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RESUMO

Considerando que o tratamento com estatinas € favordvel em varios tipos de lesdes, este
trabalho investigou a influéncia da administracdo por via oral e da aplicacdo local de
sinvastatina no tenddo de Aquiles apds lesdo. Ratos Wistar foram tratados durante 7 e 21 dias
apds a tenotomia parcial e divididos nos seguintes grupos: N tenddo intacto; L7 e L; tendao
lesionado; SL; e SL,; tenddo lesionado tratado com administracdo local de esponja de
coldgeno embebida com solucdo de sinvastatina (2,2 mg/50ul); VL; e VL, tenddo lesionado
com administracdo local de esponja de coligeno embebida com solugdo aquosa de
carboximetilcelulose a 0,5% como veiculo; SO; e SO,; tendao lesionado tratado com
sinvastatina por via oral; VO; e VO, tendao lesionado tratado com carboximetilcelulose
0,5% por via oral. Foi realizado ELISA para interleucina 1 beta (IL-1B) 24h apds a lesdo e
fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-P). As andlises funcionais foram realizadas
pelo sistema de Catwalk. Para as andlises bioquimicas foi realizada zimografia para
metaloproteinases 2 € 9 (MMP-2 e MMP -9), western blotting para decorin, coldgeno I e Il e
dosagem de glicosaminoglicanos (GAGs). Para as andlises morfoldgicas, cortes de tenddes
foram corados com azul de tolouidina (AT) e a organizacdo dos feixes de coldgeno foi
analisada através da birrefringéncia. Para observar a ultraestrutura, os tenddes foram
analisados através de microscopia eletronica de transmissao. O grupo tratado com sinvastatina
por via oral exibiu menores concentragdes de IL-1P 24h ap6s a lesdo. O grupo SO7 apresentou
reducdo de TGF-B comparado ao grupo VO;. A marcha dos animais foi melhor nos grupos
SO7; e SO;;. Todos os grupos analisados em 7 e 21 dias apresentaram uma reducdo de
colagenos I e Il em relacdo ao grupo normal. Houve um aumento da MMP-2 ativa nos
grupos L7, VL7, VO7;, SO; e nos grupos L,; € SOz;. Ambas as isoformas de MMP-9 nos
grupos SO7 e SO, apresentaram valores semelhantes grupo normal. As fibras de coldgeno do
grupo SO,; exibiram uma melhor organizacdo e compactacdo quando comparados com o0s
demais grupos lesionados neste mesmo periodo. Nossos resultados sugerem que o tratamento
por via oral com sinvastatina foi benéfico na recuperacio da marcha dos animais, na
organizacdo das fibras de coldgeno e, além disso, parece exercer modulacao de IL-1B, TGF-
e da atividade de MMPs durante a cicatrizagdo do tenddo. Sendo assim, é possivel que a
sinvastatina administrada por via oral seja empregada como terapia apds uma ruptura de

tendao.



ABSTRACT

Treatment with statins has a positive effect on the healing of injuries of many different types
of tissue. In this context, the present study investigated the relative benefits of the oral
administration and local application of simvastatin to the Achilles tendon following partial
tenotomy. Wistar rats were treated for 7 and 21 days after partial tenotomy, and were assigned
to the following groups: N (intact tendon), L; and L;; injured tendon (no treatment); SL; and
SL,, injured tendon treated with local application of a collagen sponge soaked in simvastatin
(2.2 mg/50 pl); VL; and VL, injured tendon treated with local application of a collagen
sponge soaked in an aqueous solution of 0.5% carboxymethylcellulose (CMC) as vehicle;
SO7 and SO;; injured tendon treated by oral administration of simvastatin; VO; and VO
injured tendon treated by oral administration of 0.5% CMC. The interleukin 1 beta (IL-1p)
and transforming growth factor beta (TGF-) were analysed by ELISA. Functional analyses
were run in the Catwalk system. The biochemical analyses were zymography for
metalloproteases 2 and 9 (MMP-2 and MMP-9), western blotting for decorin, collagen I and
III, and the dosage of glycosaminoglycans (GAGs). In the morphological analyses, sections of
the tendon were stained with tolouidine blue (TB), and the organization of the collagen
bundles was analyzed by birefringence. For observing the ultrastructure, the tendons were
analyzed by transmission electron microscopy. The group treated orally with simvastatin
presented a lower concentration of IL-1f one day after the lesion. The SO; group presented a
reduction of TGF-f in comparison with VO;. The gait of the animals was better in the SO,
and SO, groups. All the groups analyzed at 7 and 21 days presented a reduction of collagen
(types I and III) in relation to the normal group. There was a increase in the active MMP-2
isoform in the L;, VL7, VO7, SO; groups, and in the L,; and SO,; groups. In the SO7 and SOy,
groups, the values recorded for both MMP-9 isoforms were similar to those of the normal
group. In addition, the collagen fibrils and fibers in the SO,; group were better organized in
comparison with the other injured groups after the same period of time. Our results indicate
that oral treatment with simvastatin was beneficial for the recovery of the gait of the animals
and the organization of the collagen fibers. Oral treatment with statins also appears to have a
modulating effect on IL-1B, TGF-B and the activity of the MMPs during tendon healing.
While further research is necessary, the oral administration of simvastatin appears to be a

potentially useful treatment for tendon injuries.
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1. INTRODUCAO

Apesar de ser o tenddao mais forte e resistente do organismo, o tenddo de Aquiles
também € o mais acometido por rupturas (ROSENZWEIG; AZAR, 2009), que ocorrem em
uma drea pouco vascularizada, localizada 2 a 5 centimetros acima de sua insercao (O’BRIEN,
2005). Frequentemente este tipo de lesdo ocorre durante atividades fisicas extenuantes, mas
fatores relacionados ao envelhecimento, mudangas estruturais, bioquimicas e biomecanicas
podem desempenhar um papel significante (KADER et al., 2005).

Com o avanco da idade, os tenddes gradualmente perdem sua elasticidade e
resisténcia. Em idosos e individuos que ndo se exercitam regularmente, hd perda de agua,
proteoglicanos, glicoproteinas, elastina, além de um retardo da atividade de tendcitos o que
pode causar um desequilibrio na matriz do tenddo e predispor rupturas (HAYEM, 2001). A
ruptura do tenddo de Aquiles tem uma maior prevaléncia entre homens (MOVIN et al., 2005).
Além disso, com grande parte da populacdo geral participando de atividades fisicas, as
injurias em tendoes t€ém aumentado, apresentando alta morbidade (JAMES et al., 2008).

As lesdes no tenddo podem ser incapacitantes, gerando dor, perda da produtividade no
trabalho, além de necessitar de tratamentos dispendiosos (THOMOPOULOQOS et al., 2015). O
reparo do tenddo € um processo lento e complicado, resultando em um tecido com
biomecanica inferior ao tecido saudavel (JAMES et al., 2008). Por esse motivo, pesquisadores
investigam diversos tratamentos visando acelerar o processo de reparo, de forma que o tendao
recupere sua integridade mecénica e também a homeostase de sua matriz extracelular.

Nos ultimos anos, estudos realizados com estatinas tém demonstrado beneficios na
recuperagdo de fraturas, aumentando a drea do calo Osseo e a resisténcia biomecanica
(SKOGLUND; ASPENBERG, 2007; WANG et al., 2007). H4 também relatos positivos do
uso de estatinas na cicatrizacdo de feridas, evidenciando seu efeito anti-inflamatorio,
imunomodulatério e angiogénico (REGO et al., 2007; TOKER et al., 2009; STOJADINOVIC
et al., 2010). Entretanto, existem poucos dados a respeito do uso de estatinas como agentes

terapéuticos no reparo de tendoes.

1.1 Anatomia do tendao de Aquiles

O tenddo de Aquiles (Figura 1) € constituido pela fusao das aponeuroses dos musculos

gastrocnémio (cabeca medial e lateral) e séleo que formam a parte posterior da perna


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thomopoulos%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25641114
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(panturrilha), possui ponto de inser¢dao no 0sso calcaneo e ocupa o terco inferior da perna

(JUNGE, et al., 1987).

Musculo

) Gastrocnémio
Triceps

Sural

(Panturrilha) 1 Misculo

Solear

Tendao Calcaneo
(Aquiles)

Figura 1. Esquema da anatomia do tenddo de Aquiles. Fonte: http://clinicaecirurgiadope.com.br/artigos/23

A regido de insercdo do tenddao com o osso é chamada de jungdo osteotendinea e é
caracterizada por uma transicdo gradual de tecido fibrocartilaginoso a 6sseo lamelar. Em
contrapartida, area de conex@o entre o tenddo e o misculo € denominada juncgdo
musculotendinea, sendo que durante a transmissdo da for¢a de contracdo do musculo para o
tenddo esta regidao € submetida a um grande estresse mecanico (O’BRIEN, 2005).

O suprimento de sangue para o tenddao se d4 pela juncdo musculotendinea onde os
vasos do perimisio ficam continuos com os fasciculos do tenddo (SHARMA; MAFFULLI,
2005); e pela jungdo osteotendinea e fica limitada no ponto de insercao do tendao (KADER et

al., 2005; KANNUS, 2000).

1.2 Estrutura do tendao

O coldgeno tipo I é o componente fibroso mais abundante no tendao. Em menor
propor¢do hd também o coldgeno tipo III que estd presente no endotentdo e no epitenddo

(KANNUS, 2000).


http://www.springerlink.com/content/?Author=Moira+O%e2%80%99Brien
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O coldgeno estd organizado em niveis crescentes de complexidade (Figura 2)
comecando a partir do tropocoldgeno, uma molécula em fita tripla helicoidal que se
polimeriza para formar as fibrilas de coldgeno que por sua vez vao se agregar e formar fibras
de coldgeno, visiveis ao microscopio de luz (SHARMA; MAFFULLI, 2005).

