi.org/10.1055/s-0040-1721364

Estresse oxidativo e caracteristicas sonograficas do tendao anormal em jogadores de futebol de elite

Abstract
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Objective Ultrasound experimental data suggest that oxidative stress plays an
important role in the pathogenesis of tendinopathies. However, this hypothesis in
humans remains speculative given that clinical data are lacking to confirm it. Recently, a
new methodology has allowed to quantify the oxidative stress in vivo by measuring the
concentration of hydroperoxides of organic compounds, which have been utilized as an
oxidative stress-related marker in several pathologic and physiologic conditions. Given
the reliability of this test and the lack of information in subjects with tendinopathies,
the aim of the present study was to assess the oxidative stress status in elite
professional soccer players with and without ultrasonographic features of tendon
damage.

Methods In 73 elite players, blood metabolic parameters were evaluated and
oxidative stress was measured by means of a specific test (expressed as U-Carr units).
Therefore, an ultrasonographic evaluation of the Achilles and patellar tendons was
performed.

Results No significant relationships were observed between metabolic parameters
and oxidative stress biomarkers. The Achilles and patellar tendons showed a normal
echographic pattern in 58 athletes, and sonographic abnormalities in 15. The athletes
with ultrasonographic alterations, compared to those with normal US picture, showed
significantly higher levels of U-Carr (p=0.000), body mass index (BMI) values
(p=0.03) and were older (p=0.005). The difference in U-Carr values among the
subjects remained significant also after adjustment for age and BMI.

Conclusion The results of the present study support the hypothesis that oxidative
substances, also increased at systemic and not only at local level, may favor tendon

damage.
Level of Evidence

= patellar tendon
= ultrasonography

Introducao

Varios experimentos realizados em culturas celulares e
animais mostram que o estresse oxidativo (EO) desempenha
um papel importante na patogénese das tendinopatias.' De
fato, a sobrecarga mecanica estimula a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), que, em combina¢do com estilo
de vida e fatores hereditarios, influenciam a integridade do
tenddo e contribuem para a degenerag.ﬁo.2

No entanto, apesar das evidéncias experimentais, essa
hipétese em humanos permanece especulativa, dado que
faltam dados clinicos para comprova-la. Recentemente, uma
metodologia simples foi introduzida para avaliar as ERO no
sangue. O teste Diacron - metabdlitos reativos de oxigénio (d-
ROMs) pode quantificar o EO medindo a concentragdo de
hidroperéxidos de compostos organicos (lipidios, proteinas,
acidos nucleicos), e foi estabelecido como um marcador rela-
cionado ao EO na clinica.?

Por meio desse método, um aumento do EO foi demons-
trado em varias condi¢des patolégicas: insuficiéncia cardi-
aca, infarto agudo do miocardio, hipertensdo arterial, doenga
arterial periférica, insuficiéncia renal, eclampsia, artrite
reumatoide, osteoartrite do joelho, fibrose pulmonar, leuce-
mia linfatica crénica, hipotireoidismo, hipopituitarismo,
diabetes, dislipidemia, hiperuricemia, sindrome metabélica,
obesidade, bem como em situagdes fisiolégicas (envelheci-
mento, ciclo menstrual, menopausa, exercicio estéril).4~'?

IV (pilot study).

Dada a confiabilidade do teste d-ROMs e a falta de
informac¢do em sujeitos com tendinopatias, o objetivo do
presente estudo foi avaliar o status do EO em jogadores
profissionais de futebol de elite com e sem caracteristicas
ultrassonograficas de dano tendinoso.

Métodos

Este estudo piloto observacional foi realizado de acordo com
as normas éticas estabelecidas na Declaragdo de Helsinque
de 1964 e suas alteragbes posteriores; foi obtido consenti-
mento por escrito para a participa¢do de cada paciente. Pela
natureza do estudo, a aprovacdo do comité de ética institu-
cional ndo foi necessaria.?°

Jogadores de elite de futebol profissional (segunda divisao
italiana), inscritos durante duas temporadas agonisticas
consecutivas (2017-2018 e 2018-2019), participaram do
estudo.

