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RESUMO

O tend&o de Aquiles € o maior e mais forte tenddo do corpo humano, seu uso em
excesso induz o surgimento de microtraumas e ativacao de vias de sinalizacdo que
levam a uma resposta inflamatoria. O extrato etandlico de Euterpe Oleracea(acai)é
um produto natural extraido do fruto dessa palmeira. Apesar de evidéncias apontarem
um efeito anti-inflamatério e antioxidante desse produto, ndo ha dados na literatura
sobre tais efeitos na lesdo tendinea. Assim, o objetivo do trabalho foi investigar o
efeito anti-inflamatoério e pré-regenerativo do extrato etandlico de Euterpe oleracea em
modelo de ruptura total do tenddo de Aquiles em ratos. Esse trabalho foi aprovado
pelo comité de ética em pesquisa animal da instituicdo (CEPAE-UFPA/206-14). Os
animais foram distribuidos em quatro grupos (n=24): controle; veiculo (salina 0,9%);
extrato de E. oleracea (extrato etandlico de Euterpe oleracea,125ug/ml) e
metilprednisolona (30 mg/ml). Apds os respectivos tratamentos, o tecido foi analisado
em 7, 14 ou 21 dias pés-injaria (dpi) por histoquimica com hematoxilina eosina e
autofluorescéncia do colageno. Imunofluorescéncia para COX2 e mensuracdo dos
niveis de nitrito pelo método de Griess foi realizado em 7dpi. O tratamento com o
extrato de E. Oleracea acelerou a organizacado tecidual e melhorou a orientacdo das
células, um efeito semelhante ao anti-inflamatério esteroidal metilprednisolona. O
tratamento com o produto natural levou a um alinhamento precoce das fibras de
colageno, bem como na matriz, de modo geral, se comparado aos demais grupos, o
gue foi observado no 7dpi e mantido em 14 e 21 dpi. O tratamento com o extrato de
E. oleracea ou metilprednisolona reduziram a marcacao para COX2 se comparado ao
veiculo em 7 dpi. Reducéo nos niveis teciduais de nitrito foi observado em 7dpi nos
grupos tratados com extrato de E. oleracea(20.80 + 2.54 um/ml) e metilprednisolona
(19.40 + 2.31 pm/ml) se comparado ao grupo veiculo (29.33 = 3.98um/ml). O
tratamento com extrato de E. oleracea melhorou o padrdo de organizacéo tecidual,
reduziu a marcacao para COX2 e os niveis de nitrito, sugerindo efeito anti-inflamatoério
e antioxidante. Nossos achados destacam que o extrato de E. oleracea representa um

produto natural com potencial aplicacdo no reparo do tendao de Aquiles.

PALAVRAS-CHAVES: Tendinopatia, COX2, Euterpe oleracea, Reparo tecidual.



ABSTRACT

Achilles tendon is the largest and strongest tendon in the human body, its excessive
use induces microtrauma and activation of signaling pathways that lead to an
inflammatory response. The ethanolic extract of Euterpe oleracea(acai) is a natural
product extracted from the fruit of the palm tree.Although evidence suggests an anti-
inflammatory and antioxidant effect of this product, there is no data in the literature
about such effects on tendon lesion. The aim of this study was to investigate the anti-
inflammatory and pro-regenerative effects of ethanolic extract of Euterpe oleracea in a
rat model of total Achilles tendon rupture. This study was approved by the Animal
Research Ethics Committee (CEPAE-UFPA/206-14). The animals were divided into
four groups (n = 24): control; vehicle (0.9% saline); E. oleracea extract (125 pg/mL
ethanolic extract of Euterpe oleracea) and methylprednisolone (30 mg/ml). After the
respective treatments, the tissue was analyzed at 7, 14 or 21 days post-injury (dpi) by
immunohistochemistry with hematoxylin/eosin and collagen autofluorescence.
Immunofluorescence for COX2 and measurement of nitrite levels by Griess method
were performed at 7 dpi. Treatment with E. oleracea extract accelerated tissue
organization and orientation of the cells, similarly to the anti-inflammatory steroid
methylprednisolone. This natural product led to an early alignment in collagen fibers as
well as in the overall matrix structure when compared to the other groups, which was
observed at 7 dpi and maintained at both 14 and 21 dpi. Treatment with E. oleracea
extract or methylprednisolone reduced COX2 labeling in comparison to the vehicle at 7
dpi. Reduction in nitrite tissue levels was observed at 7 dpi in groups treated with E.
oleracea extract (20.80 + 2.54 ym/ml) and methylprednisolone (19.40 £ 2.31 pm/ml)
compared to vehicle group (29.33 + 3.98 um/ml). Treatment with E. oleracea extract
improved tissue organization and reduced both COX2 labeling and nitrite levels,
suggesting anti-inflammatory and antioxidant effects. Our findings highlight E. oleracea

extract as a natural product with potential application in Achilles tendon repair.