As fibras de coldgeno sdo agrupadas em feixes e circundadas por uma bainha de tecido
conjuntivo frouxo, denominada endotenddo que € continuo com o epitenddo, sendo que este
constitui a camada mais externa do tenddao. O endotenddo € composto por fibras de coldgeno
do tipo III que proporciona via de acesso para nervos, vasos sanguineos e vasos linfaticos
importante no aporte de nutrientes para os tendcitos. Cada feixe de fibras de coldgeno
circundado pelo endotenddo recebe o nome de fasciculo que € a unidade funcional basica do
tendao (KANNUS, 2000).

Os fasciculos sdo revestidos pelo epitenddao que contém fibras eldsticas e coldgenas
arranjadas irregularmente (RAISER, 2001). Este por sua vez, € revestido pelo paratendiao que
possui duas camadas: uma em contato direto com o epitenddo e outra superficial. Entre o
epitenddo e o paratendao encontra-se uma fina camada de fluido para permitir o movimento
do tendao com reducdo da friccao (KADER et al., 2005).

O arranjo do endotenddo, epitenddo e paratenddo proporciona minima resisténcia ao
movimento de deslizamento através dos tecidos adjacentes e € necessario que seja preservado

a fim de manter a funcdo do tendao (RAISER, 2001).
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Mol:‘:ula Fibrila de Fibra de Feixe de Feixe de Feixe de Tendiio
coldgenio colageno colageno fibras de fibras de fibras de
colageno colageno colageno
al Fasciculo Fasciculo Fasciculo
a2 primario secundario terciario
Endotendao
Fibroblasto Epitend'ao

A
A

A
A

-
-

1inm 100 nm 1-20 um 20-200 um 500 um

Figura 2. Estrutura hierdrquica do tendao. Modificado de LIU et al., 2008.

1.3 Componentes celulares do tendao e matriz extracelular

Os elementos celulares do tenddo sdo os tenoblastos, que possuem numerosas
organelas citoplasmdticas e maior atividade metabdlica, e tendcitos, que sdo células mais
maduras e com uma atividade metabdlica reduzida (SHARMA; MAFFULLI, 2005). Estas
células sdo finas e fusiformes, orientadas longitudinalmente entre as fibras de coldgeno,
desempenham o papel fundamental de manter a matriz extracelular e sintetizar o coldgeno que
constitui a unidade estrutural bésica do tendao (RAISER, 2001).

A matriz extracelular que constitui o tenddo possui dois componentes principais: os
elementos fibrosos: principalmente coldgenos tipos I e III e elastina que confere estabilidade e
elasticidade aos tenddes (KANNUS, 2000); e a substincia amorfa que é um meio de difusao
de nutrientes e gases consistindo de GAGs, proteoglicanos como decorin e agrecam,
glicoproteinas estruturais e dgua que corresponde em torno de 55% do peso do tendado e é

responsavel por facilitar o deslizamento e reduzir o atrito entre as fibras de coldgeno (JAMES
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et al., 2008). Os proteoglicanos sdo formados por um esqueleto proteico covalentemente
ligado a uma ou mais cadeias de GAGs e ao interagirem com moléculas de 4gua formam uma
estrutura tipo gel, agindo como um material de adesdo entre as microfibrilas de coldgeno
(DAHLGREN, 2007).

O componente fibroso mais importante do tendao € o coldgeno tipo I (JAMES et al.,
2008). Uma molécula de coldgeno € longa, rigida e apresenta uma fita tripla helicoidal, onde
trés cadeias polipeptidicas de coldgeno, duas cadeias a-1 e uma cadeia a-2, estdo enroladas
entre si (O’BRIEN, 2005). Cada cadeia possui uma sequéncia de aminodcido de glicina Gly-
X-Y, onde as posicdes X e Y geralmente sdo ocupadas por prolina e hidroxiprolina
respectivamente. A glicina, por ser o menor aminodcido, € o tnico capaz de ocupar a posi¢ao
axial da tripla hélice, de modo que qualquer outro aminodcido acarretard desorganizacio da
estrutura helicoidal (PIEZ; REDDI, 1984).

Em um tenddo normal hé equilibrio entre processos anabdlicos e catabdlicos. Para a
manutencdo da homeostasia da matriz extracelular dos tenddes existem dois grupos
importantes de enzimas: metaloproteinases (MMPs) e inibidores teciduais de
metaloproteinases (TIMPs) (DAHLGREN, 2007). MMPs sdao enzimas proteoliticas,
secretadas na forma de pré-enzimas, ativadas no meio extracelular, dependentes de zinco para
sua acdo. De acordo com o tipo de substrato, existem quatro grupos em que as MMPs estdo
distribuidas: colagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18) que degradam coldgeno
fibrilar; gelatinases (MMP-2 e MMP-9) que degradam fragmentos de colageno;
estromelisinas (MMP-3, MMP-10, MMP-11) que t€ém como seu substrato proteoglicanos,
fibronectina e coldgeno III, IV e V; e metaloproteinaes tipo membrana (MT-MMPs) (MMP-
14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24, MMP-25) que sdo enzimas ligadas na membrana
plasmética de células e estdo envolvidas principalmente no processo de migragcdo celular
(MAGRA; MAFULLLI, 2005).

A atividade das MMPs ¢ altamente controlada por clivagem extracelular da pré-
enzima e inibi¢do da enzima ativa pela TIMPs, que apresentam a capacidade de ligarem-se ao
sitio ativo das MMPs, inativando-as. Sendo assim, o equilibrio entre a atividade de MMPs e
TIMPs é fundamental para garantir um processo de remodelamento eficaz e também para

preservar a integridade da matriz extracelular (RILEY ez al., 2002).


http://www.springerlink.com/content/?Author=Moira+O%e2%80%99Brien
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1.4 Lesao e reparo do tendao

A etiologia da ruptura do tenddo de Aquiles é exaustivamente pesquisada, mas os
mecanismos exatos ainda permanecem desconhecidos (KADER et al., 2005). A cicatrizagcdo
do tendao é um processo lento, que leva de muitas semanas a varios meses (JAMES et al,,
2008). Apesar de remodelamento intensivo durante os meses seguintes a lesdo, a regeneragdo
completa do tendao nunca é alcancada (MAFFULLI; MOLLER, 2005).

Apd6s uma lesdo aguda, inicia-se o processo de reparo, o qual passa por trés fases
distintas, denominadas fases inflamatdria, proliferativa e de remodelamento que pode durar
muitos meses (HOPE; SAXBY, 2007, THOMOPOULOS et al., 2015). A fase inflamatodria
dura de 4 a 7 dias. As células inflamatdrias migram para o sitio da lesdo dentro de horas apds
o trauma (PLATT, 2005). Esta fase € caracterizada por infiltrados de eritrdcitos, neutréfilos,
macréfagos e plaquetas. Fatores vasoativos e quimiotdticos sdo liberados, aumentando a
permeabilidade vascular, dando inicio a angiogénese além de recrutar mais células
inflamatorias e estimular a proliferacio de tenocitos (SHARMA; MAFFULLI, 2005). A rede
de capilares é reestabelecida no local da reparacdo a fim de aumentar a irrigacdo no sitio da
lesdo, visto que a sintese de coldgeno € um processo altamente dependente de oxigénio
(HOPE; SAXBY, 2007).

A fase proliferativa ocorre entre o 7° e o 14° dia (PLATT, 2005). Esta fase de reparo é
caracterizada por atividade sintética profusa. Os tendcitos depositam uma matriz tempordria,
mecanicamente inferior, composta principalmente de coldgeno III (VOLETI et al., 2012).
Durante este periodo, proteinas ndo colagénicas e proteoglicanos também sdo sintetizados em
altas taxas (HOPE; SAXBY, 2007).

A fase de remodelamento acontece a partir do 14° dia, se prolonga por algumas
semanas e & caracterizada por um alinhamento, orientacdo e organizacdo das fibrilas de
coldgeno (THOMOPOULOS et al., 2015). O coldgeno do tipo III é substituido por coldgeno
do tipo I com mais cross-links e maior resisténcia a tracdo. Ainda nesta fase, o tecido
anteriormente com uma maior propor¢do de células, € substituido por um tecido
predominantemente fibroso (JAMES er al.,2008). A fase final de remodelamento é a
maturagdo onde ha um declinio gradual da vasculariza¢do do tenddo e também da atividade
sintética dos tendcitos. Ao mesmo tempo, ocorre um aumento constante da espessura dos
feixes de coldgeno, entretanto, vale ressaltar que as propriedades biomecanicas nao sao

totalmente recuperadas (HOPE; SAXBY, 2007; VOLETI et al., 2012).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thomopoulos%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25641114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thomopoulos%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25641114
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As MMPs sdo importantes reguladores do remodelamento da matriz extracelular
(SHARMA; MAFFULLI, 2005). Durante o processo de reparo do tenddo, hd um aumento da
atividade de MMPs que estd relacionado com a degradacdo de coldgeno desnaturado. Vdrias
enzimas compde o grupo das MMPs, sendo que a MMP-9 e MMP-13 apenas participam da
degradacdo de coldgeno, enquanto que a MMP-2, MMP-3 e MMP-14 participam da
degradacao e remodelamento do coldgeno (RILEY et al., 2002).