Na linha de base, foram coletados dados demograficos e
antropométricos. A altura e o peso de cada participante
foram medidos e o indice de massa corporal (IMC) foi entao
calculado. Foram realizados exames sanguineos padrdo,
incluindo glicemia, colesterol total, colesterol de lipopro-
teina de alta densidade (HDL), triglicerideos, acido rico e
albumina. Amostras de sangue foram coletadas pela manha,
ap6s jejum noturno, pelo menos 2 dias ap6s um periodo de
evasdo de treinos ou jogos oficiais.
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0 teste d-ROMs foi realizado pelo Sistema Analitico Radical
Livre (Diacron, Grosseto, Italia), conforme relatado anterior-
mente.> Resumidamente, em uma pipeta, 25 uL da amostra de
soro foi misturado com uma solu¢do tamponada com acido
acético (pH 4.8), e substrato cromogénico foi adicionado a
mistura. A mistura foi entdo centrifugada e incubada no bloco
termostatico do sistema. A absorvéncia foi registrada em
505 nm. A medicdo é expressa em U Carr, onde 1 U Carr
corresponde a 0,08 mg/dl H,0, (peréxido de hidrogénio).

Portanto, os jogadores foram submetidos a uma avalia¢do
de ultrassonografia (US) e color Doppler (CD) de tenddes de
Aquiles e patelares, utilizando um transdutor linear de alta
resolucdo, multifrequéncia (6-15MHz) (MyLab 30 Gold,
Esaote, Genova, Italia). Seguindo o protocolo padrdo, foram
realizadas®' varreduras longitudinais e transversais de ambos
os tenddes. A presenca de espessamento hipo- ou hiperecoico
nao homogéneo, difuso ou focal, do tendéo, associado a perda
do padrao fibrilar normal e/ou irregularidade das margens
tendinosas, foi considerada como sinal de degeneragao.

De acordo com uma classificacdo arbitraria, mas adequada
para fins clinicos, com base nas anormalidades estruturais,
os tenddes foram entdo estratificados pela gravidade como
“leve” (uma area de ecotextura desorganizada, ou seja, area
ndo homogénea focal com perda de padrao fibrilar), “mode-
rada” (algumas areas de ecotextura desorganizada, ou seja,
danos hipo ou hiperecoicos ndo homogéneos com padrio
fibrilar alterado) e “grave” (ecotextura difusa e areas hipo ou
hiperecoicas com irregularidade de margens tendinosas e/ou
calcificagges).?!

A presenca de neovascularizagao foi investigada por meio de
CD e classificada como (0), (1+), (2+), (3+) segundo esti-
mativa semi-quantitativa do nimero de vasos. Quando
nenhum vaso era visivel, a estimativa era 0. Quando havia
um ou dois pequenos vasos, principalmente na parte anterior
do tendao, a estimativa era (41). Quando havia varios vasos
irregulares em todo o tend3o, a estimativa era (+2) para (+3). %
Para evitar artefatos, a sensibilidade foi otimizada para baixo
fluxo e o ganho foi definido logo abaixo do nivel de ruido.

Analise Estatistica

Utilizando-se o coeficiente de correlagdo de Pearson, foi
avaliada a relagdo entre as unidades U Carr e as variaveis
antropomeétricas e bioquimicas. Portanto, os sujeitos foram
divididos em dois grupos (com e sem lesdes em USs) e
comparados. Os dados sdo relatados como média + desvio
padrdo. O teste t de Student de duas amostras foi utilizado
para comparar variaveis continuas, quando a distribuicdo
dos dados foi normal; o teste de soma da classificacdo de
Wilcoxon foi usado de outra forma. O nivel de significancia
foi determinado em p < 0,05.