Keywords: Tendinopathy, COX2, Euterpe oleracea, Tissue repair.
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1. INTRODUCAO

1.1Dados epidemioldgicos sobre a ruptura do tendao de Aquiles

A ruptura do tendao de Aquiles é uma das lesdes tendineas mais comuns que
afetam a populacdo adulta. Recentes estudos mostram maior incidéncia em homens
(seis homens para cada mulher) com a faixa de idade entre os 30 a 40 anos em uma
relacdo de 6 a 18 casos para 100.000 pessoas por ano (LANTTO et al., 2014;
S’LIWA., 2014; JALLAGEAS et al., 2013). Segundo Tompsom e Bavaranian (2011),
em mulheres, o fator de risco aumenta em relacdo aos homens apds os 60 anos de
idade e a incidéncia depois dos 80 anos.

A etiologia ainda € desconhecida, mas fatores extrinsecos e intrinsecos
favorecem a lesdo. (JAVIRNEN et al.,, 2005). Alguns fatores intrinsecos como
condi¢des inflamatérias, doencas autoimunes, anormalidades dos colagenos, a
genética, processos infecciosos e neurolégicos, tratamentos medicamentosos com
glicocorticosteroides, fluoroquinolonas, tipo sanguineo representam 10% dos casos
de ruptura em individuos com mais idade (JAVIRNEN et al., 2005; OZGURTAS, 2003;
WHITE, 2007; WEATHERALL et al., 2010).

No caso de fatores extrinsecos, que envolvem os habitos de vida e estdo
associados a prética de atividades esportivas de alto impacto como corrida e saltos,
junto com a alteracdo anatdbmica e biomecéanica (abducdo do antepé com extensao do
joelho e uma dorsoflexdo/flexdo plantar subita e violenta do tornozelo) induz o
surgimento de microtraumas que correspondem a 75% dos casos de rupturas
tendineas em individuos jovens (JALLAGEAS et al., 2013; OZGURTAS, 2003; NAN
JIANG et al., 2011).

A distribuicdo de diferentes incidéncias varia de acordo com os diferentes
esportes tradicionais praticados de pais para pais. Os esportes como futebol (33,5%),
atletismo (16,2%), badminton (52%) e basquetebol (13,3%) sdo responsaveis pelos
casos de ruptura do tenddo de Aquiles nos seguintes paises: Finlandia haviam 18
casos para 100.000 em 1994; 6 casos por 100.000 na Escocia no mesmo ano e 37,3
casos por 100.000 na Dinamarca ( JAVIRNEN et al., 2001, 2005; TOMPSON &
BARAVANIAN, 2011).
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Outros paises desenvolvidos localizados no norte e no centro da Europa como
também na America do Norte praticam diferentes tipos de esportes como: futebol,
ténis, atletismo, esqui alpino, ginastica, futebol americano, basquetebol e o beisebol, e
todos contribuem com dados estatisticos para destacar a alta incidéncia da ruptura do
tendao de Aquiles nas ultimas décadas. Nos paises em desenvolvimento a exemplo
do Brasil, os casos de ruptura do tend&o de Aquiles sdo subnotificados (JOZSA, 1997;
JAVIRNEN et al., 2005).

Dependendo do grau da lesdo o tratamento pode ser cirargico ou nao cirdrgico,
tratando-se de dois métodos reconhecidos de cuidados realizados atualmente. O
tratamento cirdrgico apresenta uma vantagem por reduzir risco de re-ruptura numa
incidéncia de 4—5% dos casos. Por outro lado, sua desvantagem € apresentar um
aumento dos riscos de complicacdes pos-operatérios que interfere na qualidade de
vida (WEATHERALL et al., 2010; NAN JIANG et al., 2012; CHONGYANG FU & WEI
QU, 2014).

Ja o tratamento nado cirdrgico envolvendo fisioterapia, imobilizacdo e
medicamentos tém como vantagem reduzir a taxa de complicacbes do processo
inflamatério e a desvantagem de aumentar as taxas de re-rupturas em 10-12%
(WEATHERALL et al., 2010; NAN JIANG et al., 2012 ; CHONGYANG FU & WEI QU,
2014).