Uma lesdo no tenddo desencadeia uma resposta inflamatéria no local, envolvendo a
inducdo de muitas citocinas e fatores de crescimento. A interleucina 1-beta (IL-1B) ¢ uma
citocina pré-inflamatdria que tem sido implicada na dor e inflamacdo, seus niveis estdo
aumentados principalmente nos primeiros dias apds uma lesdo no tenddo. IL-1p estimula
mediadores inflamatorios como cicloxigenase, prostaglandinas e diversas MMPs, além de
inibir a produgdo de coldgeno I, o que pode acelerar a degradacdo da matriz extracelular,
fazendo com que ocorra uma perda na resisténcia do tenddo. (JAMES et al., 2008;
SCHULZE-TANZIL et al., 2011; KILLIAN et al., 2012)

O fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-beta) desempenha papéis
importantes na cicatrizacdo do tenddo, estimulando a producdo de matriz extracelular,
incluindo aumento na produgio de coldgeno I e III. E ativo também durante a inflamagdo e
tem uma variedade de efeitos, incluindo a regulacdo da migracdo e proliferacdo celular,
também tem sido implicado na patogénese da formacdo excessiva de cicatrizes. Existem trés
isoformas de TGF-$ (TGF-B1, -B2, -B3) sdo secretadas como precursores latentes inativos que
requerem ativacdo antes da ligacdo aos receptores de TGF- B (CHANG er al, 2000;
DOCHEVA et al., 2015).

O reparo do tenddo pode ainda vir acompanhado por complicacdes como adesdes e
fibrose. A adesdo € o principal problema clinico e ocorre quando hd uma perturbacdo na
bainha sinovial na hora da injiria ou no momento da cirurgia, facilitando a invasdo do sito da
lesdo por céluas do tecido ao redor (SHARMA; MAFFULLI, 2005). Consequentemente, ¢
observada uma incapacidade funcional, devido a perda do mecanismo de deslizamento. Para
prevenir a formacdo de aderéncias varias modalidades de tratamento tém sido exploradas, tais
como a modulacdo da resposta inflamatéria, emprego de fatores de crescimento que
promovem a cicatrizacao, agentes farmacoldgicos e a introducdo de barreiras mecanicas entre
o tenddo e o tecido de proliferacdo (VOLETI et al., 2012).

Considerando todos os eventos que ocorrem apds uma lesdo no tenddo, a dificuldade

na recuperacdo e as complicagdes que podem ocorrer durante este processo, se faz necessario
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buscar terapias mais efetivas que contribuam para o sucesso do reparo do tenddo. Em nosso
grupo de pesquisa ja sdo realizados diversos estudos que visam promover uma cicatrizagao
mais efetiva de tenddes lesionados, utilizando extratos de plantas, acupuntura, aplicacdo de
laser de baixa frequéncia (ALMEIDA et al., 2012; ARO et al., 2013, 2015; GUERRA et al.,
2013, 2014). No presente trabalho foi testado o uso de sinvastatina durante a cicatrizacdo do

tenddo.

1.5 Estatinas

1.5.1 Farmacologia

As estatinas sdo uma classe de medicamentos prescritos para reducdo de LDL-
colesterol, do inglé€s Low Density Lipoproteins que significa lipoproteinas de baixa densidade.
Os niveis plasmdticos elevados de LDL-colesterol sdo extremamente prejudiciais € aumentam
potencialmente o risco de infarto. Neste sentido, as estatinas demonstraram reduzir a
morbidade e mortalidade em pacientes com doencas cardiovasculares (SCHACHTER, 2004).

As estatinas atuam através de inibicdo enzimatica na via de sintese do colesterol. A 3-
hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA redutase) é uma enzima que catalisa a
conversdo da HMG-CoA a 4cido mevaldnico, precursor do colesterol. Por atuar na via de
biosintese do colesterol, a HMG-CoA redutase € alvo para a intervenc¢do farmacoldgica com
as estatinas. Em nivel celular, portanto, as estatinas inibem a conversao da HMG-CoA para
mevalonato e como conseqiiéncia, a sintese celular do colesterol. (MAGALHAES, 2005)

Devido a redugdo do colesterol intracelular ha um estimulo na membrana celular para
a producdo de LDL-receptores. Com o aumento do numero de receptores de LDL vai haver
uma maior capacidade, por parte das células, de captarem o LDL circulante e
consequentemente, de baixar os seus niveis plasmaticos (BERSOT, 2012).

Atualmente, sete estatinas estdo aprovadas para uso clinico: atorvastatina, fluvastatina,
lovastatina, pitavastatina, pravastatina, rosuvastatina e sinvastatina. A lovastatina e
sinvastatina sdo administradas como prd-farmacos e, sdao hidrolisadas no figado, sendo
convertida a forma hidroxidcida que possui atividade farmacoldgica. As demais estatinas sao
administradas na sua forma ativa (CAMPO; CARVALHO, 2007).

Mesmo sendo medicamentos bastante eficazes eles apresentam alguns efeitos
adversos. Os mais freqiientes (1 a 3% dos pacientes) sdo: dores abdominais, nauseas,

dispepsia, cefaléias dentre outros. Outros efeitos esporddicos sdo exantemas, reagdes de
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hipersensibilidade, perturbacdes do sono, trombocitopenia, leucopenia. Entretanto, efeitos
adversos mais graves podem ocorrer eventualmente e compreendem hepatotoxicidade e

miopatias que podem ser assintomaticas.

Embora a incidéncia de miopatias seja muito baixa (cerca de 0,01%) ela aumenta
proporcionalmente com as concentragdes plasmaticas de estatinas (OMAR et al., 2001). Mais
raramente uma elevacdo extrema de CPK (creatina fosfoquinase) pode ocorrer e estar
associada a rabdomidlise e a insuficiéncia renal (OMAR er al., 2001; GOODMAN;
GILMAN, 2006).

No Brasil a sinvastatina (Figura 3) estd elencada entre os medicamentos da Relacdo
Nacional de Medicamentos Essenciais (BRASIL, 2015), € parcialmente subsidiada pelo
governo e tem um custo bem pequeno para os usudrios do Programa Farmécia Popular do
Brasil (BRASIL, 2016). Em alguns municipios, a sinvastatina é fornecida de maneira
totalmente gratuita. Sendo assim, estas politicas publicas facilitam o acesso de toda populacdo

a este medicamento.

HaC™"

Figura 3. Estrutura molecular da sinvastatina. POLONINI ez al., 2010

1.5.2 Efeitos pleiotropicos

Estudos tém demonstrado e tornado evidente que muitos dos beneficios clinicos
associados com as estatinas sdo independentes da reducdo dos niveis de LDL-colesterol
(SUKHOVA et al., 2002; SCHONBECK ; LIBBY, 2004; GOTTO ; FARMER, 2003). Esses
efeitos, ditos pleiotropicos, t€ém sido estudados visando uma possivel utilizacdo destes
farmacos no tratamento de outras patologias (LIAO ; LAUFS, 2005) como hipertensao

arterial, (YANG et al., 2005), doenca de Alzheimer (CAMPO ; CARVALHO, 2007), na


http://www.ff.up.pt/toxicologia/monografias/ano0405/estatinas/bibliografia.htm
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sepse (GIUSTI-PAIVA et al., 2004), osteoporose (JADHAV ; JAIN, 2006), cicatrizacdo de
feridas (REGO et al., 2007; TOKER et al., 2009; WANG et al., 2015) e recuperacdo de
fraturas 6sseas (SKOGLUND ; ASPENBERG, 2007; WANG et al., 2007; ISSA et al., 2015).

Muitos pesquisadores ainda t€m voltado sua aten¢ao para o efeito antiinflamatoério das
estatinas tanto em modelos in vitro quanto in vivo (JAIN ; RIDKER, 2005). Ha vérias
propostas de mecanismos pelos quais as estatinas desempenham este papel, diminuindo a
secrecdo de citocinas pré-inflamatérias IL-6, IL-8, TNF-a, inibindo a expressao de moléculas
de adesio (MACH, 2002; JOWKAR ; NAMAZI, 2010; SUZUKI-BANHESSE et al., 2015),
diminuindo IFN-y induzido por MHC-II que por sua vez, desencadeia uma menor ativacio de
células T (JAIN ; RIDKER, 2005). Na cicatrizacdo de feridas além de exercer efeitos
antinflamatdrios, imunomodulatérios e antibacterianos (WANG et al.; 2015), as estatinas
desempenham um papel importante na angiogénese aumentando a secrecdo de fator de
crescimento endotelial vascular JOWKAR ; NAMAZI, 2010) e também promovem maior
epitelizacdo (STOJADINOVIC et al., 2010).

No estudo do tratamento com estatinas em fratura dssea, estes agentes promoveram
proliferacdo de osteoblastos, estimularam a formacdo de osso, melhorando o processo de
reparo, modulando de maneira positiva o reparo de fraturas, e beneficiando a regeneracdo
Ossea (SKOGLUND et al., 2002; SARAF et al., 2007, SKOGLUND ; ASPENBERG, 2007;
WANG et al., 2007; SHAH et al., 2015), além de aumentar a resisténcia biomecanica em
vista de animais que ndo receberam tratamento (SKOGLUND ; ASPENBERG, 2007).

Em face da diversidade de efeitos benéficos das estatinas, alguns pesquisadores
estudam o papel destes medicamentos no reparo de tenddes e ligamentos (ESENKAYA et al.,
2010; ESENKAYA ; UNAY, 2011; OKA et al., 2013; DOLKART et al., 2014). Em um
destes estudos foi observado que a atorvastatina pode influenciar positivamente a cicatrizagao
do tenddo através do estimulo da proliferacdo, migracdo e adesdo de tendcitos pelo aumento
da atividade da cicloxigenase 2 (DOLKART et al., 2014). Outro estudo sugere que a
administracao local de sinvastatina promove recuperacdo do ligamento através do aumento da
angiogénese e osteogénese na fase inicial da inflamacdo (OKA ef al., 2013). Sendo assim,
neste estudo, serd avaliada a administracdo oral e local de sinvastatina na cicatrizacdo do

tenddo de Aquiles de ratos.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Suzuki-Banhesse%20VF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24924353
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Esenkaya%20I%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Unay%20K%5Bauth%5D
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2. OBJETIVOS GERAIS

O presente estudo tem como objetivo verificar alteracdes morfolégicas e bioquimicas

apo6s tratamento local e via oral com sinvastatina na cicatrizagdo tendao de Aquiles de ratos

apos ruptura parcial.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A T i

Avaliar a eficdcia do tratamento local e via oral com sinvastatina em lesdes de
ruptura parcial em tendao de Aquiles;

Quantificar IL-1B e TGF-P de tenddes dos grupos experimentais;

Detectar a presenca e a atividade de MMP-2 e MMP-9;

Analisar o perfil de GAGs e decorin;

Quantificar coldgenos I e III no tenddo de animais dos diferentes grupos;

Analisar a organizacdo estrutural e ultraestrutural dos feixes de coldgeno de
tenddes parcialmente transeccionados em resposta ao tratamento com sinvastatina;

Realizar uma anélise funcional por meio de “Walking Track Test”.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Os cuidados com os animais estiveram de acordo com a Conven¢do Européia para a
Protecdo dos Animais Vertebrados utilizados para fins experimentais ou outros fins
cientificos e € consistente com os principios éticos da experimentacdo animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagio Animal (COBEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Campinas, SP, Brasil e arquivado
sob o n°® 2935-1.