Resultados

Setenta e trés jogadores foram incluidos no estudo. Dados
antropométricos e laboratoriais sio mostrados na = Tabela 1.
Nao foi observada relacdo significativa entre esses parame-
tros e os biomarcadores do EO. A avaliacao das USs dos
tenddes de Aquiles e patelares mostrou um padrdo ecogra-
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Tabela 1 Caracteristicas demograficas, antropométricas e
metabdlicas dos participantes

Média + DP Correlagao

com U-Carr

(valor de r)
Idade (anos) 25,3+5,1 0,1171
Altura (cm) 182,1+5,7 0,0451
Peso (kg) 75,1£5,2 0,0317
IMC 22,6+1,2 0,1004
Glicemia (mg/dL) 76,6 £9,5 0,0291
Acido drico (mg/dL) 5,5+0,7 0,0738
Total de colesterol 173,1+26,8 0,1178
(mg/dL)
Colesterol HDL (mg/dL) 55,7 +11,1 0,1295
Triglicerideos (mg/dL) 83,7 +46,5 0,0819
Albumina (g/dL) 45+2,3 0,0886
Estresse oxidativo 320,1 +67
(U-Carr)

Abreviaturas: DP, desvio padrdo; HDL, high-density lipoprotein; IMC,
indice de massa corporal.

fico normal em 58 atletas, e anormalidades ultrassonografi-
casem 15 (10 Aquiles e 5 patelares [9 leves e 6 moderados]).

Neovasos foram encontrados em 4 atletas (grau 1 em 3
jogadores, grau 2 em 1). Desses 15 individuos, 4 sofreram de
tendinopatia anteriormente, mas foram completamente
curados ap6s tratamentos conservadores.

Conforme mostrado na =Tabela 2, os atletas com lesdes
em USs, em compara¢do com aqueles com quadro normal na
US, eram mais velhos (p=0,005) e apresentaram niveis
significativamente mais elevados de U Carr (p=0,000) e
valores de IMC (p = 0,03). A diferenca na U Carr permaneceu
significativa também ap6s ajuste por idade e IMC.

Discussao

Tendinopatias reconhecem varios fatores etiopatogenéticos.
Em particular, a sobrecarga mecanica, por meio do metabo-
lismo aumentado, hipertermia e isquemia repetitiva/reperfu-
sdo, pode expor os tenddes ao EO. Outra possibilidade é a de
que os tenddes sejam indiretamente influenciados por mudan-
¢as no metabolismo ERO em outros tecidos préximos, como no
exercicio dos musculos. De fato, os misculos em repouso
geram superoxido intracelular e extracelular, com a producdo
de ambos sendo aprimorada durante a contracio."-?? Por sua
vez, o EO, em combinacdo com estilo de vida e fatores
hereditarios, pode orquestrar a degeneracio do tendio.’
Varios experimentos realizados em animais e culturas celu-
lares apoiam a hipétese do EO. Ratos submetidos a lesdo da
janela patelar nas semanas p6s-operatérias 3 a 5 receberam trés
injecOes subcutaneas semanais de H,0, no tenddo. Na semana
6, espécimes foram colhidos para histologia. Em comparacao
com os controles que receberam soro fisiolégico, os ratos

© 2021. Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. All rights reserved.
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Tabela 2 Caracteristicas demograficas, antropométricas e

metabdlicas de jogadores com e sem alteragoes nos US

Alteracao Sem alteragoes | P
na US na US
Quantidade 15 58
Idade (anos) 28,6 £5,9 24,5+4,5 0,005
Altura (cm) 180,2+5,3 182,6 +£5,8 0,1
Peso (kg) 747+438 | 752+54 0,7
IMC 23,241 22,5+1,2 0,03
Glicemia 80,6 +8,1 75,6 £9,6 0,06
(mg/dL)
Acido trrico 5,846 5,54+7,6 0,1
(mg/dL)
Colesterol total | 183,94+:17,9 | 170 £ 28,2 0,08
(mg/dL)
HDL Colesterol | 56,54+ 13,5 55,5+10,5 0,7
(mg/dL)
Triglicerideos 95,2 +85,8 80,8 +29,7 0,2
(mg/dL)
Albumina 4,5+2,1 45+0,2 0,6
(g/dL)
Estresse 393 £65,5 301,3£53,5 0,000
oxidativo
(U-Carr)