O tratamento farmacoldgico, na fase aguda da lesdo tem resultado em melhora
moderada da injuria tendinea, porém efeitos colaterais sdo sempre reportados
(RILEY, 2004). Por outro lado, o uso e a efetividade de produtos naturais no
tratamento da lesdo ainda nao foram relatados. Contudo, devido apresentar
propriedades antioxidantes e antiinflamatérias combinadas, tal como observados em
produtos como a curcumina (Curcuma longa) e no acai (Euterpe oleracea), a
investigagdo do uso terapéutico do extrato etandlico de agai na lesédo tendinea se
mostra promissora (BUHRMANN et al., 2011; POULOSE et al., 2012).

1.2 A Morfologia do tendéo saudavel

O tenddo de Aquiles é o maior e mais forte tenddo do corpo humano. Tem
inicio no recesso profundo, onde se insere o ventre medial e lateral do musculo

gastrocnemio originados nos condilos femorais. Esse tend&o funde-se com o tendéao
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do musculo séleo subjacente, para formar o tendé@o calcaneo do triceps sural, que por
sua vez; fixa na parte posterior do calcaneo e permite a execugdo do movimento de
flexdo plantar, fundamental para a propulséo na marcha (GEREMIA 2011 apud
MAFFULLI; ALMEKINDERS, 2007 DANGELO; FATTINI, 2006; MORAES 2011 apud
STROM,; CASILAS, 2009).

Em uma visdo macroscépica o tenddo apresenta uma textura fibroelastica de
cor branca e com brilho, devido a agregacao e organizacdo das fibras de colageno em
toda a extenséo do tecido (ARO et al., 2013) . Pode ser dividido em duas jungoes;
miotendinea e osteotendinea como mostrado na Figura 1.

A juncdo miotendinea transmite a tensdo produzida pela contracdo das fibras
musculares inseridas no tendao, o qual retransmitem a juncdo osteotendinea através
das fibras de colageno tipo | alcancando finalmente o osso (MASSOUD, 2013;
SHARMA, MAFFULLI, 2006).

A juncdo osteotendinea é subdividida em quatro zonas: A zona densa ou
meédia, fibrocartilaginosa, fibrocartilaginosa calcificada e osso mineralizado, permitindo
a ligacao gradativa do colageno ao periosteo prevenindo atrito e desgaste (SHARMA,;
MAFFULLI, 2006; RILEY 2008).

Toda a extensdo do tenddo é revestida por uma fina membrana de tecido
conectivo frouxo chamado paratenddo. O paratendado é um tipo de envoltério formado
por fibras colagenas tipo I, Il e fibras elasticas. Na superficie interna desse envoltério
existem células sinoviais que secretam o liquido sinovial no espaco entre o
paratendao e o epitenddo com a finalidade de lubrificar o tendé&o e facilitar o seu livre
movimento comparado aos tecidos circundantes (DORVAL et al., 2010; KANNUS,
2000).

A continuagdo mais externa do paratendao é chamada de epitendao, que forma
um envoltorio circundante sobre os fasciculos de colageno. Ja a continuagdo mais
interna do envoltério do tendao é chamada de endotenddo. Essa membrana envolve
cada fibra ou feixes do mesmo. Ambas as membranas contem vasos sanguineos,
linfaticos e nervos, originados nas respectivas juncdes e nos tecidos circundantes,
cuja funcdo é conduzir o suprimento sanguineo, linfatico e o estimulo nervoso para as
por¢cdes profundas do tenddo visando dar o suporte metabdlico ao tecido que,
comparado aos outros tecidos como 0s musculos e 0ss0s, apresenta baixo
metabolismo (Figura 2) (DORVAL et al., 2010; KANNUS, 2000).
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Zona densa

ou

Jungdo miotendinea
média

|

Jungdo

osteotendineo

T

Células

diferenciadas (T)

Fibrocartilaginosa (F)

Fibrocartilaginosa

calcificado (C)

Osso mineralizado (M)

Figura 1: A divisdo estrutural do tendédo saudavel em juncdes e zonas. Sendo que (A) representa a
zona tendinea média e (B) a por¢do mais distal do tecido com células arredondadas organizadas em
fileiras, permitindo a mudanca gradual de tensdo ao tenddo (T) para a zona Fibrocartilaginosa (F) em

seguida para a zona Fibrocartilaginosa calcificada (C) e chegando a tenséo ao 0sso mineralizado (M).