Os animais utilizados foram ratos Wistar, machos, com 60 dias de idade, pesando em
média 300 gramas e foram mantidos com livre acesso a dgua e ra¢do durante todo periodo

experimental.

3.2 Procedimentos para a transeccao parcial do tendao de Aquiles

Os animais foram anestesiados com injecdo intra-peritoneal de Ketamina (90 mg/Kg)
e Xylazina (10 mg/Kg). Apds remogdo da pele, o tenddo de Aquiles da pata direita foi exposto

e foi realizada incisdo parcial transversal a uma distancia de 3 mm de sua insercio no

calcaneo (Figura 4). Apés o procedimento a pele foi suturada.

Figura 4. Procedimentos para incisdo parcial do tenddao de Aquiles. d) Seta indica a incisdo parcial do tenddo de
Aquiles. e) Esponja de colageno Hemospon® utilizada no tratamento local.

3.3 Grupos Experimentais

Foi utilizado n=5 para as andlises bioquimicas e funcionais, n=4 para as anélises
morfolégicas, Os animais formam divididos em 11 grupos experimentais, da seguinte
maneira:

Grupo N— Tenddo intacto; Grupo L;— Tenddo parcialmente transeccionado,

eutanaziados 7 dias apds lesdo; Grupo SL;— Tendao parcialmente transeccionado, tratado
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com sinvastatina no local da lesdo, eutanaziados 7 dias apds lesdao; Grupo VL;— Tendao
parcialmente transeccionado, tratado com veiculo no local da lesdo, eutanaziados 7 dias apds
lesdo; Grupo SO;— Tendao parcialmente transeccionado, tratado com sinvastatina via oral,
eutandsia 7 dias apos lesdo; Grupo VO7;— Tendao parcialmente transeccionado, tratado com
veiculo via oral, eutandsia 7 dias apds lesdo; Grupo L, — Tenddo parcialmente
transeccionado, eutandsia 21 dias apds lesdo; Grupo SL,;— Tenddo parcialmente
transeccionado, tratado com sinvastatina no local da lesdo, eutandsia 21 dias apds lesdo;
Grupo VL,;— Tendao parcialmente transeccionado, tratado com veiculo no local da lesao,
eutandsia 21 dias ap6s lesdo; Grupo SO;;— Tenddo parcialmente transeccionado, tratado
com sinvastatina via oral, eutandsia 21 dias apds lesdo; Grupo VO,;;— Tendao de Aquiles
parcialmente transeccionado, tratado com veiculo via oral, eutandsia 21 dias apds lesdo. Os
grupos foram esquematizados conforme a figura 5.

Vale ressaltar que para a andlise de IL-B foram realizadas nos grupos 24h apéds lesdo:
Grupo L;— Tenddo parcialmente transeccionado, eutandsia 24h apds lesdo; Grupo SL;—
Tenddo parcialmente transeccionado, tratado com sinvastatina no local da lesao, eutanasia 24h
apos lesdo; Grupo VL;— Tenddo parcialmente transeccionado, tratado com veiculo no local
da lesdo, eutandsia 24h apds lesdo; Grupo SO;— Tenddo parcialmente transeccionado,
tratado com sinvastatina via oral, eutandsia 24h apds lesao; Grupo VO;— Tenddo de Aquiles
parcialmente transeccionado, tratado com veiculo via oral, eutandsia 24h apds lesdo; Grupo
N— Tendao intacto.

O tratamento local da les@o do tenddo seguiu o protocolo descrito por Calixto et al.
(2011). Foi preparada uma solucdo de sinvastatina na concentracdo de 2,2 mg/ 50 ul em
carboximetilcelulose 0,5 %. Esponjas de coldgeno (Hemospon® — Technew) foram utilizadas
como o carreador do medicamento. Estas esponjas foram embebidas com 56 ul da solucao de
sinvastatina ou 56 ul de carboximetilcelulose (CMC) 0,5 % (veiculo). No momento da lesao
as esponjas foram colocadas no sitio da ruptura para que o medicamento fosse liberado neste
local durante 7 e 21 dias.

Para calcular a dose de sinvastatina utilizada por via oral, foi utilizado o cdlculo de
extrapolagdo alométrica (PACHALY; BRITO, 2001), levando em consideragdo a taxa
metabolica do animal. Dessa forma, foi necessario ter como referéncia um animal modelo
cujos parametros farmacocinéticos e farmacodinamicos do medicamento de interesse sejam
conhecidos. Neste estudo, tomamos como animal modelo o homem e como animal alvo, ratos

z

da linhagem Wistar. O célculo é realizado da seguinte maneira: Calculou-se o peso
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metabdlico do animal modelo e do animal alvo seguindo a férmula: PM = M %75 onde M é a
massa em quilogramas do animal; dividiu-se a dose total indicada para o animal modelo (80
mg) por seu peso metabdlico; multiplica o resultado da operacdo anterior pelo peso
metabdlico do animal alvo; o resultado € a dose total (mg) para o animal alvo; dividiu-se a
dose total pela massa do animal alvo (Kg); o resultado final é a dose para o animal alvo em
mg/Kg.

Vale ressaltar que a dosagem de 80 mg utilizada no cdlculo da dose foi assim
estabelecida, pois € a dose mdxima empregada na terapéutica em humanos. A sinvastatina foi
solubilizada em carboximetilcelulose 0,5% utilizada como veiculo.

Ao final de 7 e 21 dias os animais foram eutanasiados por overdose de anestesia

inalatéria com Isoflurano, e os tenddes retirados para anélises morfoldgicas e bioquimicas.

7 dias 21 dias

_ B Tenddo intacto
LE!

VL;
SL7

VO;
S0,

J

Figura 5. Esquema dos grupos experimentais

3.5 Analise bioquimica

3.5.1 Extracao da Matriz Extracelular

Os tenddes foram lavados com PBS (NaCl 0,15 M em tampao fosfato de s6dio 5 mM
pH 7,4 com EDTA 50 mM) e depois foram secos com papel de filtro e pesados. A extragcdo
foi realizada com 50 volumes de cloreto de guanidina (GuHCI) 4 M contendo 0,05 M EDTA,
ImM de PMSF em tampao Acetato 0,05 M pH 5.8 (HEINEGARD; SOMMARIN, 1987),
durante durante 24 horas, com temperatura de 4° C em constante agitacdo. ApOs este periodo,

o material foi centrifugado em 20.000 r.p.m., durante 60 minutos, a 4 °C em centrifuga
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Beckman J2-21 (Rotor JA-20). O sobrenadante foi utilizado para dosagem GAGs e western
blotting.

3.5.4 ELISA para IL-1p e TGF-p

Os procedimentos de ELISA foram realizados de acordo com Guerra e colaboradores
(2016). O tendao de Aquiles foi removido e incubado em tampao de extrac¢do (Tris-HCI 50
mM pH 7,4, NaCl 0,2 M, Triton X-100 a 0,1%, CaCI2 10 mM e inibidor de protease 100
uL/10 mL) a 4°C durante 3h . O material foi centrifugado (13.000 x g, 20 min, 4 °C) ¢ o
sobrenadante foi utilizado para as dosagens com kits de ELISA para a IL-1p (R & D Systems,
N © de catdlogo RLB00) e TGF- (R & D Systems, n ° de catilogo MB100B) de acordo com
as instrug¢des do fabricante. IL-1p foi analisada 24h apds a lesdo e TGF-P foi analisado 7 ¢ 21

dias apos a les@o. A absorbancia foi medida a 450 nm.

3.5.5 Zimografia

Os tenddes foram tratados segundo Marqueti et al. (2006). Extracdo: os tenddes
congelados foram imersos em solucdo tampao Tris-HCl 50 mM pH 7.4, NaCl 0,2 M, Triton
X-100 0,1%, CaCl, 10 mM e um coquetel inibidor de protease 1%. A extracdo foi realizada
por aproximadamente 2 horas a temperatura de 4 °C. Apos este procedimento, a amostra foi
centrifugada a 4000 rpm (4 °C) por 20 minutos. O sobrenadante foi coletado e armazenado. O
precipitado foi ressuspendido com 1/3 do volume do tampdo utilizado na primeira extracdo, a
solugdo foi incubada por 5 minutos a 60 °C. Novamente foi feita uma centrifugacdo a 4000
rpm (4 °C) por 20 minutos e o sobrenadante coletado. Os produtos das duas extragdes foram
entdo misturados.

Aplicacdo das amostras: em gel de poliacrilamida 10% e 0,1% de gelatina, foram
aplicadas 1 pug e 20 pg de proteinas por amostra para observar MMP-2 e MMP-9
respectivamente.