Abreviaturas: HDL, high-density lipoprotein; IMC, indice de massa
corporal; US, ultrassonografia.
“p =idade e IMC ajustados.

tratados com H,0, apresentaram cicatrizagao do tenddo pre-
judicada e desenvolveram alteracdes tendinopaticas.?>

Guaraldo et al.** submeteram ratos jovens e velhos ao
exercicio de natacdo, e encontraram uma atividade de EO
aumentada, e ainda mais acentuada em animais velhos. Yuan
et al.,?> expondo fibroblastos do tend3o do manguito rotador
humano cultivados a H,0, para criar uma situagdo in vitro de
EO, observaram apoptose pronunciada, através de varias
vias, incluindo a liberacdo de citocromo-c de mitocdndrias
a citosol e a ativagdo de caspase-3.

Nos experimentos de Lee,%® as células-tronco derivadas do
tenddo foram expostas a danos oxidativos. O H,O, promoveu
apoptose, reprimiu a viabilidade e migracao das células supri-
midas, e inibiu a clonogenicidade; a pro-antocianina teve efeito
protetor, mediado por uma expressdo aumentada de subuni-
dade regulatéria de ligase glutamate-cisteia, hemoxigenase-1,
e NADPH: quinona oxidoreductase através da via de sinaliza-
¢do Nrf-2.27

Um estudo elegante de Chen et al.”® mostrou que o trata-
mento H,0, de células-tronco do tenddo humano resultou no
acamulo e perda de capacidade de autorrenovagao das ERO,
tronco celular e capacidade de diferenciagdo. A fome e o
inibidor mTOR aumentaram a atividade autofagica, reduziram
a geracdo de ERO e mantiveram a capacidade de autoconexdo,
hasteamento celular e a capacidade de diferenciacdo. Além
disso, esses efeitos protetores da fome e da rapamicina foram
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reduzidos pela inibi¢do da autofagia. Esses resultados indicam
que a autofagia protegeu as células-tronco do tenddao humano
contra danos induzidos pelo sistema através da supressdo do
acamulo de ERO.

Esses estudos apoiam a hip6tese de que o EO é deletério
para recrutamento celular e cura de tenddes, o que explica
por que a suplementacdo antioxidante em estagios iniciais é
benéfica.?’

Apesar das evidéncias experimentais, aplicar a hip6tese
do EO as tendinopatias clinicas permanece especulativo, uma
vez que faltam dados em humanos. O teste d-ROMs permite
quantificar o EO in vivo e tem sido usado com sucesso em
uma ampla gama de condi¢des patoldgicas e fisioldgicas:
insuficiéncia cardiaca, infarto agudo do miocardio, hiperten-
sdo arterial, doenca arterial periférica, insuficiéncia renal,
eclampsia, artrite reumatoide, osteoartrite do joelho, fibrose
pulmonar, leucemia linfatica cronica, diabetes, dislipidemia,
hiperuricemia, obesidade, sindrome metabdlica, hipotireoi-
dismo, hipopituitarismo, envelhecimento, ciclo menstrual e
menopausa.*'® Em relacdo a presente pesquisa, é impor-
tante observar que o aumento do EO foi encontrado durante o
exercicio extenuante.'31°

Nosso estudo é o primeiro, de nosso conhecimento, que
aborda a relagdo entre os transtornos dos sistemas operacional
e tendinoso em humanos. Em atletas pertencentes a uma
equipe profissional de futebol, descobrimos que o EO ndo
estava relacionado a idade nem a glicemia, colesterol total e
HDL, triglicerideos, acido arico e albumina. Embora a literatura
reporte aumento do EO em pessoas idosas'’-?% e em individuos
com niveis sanguineos aumentados de parametros metaboli-
cos,'2131% essa relagio ndo pode ser aplicada aos nossos
atletas, cujos parametros bioquimicos, de acordo com Tamae
et al.%? cairam em uma pequena gama de valores juvenis.