Fonte: Adaptado de Riley, 2008.
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Estrutura do tendao

' Fibrilas de colageno

Feixe de fibras primarias (subfasciculos)

Endotendao

Fibras de
colageno

Feixe de fibras

Secundarias

Feixe de fibras

Terciaria

Epitenddo

Figura 2: Estrutura do tenddo de Aquiles. Notar a composicao por fasciculos, feixes, fibras e as fibrilas
de colageno como a menor unidade constituinte. O envoltério chamado de paratenddo reveste o
conjunto de fasciculos continuado pelo epitenddo e o endotendao.

Fonte http://valesemdor-dralexander.blogspot.com.br Acesso em 24 de julho de 2016.
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Nos tendBes é constatado a presenca de tenoblastos (células jovens e
fusiforme com alta atividade metabdlica) e tendcitos (células maduras e alongadas
com baixa atividade metabdlica), ambos correspondem ha 90-95% da constituicao
celular do tenddo e sao responsaveis pela sintese da matriz e do colageno
(MAGNUSSON et al., 2010; MASSOUD, 2013).

Outras células como os condrdécitos, células sinoviais, células endoteliais e as
células de musculos lisos de arteriolas correspondem a 5-10%. Todas as células séao
circundadas e embebidas por uma matriz hidrofilica extracelular constituindo por
proteoglicanas, glicoproteinas, glicosaminoglicanas, agua e varias outras pequenas
moléculas, que sdo responsaveis pelo desenvolvimento, organizacdo e crescimento
do tenddo (MAGNUSSON et al., 2010; MASSOUD, 2013).

Na matriz extracelular, os proteoglicanos (decorin SLRP/ aggrecan
‘hyalectans’) sdo ligados aos glicosaminoglicanos( sulfato de dermatan/sulfato de
condroitina e sulfato de keratan este dois Ultimos localizado na regiao
fibrocartilaginosa ), e sua funcdo é influenciar a sintese de colageno e a sua
orientacdo no tecido como também juntos aos colageno dos tipos Il, IX,X e Xl dar a
resisténcia contra forgas tensionais do tipo rotacional ou cisalhamento em regides
préximas a insercdo. Outra funcéo dos proteoglicanos é facilitar a difusdo de agua na
matriz e a migracao celular (RILEY, 2005; SHARMA; MAFFULLI, 2006).

As glicoproteinas compreendem a elastina com 2% da massa seca do tendao,
forma as fibras elasticas e ddo a matriz extracelular as propriedades elasticas. A
fibronectina interage as células com a matriz e participa nos processos de reparo e na
regeneracdo do tecido, o COMP (Proteina Cartilaginosa da Matriz Oligométrica)
pertence a familia da Trombospondina 5 € o maior componente com 3% da massa
seca estar localizado em todo o tenddo possuem o papel de influenciar a estrutura
como interagir a célula com a matriz e a tenascina-C realiza o alinhamento e a
organizacao das fibrilas de colagenos (RILEY, 2005; SHARMA; MAFFULLI, 2006).

A fibrila de colageno é produzida pelo reticulo endoplasmatico das células e é
constituida por trés longas cadeias a de polipeptideos(duas subunidades a 1 e uma a
2) compostos por moléculas de aminoacidos como glicina seguido pela prolina ou
lisina sendo que € frequentemente ocupado pela hidroxiprolina. A hidroxilac&o
enzimética produz a hidroxiprolina ou hidroxilisina que séo derivacdes a partir da
prolina e da lisina( CANTY; KADLER; 2002, 2005, JUNIOR et al., 1997 ).

21



No reticulo endoplasmético a fibrila chamada de procolagenos é sintetizada
comecando na extremidade C - terminal até a N - terminal. A ligacdo entre trés
moléculas de procolageno por ligacdo de dissulfeto forma a triplice hélice a de
polipeptideo citado anteriormente. A agregacao de varias cadeias inicialmente forma a
microfibrila e posteriormente passa a formar a fibrila (Figura 3) (CANTY; KADLER,
2002, 2005; HALASZ et al., 2007).

Apos ser formada a fibrila passa para o complexo de Golgi e através das
vesiculas secretoras a mesma € entdo liberada para a matriz extracelular sendo
posicionada entre as células. Atua como uma principal fonte de resisténcia mecanica
para o tecido tendineo (CANTY; KADLER; 2002, 2005; CANTY; LU; KADLER, 2012).