Eletroforese (100V aproximadamente 1:30h): foi realizada a 4 °C. Apés a corrida, o
gel foi lavado com 2,5% de Triton X-100 e incubado overnight em solucdo de Tris-HCL 50
mM (pH 7,4) NaCl 0.1 M e azida s6dica 0,03% a 37 °C. Ap6s incubagdo, o gel foi corado
com Coomassie Brilliant Blue por aproximadamente 2h, e posteriormente descorado com
solucdo contendo metanol 30% e 4cido acético 10% para observacao das bandas negativas das

proteinas correspondendo a atividade das enzimas. Finalmente, foi colocado na solugdo
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encolhedora (metanol 30% e glicerol 3%). A densitometria das bandas referentes as
isoformas das MMP-2 e MMP-9 foi realizada através do programa Scion Image software

Alpha 4.0.3.2 (Scion Corporation USA).
3.5.2 Dosagem GAGs

Amostras dos extratos em cloreto de guanidina dos grupos experimentais foram
utilizadas para quantificar os GAGs totais dos grupos experimentais. A quantificacdo foi
determinada usando o método de azul de dimetilmetileno (DMMB) (FARNDALE et al.,

1986) usando condroitim sulfato como padrdo. A absorbancia utilizada foi de 540 nm.

3.5.3 Western Blot para decorin e colagenos I e I11

Para detec¢do de colageno tipo I e III, foram precipitadas 20 pg de proteinas totais
provenientes do extrato em guanidina e para detec¢do de decorin foram precipitadas 80 pg de
proteinas, utilizando uma solucdo contendo tampao acetato de sédio 1 M pH 7,4 (100 pL)e 9
volumes de etanol (1350 pL), durante 24 horas a 4 °C. Apés trés lavagens (com 150 pL de
tampdo acetato de sédio 1 M pH 7.4 e 1350 pL de etanol), o precipitado obtido foi seco a
37°C e ressuspendido em tampao de amostra redutor contendo -mercaptoetanol 5% (0,5 M
Tris-HC1 pH 6.8, Glicerol 26%, SDS 20%, Azul de Bromofenol 0,1%). Em seguida, as
proteinas do tenddo foram submetidas a eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (7,5%)
para coldgenos I e IIl e (12%) para decorin, transferidas para membrana de nitrocelulose,
(Towbin et al., 1979). O bloqueio foi realizado utilizando-se leite desnatado (Molico 5%) em
TBS 1x com 0,1% Tween 20, por 1h sob agitacdo a temperatura ambiente. A incubagdo com
anticorpo primdrio foi durante 12h a 4 °C, diluido em TBS 1x sob agitacdo. As lavagens das
membranas foram novamente feitas em TBS 1x (3x5’). A incubacdo com anticorpo
secundério, foi durante 1h sob agitacio em temperatura ambiente. As lavagens das
membranas foram novamente feitas em TBS 1x (3x5’). A revelacdo foi realizada com DAB
(dimetilaminobenzaldeido). A densitometria de banda foi realizada utilizando o software
Scion Image Alpha 4.0.3.2 (Scion Corporation). Anticorpos primdrios: anti-coldgeno tipo I
(mouse monoclonal, Sigma ¢2456), anti-colageno tipo III (mouse monoclonal, Sigma c7805),
anti-decorin H-80 (rabbit policlonal, Santa Cruz SC-22753), anti-B-tubulina clone D66
(mouse monoclonal, Sigma TO0198), anti- B-actina (mouse monoclonal, Sigma A3854).
Anticorpos secunddrios: anti-mouse (goat anti-mouse — IgG — HRP A8786 - Sigma-Aldrich),

anti-rabbit (goat anti-rabbit- IgG - HRP A2306 - Sigma-Aldrich).
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3.4 Analise Morfologica

3.4.1 Analise em Microscopia de luz

Os tenddes foram fixados usando uma solucao de formaldeido a 4% em tampao de
Millonig (0,13 M fosfato de sédio, 0,1 M de NaOH, pH 7,4) durante 24 horas a 4 °C. Em
seguida, os tenddes foram lavados em dgua, desidratados com etanol, diafanizados com xilol e
embebidos em parafina (Histosec). Foram obtidos cortes longitudinais seriados de 7 um de
espessura. Para uma visualizacdo geral do tecido alguns cortes foram corados com
Hematoxilina-eosina e outros com Azul de Toluidina (AT) (0.025%) em tampao Mcllvaine
(0.03 M 4cido citrico, 0.04 M fosfato de sodio dibédsico - pH 4.0). As secc¢des foram
analisadas com microscépio de luz Olympus BX53, objetiva 20x.

A birrefringéncia foi analisada com microscépio de polarizagdo Olympus BXS53,
objetiva 20x e as imagens foram capturadas e analisadas usando o analisador de imagens
cellSens Dimension 1.6. Para a aquisicao das imagens os cortes foram posicionados a 45° em
relacdo ao polarizador e ao analisador. Foi avaliada a frequéncia do valor da média de cinza
em pixels nas dreas analisadas. Quanto maior o valor em pixels, maior € a intensidade da
birrefringéncia e, portanto, maior € a organizagdo das fibras de colageno. As medidas de cada
grupo experimental foram feitas apos a imersdo dos cortes em dgua, uma condi¢c@o na qual a

birrefringéncia total € altamente detectavel (VIDAL, 1980, 1986; VIDAL ; MELLO, 2010).

3.4.2 Anadlise ultraestrutural em microscopia eletronica de transmissao

Os tenddes foram fixados em solucdo contendo 2,5% de glutaraldeido e
paraformaldeido 2% dissolvidos em tampao fosfato de sédio 0,1 M pH 7,4, durante 2h a
temperatura ambiente. Em seguida o material foi lavado com tampdo e pds-fixado em
tetréxido de 6smio 1% durante 1h a 4 'C. ApOs esta etapa, os fragmentos foram lavados em
tampao, tratados com acetato de uranila 1% por 18h a 4 Ce por fim, lavados novamente com
o tampao. Apds estes procedimentos todas as pecas foram desidratadas em séries crescentes
de etanol e dupla passagem pela acetona. Em seguida, foram embebidas em misturas de
acetona/resina epon (2:1, 1:1 e 1:2) e resina epon pura. A inclusdo foi feita em resina Epon
48h a 58 °C.

Os cortes semifinos foram obtidos com navalha de vidro e os ultrafinos com navalha

de diamante, em ultramicrétomo Ultracut UCT (Leica). As telinhas obtidas foram
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contrastadas em solu¢@o de acetato de uranila 2% em dalcool 50% e citrato de chumbo 0,2%
em NaOH 0,1 N. As telinhas foram observadas ao microscopio eletronico de transmissao

LEO 906 (Leica) e as imagens capturadas para documentacao.

3.6 Analise Funcional

3.6.1 Avaliacao da pressao exercida pela pata dos ratos

Inicialmente foi realizada uma avaliagdo da pressdo da pata direita de cada animal
através do “Walking Track Test” (CatWalk), (http://www.noldus.com/animal-behavior-
research/products/catwalk), com o intuito de obter um padrao normal da pressdo exercida pela
pata antes da lesdo. Os ratos foram submetidos a avaliacOes funcionais, sendo realizadas em
dias alternados no periodo de 7 e 21 dias ap6s a lesao.

O “Walking Track Test” consta de uma passarela com assoalho de vidro (100cm
comprimento X 15cm largura x 0,6cm espessura) instalado em uma sala escura onde os ratos
foram habituados a andar ao longo do percurso. Uma lampada fluorescente marca somente
onde houve pressdo das patas dos ratos caminhando. O assoalho desse corredor foi
monitorado por uma camera Pulnix TM-765E CCD equipada com uma objetiva (Cosimar 8,5
mm) que detecta a média de intensidade em pixels. A intensidade do sinal varia de acordo
com a pressao aplicada pela pata do animal. Os sinais adquiridos foram digitalizados pelo
PCImage-SG quadro a quadro (Matrix vision GmH, Oppenheimer,. Alemanha). O programa
CatWalk adquire, armazena e posteriormente analisa os videos dos ratos caminhando,

fornecendo parametros para posterior quantificagdo e andlise em planilhas especificas.

3.7 Analises estatisticas

Exceptuando os dados da medidas de birrefringéncia que foram analisados pelo teste
de Mann-Whitney, os demais dados provenientes de métodos quantitativos foram analisados
utilizando a andlise de variancia ANOVA (nivel de significancia de 5%), seguido pelo teste de
Tukey para comparagdes multiplas através do programa estatistico GraphPad Prism®, versao

3.0. Foram apresentados os valores médios + desvio padrdo dos resultados de cada grupo.


http://www.noldus.com/animal-behavior-research/products/catwalk
http://www.noldus.com/animal-behavior-research/products/catwalk
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4. RESULTADOS
4.1 Perfil de IL-1p e TGF-p

A andlise através de ELISA realizada para IL-1B (Figura 6) mostrou que todos os
grupos lesionados apresentaram aumento significativo desta interleucina quando comparados
com o grupo N. Os grupos L; E SL; apresentaram uma reducio significativa de IL-1p quando
comparados com o grupo VL;. O grupo SO; apresentou uma reducgdo significativa de IL-1
quando comparado com o grupo VO;. Além disso, podemos observar que o grupo SO,

apresentou a concentracao de IL-1P mais proxima daquela encontrada no grupo N.