O principal achado do presente estudo foi a observacdo de
niveis mais elevados de EO em jogadores com anormalidades
ultrassonograficas no tenddo. Este resultado sustenta a
hipétese de que as substancias oxidativas, também aumen-
tadas a nivel sistémico e ndo apenas a nivel local, podem
favorecer danos no tenddo. A origem dos niveis de ERO
sanguineos aumentados permanece evasiva. Supomos que
0 uso excessivo atlético contribuiu para a produgdo de ERO,
uma vez que os atletas com anormalidades ultrassonografi-
cas eram mais velhos em compara¢do com aqueles com um
padrdo normal na US e, portanto, tinham submetido seus
misculos e tenddes a exercicios extenuantes por mais anos.
Neste quadro, poderiam ser incluidos os maiores valores do
IMC, devido ao aumento da carga nos tenddes inferiores dos
membros.? Alternativamente, pode-se supor que o EO possa
estar relacionado a um déficit de enzimas antioxidantes,
como dismutase de superdxido, glutationa peroxidase e
catalase.?® De fato, as ERO normalmente sio produzidas
por misculos e tenddes e desempenham um papel fisiol6-
gico (ou seja, sinalizacdo celular), mas quando ocorre um
desequilibrio entre os sistemas, seu nivel aumenta e elas
funcionam como agressores.

Considerando-se tudo, deve-se ressaltar que a observagao
das anormalidades dos US ndo significa em si uma patologia
clinica. De fato, essas lesdes ndo implicam um certo risco para
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futuras tendinopatias sintomadticas, podem permanecer
estaveis e, as vezes, podem regredir 4 normalidade.3°

Dada a presenca de varias limitacdes, a especulacdo acima
deve ser vista com critica e cautela, e os resultados devem ser
considerados preliminares. O tamanho da amostra era
pequeno e o desenho era transversal; como apenas os
homens foram incluidos, os resultados ndo podem necessa-
riamente ser extrapolados para as mulheres.

Aavaliag¢do das USs foi realizada por um tinico pesquisador e
isso pode ser um fator limitante porque ha um componente de
subjetividade inerente a metodologia das USs. No entanto,
todos os exames norte-americanos foram realizados por um
médico com 15 anos de experiéncia em metodologia ultras-
sonografica musculoesquelética. Assim, foi demonstrado que a
confiabilidade dos inter-observadores para a deteccio de
achados patolégicos tendinosos é excelente.??

Finalmente, e mais importante, ndo foi realizada a medi-
¢do dos niveis sanguineos de antioxidantes, e de marcadores
de EO que ndo d-ROMs.

Por essas razdes, o presente estudo deve ser considerado
piloto, o que, no entanto, abre caminho para uma pesquisa
mais aprofundada. Na verdade, ele precisa de confirmacdo de
um teste prospectivo em uma populacdo maior, medindo
marcadores adicionais, principalmente aqueles que explo-
ram o status antioxidante individual. Caso nossos resultados
sejam confirmados, sera possivel atingir um subconjunto de
individuos nos quais o EO desempenha um papel patogené-
tico na degeneracdo do tenddo. Além disso, seria interessante
avaliar se esses individuos poderiam se beneficiar de uma
suplementacdo antioxidante, cuja eficacia foi claramente
demonstrada em diferentes condicdes e em exercicios
extenuantes.’’

Conclusao

Os resultados do presente estudo corroboram a hipétese de
que as substancias oxidativas, também aumentadas a nivel
sistémico e ndo apenas a nivel local, podem favorecer danos
no tendao.

Nota

O presente trabalho foi desenvolvido no Delfino Training
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chimiche dello Sport, (Lanciano [Chieti]), Italia.
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