IL-1B 1 dia apés lesao
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Figura 6. ELISA para IL-1p (pg/g de tecido) nos diferentes grupos analisados 24h apds lesdo. * p < 0.05

Nos dois periodos analisados (7 e 21 dias), a quantificacdo de TGF-f (Figura 7)
demonstrou um aumento significativo desta citocina em todos os grupos lesionados quando
comparados com o grupo N. Sete dias apds a lesdo o grupo SO; exibiu uma reducgdo
significativa de TGF-3 em comparacdo com o grupo VO;. O grupo SL;; apresentou menores

quantidades de TGF-P em relac¢do ao grupo VL;.
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Figura 7. ELISA para TGF-f (pg/g de tecido) nos diferentes grupos analisados. a) Grupos analisados 7 dias apds
lesdo. b) Grupos analisados 21 dias ap6s lesdo. * p < 0.05

4.2. Atividade de MMP-2 e MMP-9

A zimografia para gelatinases permitiu analisar as diferentes isoformas de MMP-2 e
MMP-9 dos grupos experimentais (Figura 8). A densitometria de bandas das isoformas de
MMP-2 (Figura 9) revelou um aumento significativo da MMP-2 ativa nos grupos L7, VL5,
VO; e SO;7 em relagdo ao grupo normal. O grupo SL; exibiu uma reducio da atividade de
MMP-2 ativa, sendo o grupo com valor mais proximo do grupo normal. Anélises dos grupos
de 21 dias revelaram um aumento de pro-MMP-2 nos grupos VO;; e SO;; em relacdo ao
grupo normal. A MMP-2 ativa permaneceu significativamente com valores aumentados nos

grupos L,; e SO, quando comparados ao grupo normal. Os grupos VL,; e SL,; apresentaram

uma reducdo de MMP-2 ativa.

N L W, SL Vo, SO, L, WL, SL, VO, SO,

92 KDa
83 KDa

72 KDa
68 KDa
62 KDa

Figura 8. Zimografia para MMP-9 e MMP-2. Observe a presenga de MMP-9 latente (92 KDa) e de MMP-9 ativa
(83 KDa) em todos os grupos experimentais, exceto no grupo normal (N). Todos os grupos estudados exibiram
pro-MMP-2 (bandas de 72 KDa e 68 KDa) e MMP-2 ativa (62 KDa).
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Densitometria pro-MMP-2 7 dias Densitometria MMP-2 ativa 7 dias

jai]
et
o
—

150000 - 1500004

100000 100000+

500004 500004

Intensidade de banda
{pixels)
Intensidade de banda
(plxels)

N L VL, SL, VO, S0,

Ly}
—

Densitometria pro-MMP-2 21 dias

[
ot

Densitometria MMP-2 ativa 21 dias

1500004 * 150000+

*

100000+

(pixels)
(pixels)

500004

Intensidade de banda
Intensidade de banda

SL,, VO, SO 0-
21 ral Fal 1
N Ly Vi, SL,, VO, SO,

Figura 9. Densitometria de bandas correspondente as isoformas de MMP-2. a e b: grupos analisados 7 dias ap6s
a lesdo. c e d grupos analisados 21 dias ap6s a lesdo. * p < 0.05

A densitometria de bandas das isoformas de MMP-9 (Figura 10) revelou um aumento
significativo da MMP-9 latente nos grupos VL; e SL; em relacdo aos grupos normal e L;. O
grupo SL; exibiu um aumento da atividade de MMP-9 latente em relacdao ao grupo VL;. A
atividade de MMP-9 ativa foi maior nos grupos L;, VL;, SL.; ¢ VO; em relacdo ao grupo
normal. Ambas as isoformas de MMP-9 no grupo SO; apresentaram valores proximos aos
valores do grupo normal. Anélises de densitometria das isoformas de MMP-9 em 21 dias ap0ds
lesdo, revelaram um aumento da isoforma latente nos grupos Lj;, VL;;, SLy;, VO,; quando
comparados com o grupo normal, sendo que o grupo SO,; exibiu valor mais préximo do
grupo normal. Todos os grupos analisados em 21 dias apresentaram maior atividade de MMP-
9 ativa quando comparados com o grupo normal. O grupo SO;; apresentou uma reducdo de

MMP-9 ativa em relag@o aos grupos Ly; e VO,;.
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Figura 10. Densitometria de bandas correspondente as isoformas de MMP-9. a e b: grupos analisados 7 dias apds
a lesdo. c e d grupos analisados 21 dias ap6s a lesdo. * p < 0.05

4.3 Perfil de GAGs, decorin e aspecto morfologico do tendao

As dosagens de glicosaminoglicanos (Figura 11) realizadas no periodo de 7 dias apds
lesdo mostraram uma reducdo de GAGs nos grupos VL7, SL; e SO; quando comparados ao
grupo L. Além disso, foi possivel observar diferengas entre os grupos N e SL; e também
entre os grupos VO7 e SO7. Ap6s 21 dias os grupos Ly, SLy; € VO, exibiram um aumento de

GAGs quando comparados com o grupo N.
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Figura 11. Concentracdo de GAGs (mg/g de tecido) nos diferentes grupos analisados. a) Grupos analisados 7
dias apés lesdo. b) Grupos analisados 21 dias apds lesdo. * p < 0.05

A figura 12 exibe o western blotting para decorin dos diferentes grupos analisados.
Nos grupos de sete dias, as andlises de densitometria de bandas de western blotting (Figura
13) evidenciaram uma reducdo de decorin em todos os grupos lesionados quando comparados
ao grupo normal. Em 21 dias, a densitometria de bandas revelou que os grupos L;;, VL, e
SL,; apresentaram uma reducgdo significativa de decorin quando comparados com o grupo
normal. J4 os grupos VO,; e SO, apresentaram quantidades de decorin mais proximas

daquela observada no grupo normal.

SL, VO, SO, VL, SL,, VO, SO,

7 21 21

Bactin: ——— - S —

Figura 12. Western Blotting evidenciando a presenca de decorin nos extratos de tenddes dos diferentes grupos
experimentais. B-actina foi utilizada como controle endégeno.
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Figura 13. Densitometria de bandas de western blotting para decorin. a) Grupos analisados 7 dias ap6s a lesdo. b)
Grupos analisados 21 dias ap6s a lesdo. * p < 0.05

Com relacdo ao aspecto morfolégico dos tenddes, sete dias apds as lesdes, os cortes de
tenddes dos grupos lesionados exibiram notério aumento na quantidade de células em relagdo
ao tend@o normal. Apesar desta observacao, no grupo SL; o aumento da quantidade de células
parece menos pronunciado (Figura 14). Ainda com relacio aos grupos de sete dias, os grupos
SO; e SL; aparentemente exibiram menor presenca de GAGs, e isto estd evidenciado na
figura 14, onde se observa uma metacromasia menos acentuada nesses grupos.

Os grupos Ly;, VL, VO, e SL,; exibiram uma metacromasia bastante acentuada
indicando alto contetido de GAGs e alta celularidade quando comparados com o grupo normal
e SO;;. O grupo SO;; apresentou um aspecto mais parecido com o grupo normal, com
discreta metacromasia, € menor quantidade de células quando comparado com os demais

grupos lesionados.
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Figura 14. Cortes longitudinais de tenddo corados com azul de toluidina (AT). Observar o grande nimero de
células nos grupos lesionados apds sete dias e a intensa metacromasia, especialmente nos grupos Ly, VL,;, SLyy,
VO,,. Barra 100um
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4.4 Presenca e organizacio de colageno

A figura 15 exibe as bandas de western blotting para coldgeno I e III. Em 7 e 21 dias
as andlises de densitometria de bandas de coldgeno 1 (Figura 16) revelaram uma reducdo
significativa em todos os grupos lesionados quando comparados com o grupo N. Os grupos
VL7, SL7, VO7 e SO; também exibiram um aumento significativo de coldgeno I em relacdo ao
grupo L;. Os grupos SL,;,VOy; e SO;; exibiram menores quantidades de coldgeno I em
relacdo ao grupo L,;. Houve reducdo de coldgeno I no grupo SL,; em relagdo ao grupo VL,i;

em contrapartida, o grupo SO;; exibiu um aumento de coldgeno I em relagdo ao grupo VO,;.

N L W, S, VO, SO, L, W, SL, Vo, SO

21 21 21

Col |

Col IlI

B-tub

Figura 15. Western Blotting mostrando coldgeno I e coldgeno III dos extratos de tenddes dos diferentes grupos
experimentais. B-tubulina foi utilizada como controle endoégeno. Col I: Colageno I; Col III: Coldgeno III; B-tub:
B-tubulina.
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Figura 16. Densitometria de bandas de western blotting para coldgeno 1. a) Grupos analisados 7 dias apds a
les@o. b) Grupos analisados 21 dias apds a lesdo. * p < 0.05

A densitometria de bandas de Western blotting para colageno III (Figura 17) revelou

que todos os grupos analisados em 7 e 21 dias apresentaram menores quantidades de coldgeno
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do tipo III quando comparados com o grupo normal. Foi possivel observar que em 21 dias os
grupos VL,; e VO, apresentaram quantidades significativamente maiores de coldgeno III
quando comparados com os grupos SL,; e SO,; respectivamente. As imagens das membranas
correspondentes as bandas de colageno I, coldgeno III e controle endégeno de B-tubulina

estdo representadas na figura 15.

a) Western Blotting colageno lll 7 dias b) Western Blotting colageno lll 21 dias
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Figura 17. Densitometria de bandas de western blotting para coldgeno III. a) Grupos analisados 7 dias apds a
lesdo. b) Grupos analisados 21 dias apds a lesdo. * p < 0.05

A andlise de birrefringéncia (Figura 18) mostrou que os tenddes normais observados
sob luz polarizada apresentam um alto brilho, caracteristico de uma alta agregacdo e
organizacdo das fibras de coldgeno no tecido. Apds a lesdo, as fibras de coldgeno ficaram
desorganizadas e os tenddes apresentaram pouco ou nenhum brilho. Nos primeiros 7 dias ndo
foram observadas diferengas entre os grupos, todos os feixes de coldgeno estavam igualmente
desorganizados. Aos 21 dias, foi observado que os grupos VL,; e SO,; apresentaram uma
melhor organizacdo das fibras de coldgeno do que os demais grupos lesionados.

Foram realizadas medidas de birrefringéncia a partir das imagens capturadas para
avaliar quantitativamente a organizacdo do tecido. As medidas de birrefringéncia sio
mostradas na tabela 1. E possivel observar que todos os grupos apresentaram diferencas
significativas entre si. Os grupos L,;, SL;; e VO, foram os que apresentaram maior
desorganizacdo da matriz extracelular. Por outro lado, os grupos VL;; € SO,; mostraram uma

melhor organizagado das fibras de coldgeno de acordo com as medidas de birrefringéncia.



Figura 18. Cortes longitudinais de tenddes de diferentes grupos observados em microscépio de polarizagcdo. O
maior eixo dos tenddes foi posicionado 45° em relag@o aos polarizadores. Barras 50pum

Tabela 1. Medidas de birrefringéncia nas regides de transec¢do. O nimero de medidas (100) foi escolhido
aleatoriamente em 12 cortes de 4 tenddes de cada grupo. O grupo SO,; apresentou maiores valores de
birrefringéncia quando comparado com os grupos L,; e VO,,.

Grupos RO (média de cinza) Comparagdes Teste de Mann-Whitney (p)

N 229.31 *
Lo 12.86 Lo x SLyi* 0.0001
VL 23.37 Loy x VLyi* 0.0001
Sy 15.02 SLoyx VL * 0.0001
VO, 9.75 L x VO * 0.0001
SO, 72.19 Ly x SOy * 0.0001
VO, x SOy * 0.0001

RO: Retardo 6tico

*p<0.05
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O aspecto transversal das fibrilas de coldgeno foi analisado através de microscopia
eletronica de transmissao nos grupos de 21 dias apds lesdao. As micrografias eletronicas dos
diferentes grupos experimentais estdo representadas na figura 19. O grupo normal e o grupo
SO,; apresentaram fibrilas grossas e finas, com predominéncia de fibrilas grossas. Os grupos
L,1, VO,, SL,; apresentaram somente fibrilas finas, entretanto, as fibrilas do grupo VO,
parecem ter menos espacgo entre si. O grupo VL,; apresentou uma predominéncia de fibrilas

finas, porém foi possivel observar também fibrilas grossas entre as fibrilas finas.

Figura 19. Eletromicrografias exibindo as fibrilas de coldgeno dos diferentes grupos experimentais em corte
transversal. Barra: 200nm

4.5 Analise funcional

Os resultados obtidos através do sistema de Catwalk (Figuras 20 e 21) mostraram uma
resposta funcional positiva dos grupos que receberam sinvastatina por via oral durante 7 e 21
dias. SO7 e SO,; mostraram valores elevados de contato méximo da pata sobre a plataforma
durante a caminhada. Como as avaliagcdes foram realizadas em dias alternados, foi possivel
um acompanhamento mais frequente, de modo que foi notado que a partir do 13° dia, o grupo
SO,; apresentou valores similares aos grupos L;; € VO,;. Nao houve diferencas em relacao

aos animais que receberam sinvastatina no local da lesdo. Tanto em 7 quanto em 21 dias, os
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grupos que receberam sinvastatina no local da lesdo apresentaram valores proximos dos

grupos que foram somente lesionados e dos grupos que receberam veiculo apds a lesdo.
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Figura 20. Intensidade maxima de contato durante a marcha dos ratos, obtida pelo sistema de Catwalk. As
medidas foram realizadas em dias alternados durante 7 dias ap6s a lesdo. As medidas foram feitas no 2°, 4° e 6°
dias ap6s a lesdo. a) Medidas realizadas em animais tratados com veiculo ou sinvastatina por via oral. b)
Medidas realizadas em animais tratados com veiculo ou sinvastatina no local da lesdo. *p < 0.05
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Figura 21. Intensidade maxima de contato durante a marcha dos ratos, obtida pelo sistema de Catwalk. As
medidas foram realizadas em dias alternados durante 21 dias apds a les@o. As medidas foram feitas no 2°, 4°, 6°,
8° 10°, 12°, 14°, 16°, 18° e 20° dias apds a lesdo. a) Medidas realizadas em animais tratados com veiculo ou
sinvastatina por via oral. b) Medidas realizadas em animais tratados com veiculo ou sinvastatina no local da
lesdo. *p < 0.05



41

5. DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliada a administracdo por via oral e a aplicacdo local de
sinvastatina apds transec¢do parcial do tenddo de Aquiles durante 7 e 21 dias, a fim de
determinar qual o efeito de diferentes vias de administracdo de sinvastatina nas fases
inflamatoéria e de remodelamento do processo de reparo do tendao.

Recentemente, alguns pesquisadores vém explorando o papel das estatinas no reparo
de tenddes e ligamentos (ESENKAYA et al., 2010; ESENKAYA ; UNAY, 2011; OKA et al,
2013; DOLKART et al., 2014). Em um destes estudos foi observado que a atorvastatina pode
influenciar positivamente a cicatrizagdo do tenddo através do estimulo da proliferacao,
migragdo e adesdo de tendcitos pelo aumento da atividade da cicloxigenase 2 (DOLKART et
al., 2014). Outro estudo sugere que a administracdo local de sinvastatina promove
recuperacgdo do ligamento através do aumento da angiogénese e osteogénese na fase inicial da
inflamacdo (OKA et al., 2013).

Uma lesdo no tendao desencadeia uma resposta inflamatoria local, com o recrutamento
de linfécitos, macrofagos e outras células inflamatérias que liberam citocinas pro-
inflamatérias como, por exemplo, IL-1B, TNF-a, IFN-y e fatores de crescimento que vao
mediar eventos importantes durante o processo de reparo do tenddao (SHARMA; MAFFULLI,
2005; JAMES et al., 2008; SCHULZE-TANZIL et al., 2011; KILLIAN et al., 2012). IL-1B
desempenha um papel importante na inflamacao aguda, estimulando dor, proliferacdo celular,
interacoes célula-célula, além de aumentar a producdo de MMPs (REN; TORRES, 2008). A
dosagem de IL-1P foi realizada 24h apds a lesdo no tenddao porque neste periodo € possivel
detectar grandes quantidades desta citocina (KOSHIMA et al., 2007). Sendo assim, um dia
apds a lesdo no tendao foi possivel detectar uma reducdo de IL-1B no grupo que recebeu
tratamento com sinvastatina por via oral, sugerindo que o medicamento exerceu um efeito
anti-inflamatério.

TGF-B ¢ uma das citocinas que estimula a sintese de matriz extracelular,
principalmente o coldgeno, e € expressa em altos niveis durante as trés fases do reparo de
tenddes (CHANG et al., 2000; DOCHEVA et al., 2015). Alguns autores defendem que altos
niveis de TGF-f ¢ indicativo de uma cicatrizacdo eficiente (MOLLOY et al., 2003; HOU et
al., 2005; GUERRA et al., 2016), entretanto outros acreditam que niveis elevados podem
estar relacionados a deposi¢do excessiva e desordenada de coldgeno além de formacdo de
adesoes e fibrose (CHANG et al., 2000; CAMPBELL et al., 2004; PENN et al., 2012). Em

nosso estudo, é possivel inferir que a sinvastatina administrada por via oral tenha inibido a
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sintese e liberacdo de TGF-B e de coldgeno, onde o grupo SO; apresentou menores
quantidades desta citocina em relagdo aos demais grupos tratados e, além disso, as andlises
dos grupos de 21 dias mostraram que houve uma tendéncia de reducdo de TGF- no grupo
SO,;, 0o que possivelmente levou a consequéncias positivas na sintese e deposi¢do de
coldgeno, promovendo uma cicatrizacdo mais eficaz.

O processo de remodelamento do tenddo envolve sintese e degradacdao de coldgeno
(ANDARAWIS-PURI et al., 2015). No western blotting para coldgenos I e III foi observado
que todos os grupos lesionados apds 7 e 21 dias apresentaram menores quantidades destes
dois tipos de coldgenos em relag@o ao controle. Apesar disso, o grupo SO7 teve uma tendéncia
de aumento de coldgeno Il em relagdo aos demais grupos lesionados, sugerindo um possivel
estimulo da sintese deste componente. Sendo assim, o tratamento por via oral com
sinvastatina parece auxiliar na fase inicial de recuperacdo do tendao.

O papel das estatinas no metabolismo do coldgeno estd sendo estudado e alguns
trabalhos sugerem que estes medicamentos estdo associados com a reducdo da expressdo,
sintese e deposi¢do de colageno I (TZIAKAS et al., 2008; SCHAAFSMA et al., 2011). Os
grupos SL,; e SO,; permaneceram com niveis reduzidos de coldgeno I e III em relacdo ao
grupo L,;. Portanto, apds 21 dias de tratamento com sinvastatina, é possivel que os coldgenos
I e III apresentem uma reducdo de sua expressao, sintese e deposi¢cdo na matriz extracelular
dos tenddes. Ainda assim, o grupo SO,; foi aquele, dentre os lesionados, que apresentou
melhor organizacdo das fibras de coldgeno, sugerindo que a sinvastatina por via oral foi
benéfica na fase de remodelamento.

As MMPs sdo enzimas proteoliticas responsaveis por degradar diversas moléculas,
com um papel importante no remodelamento da matriz extracelular, e ap6és uma lesdo no
tendao seus niveis estao alterados (SHARMA ; MAFULLI, 2006; KAROUSOU et al., 2008).
A expressdao e atividade de MMPs sdo reguladas por fatores de crescimento, citocinas,
interacdes célula-célula e célula-matriz, podendo ser regulada, também por Inibidores
Teciduais de Metaloproteinases (TIMPs) (SCHULZE-TANZIL et al., 2011; DAVIS et al,
2013). H4 um aumento de MMP-2 apds uma les@o no tendado e esta enzima participa tanto da
degradacdo quanto do remodelamento do colageno (SHARMA ; MAFULLI, 2006).
Aparentemente, a reducdo dos niveis da isoforma ativa de MMP-2 nos grupos que receberam
sinvastatina no local da lesdo, nao foi um fator benéfico para a recuperagdo do tendao, visto
que as andlises de birrefringéncia mostraram que o grupo SL,; apresentou uma menor

organizagdo das fibras de coldageno. Por outro lado, o grupo SO,; exibiu um aumento dos
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niveis de MMP-2 ativa e as fibras de coldgeno neste mesmo grupo também exibiram uma
melhor organizagdo. Portanto, o aumento de MMP-2 no grupo tratado por via oral com
sinvastatina pode influenciar positivamente a organizagdo dos feixes de coldgeno.

A MMP-9 € uma enzima presente em processos inflamatérios e, apds lesdes no tendao
esta enzima participa da degradacdo de coldgeno sendo que pico de sua produgdo se da entre 7
e 14 dias ap6s uma injuria tendinea (SHARMA ; MAFULLI, 2005; JONES et al., 2006). Os
grupos que receberam sinvastatina no local da lesdo apresentaram niveis aumentados de
MMP-9, ao passo que os grupos que receberam sinvastatina por via oral 7 e 21 dias
subsequentes a lesdo exibiram reducdo da atividade de MMP-9. Desta forma, fica evidente
que o aumento de MMP-9 nos grupos que receberam sinvastatina no local da lesdo, ndo foi
benéfico, tendo em vista que ndo houve uma melhora na organizagdo das fibras de colageno
nestes grupos. E importante destacar ainda, que os grupos SL; e SL,; também apresentaram
reducdo dos niveis de coldgeno III e sendo assim, nossos resultados sugerem que a
sinvastatina no local da lesdo promoveu uma maior degradacdo de coldgeno e, com isso, nao
contribuiu para uma boa recuperacio do tendao.

O papel das estatinas na regulacdo de MMPs tem sido extensivamente estudado nos
ultimos anos, em diversos processos patolégicos como cancer, asma, aterosclerose, doencas
auto-imunes (GREENWOOD et al., 2006; FALCONE et al., 2013; YU et al., 2013; CHEN ;
CHANG, 2014; RAZAVIAN et al., 2014). Alguns estudos demonstram que as estatinas
reduzem expressao e atividade de MMPs pela reducio de intermedidrios da via de produgdo
do colesterol, que sdo importantes para modificacdes pds-traducionais de proteinas que
participam das vias de sinalizacdo de produ¢do de MMPs (TURNER et al., 2005; BARTER et
al., 2010; IZIDORO-TOLEDO et al., 2011; LI et al., 2015). Por outro lado, alguns autores
sugerem que estes medicamentos aumentam a atividade de MMPs (OLIVEIRA et al., 2013).
Provavelmente o mecanismo envolvido no aumento da expressdo e atividade de MMPs esteja
relacionado com regulacio da fosforilagdo de moléculas sinalizadoras pela sinvastatina (LEE
et al., 2012). Desta maneira, de acordo com estes estudos, dependendo da via de sinalizagcdo
as estatinas podem inibir ou aumentar a atividade de MMPs. Durante a cicatrizagdo do tendao,
o grupo SO,; exibiu um aumento da atividade de MMP-2 e uma reducdo da atividade de
MMP-9. Sendo assim, € possivel que a sinvastatina tenha exercido uma modulacdo da
atividade das MMPs durante a fase inflamatdria e de remodelamento.

Um dos primeiros eventos que acontecem apds uma lesdo no tenddo €é a migracdo de

células inflamatdrias para o local da injdria e algum tempo depois, hd um aumento da sintese
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de proteinas ndo-colagénicas, coldgeno e glicosaminoglicanos pelos tendcitos, na tentativa de
reestabelecer a matriz extracelular do tenddo lesionado (SHARMA; MAFFULLI, 2005;
HOPE; SAXBY, 2007). Os grupos VL7, SL; e SO; exibiram menores quantidades de GAGs
indicando que possivelmente, nestes grupos, os GAGs estavam sob um processo de
degradacdo logo nos primeiros dias apds a lesdo. Por outro lado, em 21 dias todos os grupos
lesionados apresentam quantidades aumentadas de GAGs, sugerindo que a sintese deste
componente foi estimulada. Entretanto, ao observar os resultados de decorin, apenas os
grupos VOy; e SOy; apresentaram aumento deste proteoglicano, indicando que os tendcitos
elevaram a sintese de GAGs para tentar reestabelecer a producdo de proteoglicanos, mas nos
grupos L, VL, e SLy; a producdo normal de decorin ndo foi recuperada.

O crescimento lateral das fibrilas de coldgeno € regulado principalmente pelo decorin,
um proteoglicano abundante no tenddo e pertencente a familia dos pequenos proteoglicanos
ricos em leucina (SLRP — small leucine rich proteglycan) (VOGEL; TROTTER, 1987;
KALAMAIJSKI; SOLDBERG, 2010). Neste trabalho as fibrilas de coldgeno foram analisadas
na fase de remodelamento, 21 dias apds a lesdo, periodo em que as fibrilas de coldgeno se
encontram em um estdgio mais avancado de maturacdo. Especula-se que o decorin age
predominantemente nesta fase (DUNKMAN et al, 2014). No tenddo normal foram
observadas grandes quantidades de decorin e as fibrilas de coldgeno sdo predominantemente
mais grossas. Por outro lado, os grupos lesionados Lj;, VL;;, SL,; e VO, apresentaram
menores quantidades de decorin e as fribrilas de coldgeno sdo predominantemente finas,
indicando que, nestes grupos, ndo houve um rearranjo adequado da matriz extracelular. Ja o
grupo SO;y; apresentou maiores quantidades de decorin e um padrdo de fibrilas mais parecido
com aquele observado no grupo normal, sugerindo que a sinvastatina por via oral tem um
papel importante na sintese e remodelamento da matriz extracelular apés uma lesdo no
tendao.

Apesar de existir fortes evidéncias que comprovam que a aplicacdo local de
sinvastatina tem um efeito benéfico na recuperacido de fraturas dsseas e na cicatrizacido de
feridas (SKOGLUND; ASPENBERG, 2007; WANG et al., 2007; REGO et al., 2007;
TOKER et al., 2009), os resultados de birrefringéncia demonstraram que o tratamento local
com sinvastatina ndo foi eficaz na recuperacdo da organizacdo das fibras de coldgeno do
grupo SL,;. Por outro lado, o grupo VL,; que recebeu a esponja de coldgeno embebida com
carboximetilcelulose apresentou uma melhora discreta da organizacdo das fibras de coldgeno

quando comparado com os outros grupos lesionados. O coldgeno € biodegradavel, possui
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propriedades biolégicas importantes e vem sendo empregado como biomaterial na
regeneracdo de diversos tecidos (SPEER et al., 1979; ANSELME et al., 1990; DE VRIES et
al,, 1994; STONE et al., 1997, KAMPEN et al,, 2013). Sendo assim, nossos resultados
sugerem que a esponja de coldgeno absorvivel utilizada neste estudo teve um efeito positivo
na organizagdo do coldgeno.

Nossos resultados demonstraram que o tratamento por via oral com sinvastatina teve
efeitos favordveis na avalia¢do funcional, tendo em vista que os animais dos grupos SO7 e
SO;; exerceram uma pressao maior da pata na plataforma durante a marcha, com valores mais
proximos daqueles obtidos antes da lesdo. Estes resultados sdo consistentes com os achados
de IL-1B um dia apos a lesdo, uma vez que esta citocina apresenta um papel fundamental na
mediacdo da dor durante a inflamacdo aguda. Os niveis reduzidos de IL-1p no grupo que
recebeu sinvastatina por via oral indicam que o medicamento foi responsavel por apresentar
um efeito anti-inflamatério e analgésico nos primeiros dias apds a lesdo.

Em nosso estudo, o tratamento com sinvastatina no local da lesdo ndo foi eficaz como
o tratamento por via oral na recuperacdo da marcha dos animais. Nossa hipédtese inicial foi
que a sinvastatina por se tratar de um pro-farmaco, deve ser ingerida por via oral na forma de
beta lactona, e s6 depois hidrolisada em sua forma ativa no figado (CORSINI et al., 1995)
para entdo exercer seus efeitos analgésico e anti-inflamatdrio. Entretanto, a sinvastatina
também sofre hidrdlise e € ativada por uma carboxiesterase presente no plasma (VREE et al.,
2003). No plasma de ratos, Nishimuta e colaboradores (2014) concluiram que a hidrélise de
pro-farmacos € bastante evidente. Portanto, outra hipétese que podemos levantar é que a
quantidade de sinvastatina aplicada no local da lesdo foi muito alta e grande parte continuou
em sua forma inativa ou ainda, mesmo que a sinvastatina tenha sido quase totalmente ativada
pela enzima plasmdtica, é possivel que tenha exercido um efeito irritativo no local da lesdo,
prejudicando uma recuperagdo eficaz do tecido. Portanto, mais estudos com aplicacao local de
sinvastatina apds lesdo do tenddo sdo necessdrios, no entanto, os resultados deste trabalho

fornecem uma base para futuras investigagoes.
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6. CONCLUSOES

e O tratamento com sinvastatina no local da lesdo ndo favorece uma cicatrizacio eficaz
do tendao;

e Nossos resultados fornecem evidéncias que a sinvastatina administrada por via oral
tem um grande potencial para ser utilizada como terapia apds lesdes em tenddes;

e Na fase de remodelamento, a sinvastatina por via oral tem efeito modulatério tanto na
sintese, degradacdo e deposicdo do coldgeno bem como na atividade de MMPs, o que resulta
em uma melhor organizacao das fibras de coldgeno;

e O tratamento por via oral com sinvastatina apresenta uma resposta funcional positiva,
principalmente nos primeiros dias apds a lesdo, devido ao seu efeito anti-inflamatério e

analgésico.
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