Apods a compreensao das caracteristicas normais do tendao, torna-se mais facil
o0 entendimento sobre as alteracfes histopatologicas e bioguimicas do tenddo em

resposta ha uma injdria, que serdo descritas logo abaixo.
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Matriz extracelular

Colageno tipo |

tenoblasto
N-terminal
tenocitos
Glicina M /‘-
(Gly) X Y o,

procolageno

A triplice hélice de cadeias a polipeptidea
formacao de fibrila

Figura 3: llustracdo da organizacdo histolégica tendinea e molecular de uma fibra de colageno do
tenddo saudavel. Mostra a composicdo celular envolvendo o colageno e a matriz. Em baixo, a
esquerda, as trés longas cadeias a com as respectivas subunidades compostos por trés tipos de
molécula de aminoacidos e a direita no formato de uma triplice hélice, formando uma fibrila.

Fonte: Dados do autor e adaptado de RILEY, 2005.
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1.3A Tendinopatia

A terminologia adequada em nomear uma alteracdo tecidual no tenddo em
resposta a uma lesdo é a tendinopatia. Apesar ser um pouco confuso o seu
significado comparado aos outros autores, Franceshi e colaboradores 2014 deixam
bem claro o seu significado. Consiste em uma desordem musculo esquelética que
atinge os tenddes, principalmente o patelar, Aquileo e do manguito rotador, e 0s
tecidos circundantes.

Quanto as definicdes das terminologias tendinites e tendinoses, o primeiro
significa presenca de elementos inflamatorios em resposta a uma lesdo e o ultimo
expressa a degeneracdo tendinea em resposta a lesdo, mas com auséncia de
elementos inflamatérios. A diferenca entre os termos, de fato acontece apds a
realizacdo de um estudo histolégico (FREDBERG; PEDERSEN, 2008; DAKIN;
DUDHIA; SMITH, 2014).

A etiologia é multifatorial e os sinais e sintomas da tendinopatia sao: quadro
algico na palpacdo e no movimento ativo ou passivo, sensibilidade focal, edema,
fraqueza e diminuicdo da mobilidade do tecido no local da lesdo (MILLAR; MURRELL,;
MCLNNES, 2012; FRANCESHI et al., 2014).

Dentre os aspectos fisiopatoldgicos da lesédo tendinea, destaca-se o aumento
na producédo de colageno tipo Ill comparado ao tipo | em resposta a lesdo. O colageno
do tipo Il além de ser pouco resistente e desorganizado, predispde o individuo a re-
rupturas espontaneas (Figura — 4) (MAFFULLI et al., 2000; KADER, et al., 2002
MILLAR; MURRELL; MCLNNES, 2012).

Na matriz extracelular ocorre o aumento das proteoglicanas e das
glicosaminoglicanas. O aumento na expressdo de glicosaminoglicanas estimula o
aumento dos niveis das grandes proteoglicanas como agrecanas e versicanas que
influenciam na retencdo de um grande volume de agua no tecido. Ja as pequenas
proteoglicanas como o decorina, fiboromodulina e biglicana contribuem para a
degeneracédo da rede de colageno (PARKINSON et al., 2011; MILLAR; MURRELL;
MCLNNES, 2012).

As glicoproteinas envolvendo a tenascina—c e a fibronectina também se
apresentam em grande quantidade no tecido lesado. De modo que a tenascina-c

expressa uma isoforma diferente ligada a fragmentos de pequenas moléculas
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peptidicas que pode clivar o coldgeno através do controle enzimatico. Ja a
fibronectina apenas acumula-se no tecido necrético e na fibrila (RILEY, 2005).

Na tendinopatia, o tenddo € composto por uma grande quantidade de células
com um formato mais ovoide chamadas de tenocitos, que através da liberacdo de
mediadores quimicos estimulam a formacdo de novos vasos sanguineos
acompanhado por neuroplasticidade (FREDBERG; PEDERSEN, 2008; BACKMAN et
al., 2011; MILLAR; MURRELL; MCLNNES, 2012)

Em relacédo as alteracdes macroscopicas sao observadas aumento do volume
tecidual de coloracdo amarela-marrom ou acinzentado com pouca birrefringéncia e
textura pouco consistente (FREDBERG; PEDERSEN, 2008; MILLAR; MURRELL,
MCLNNES, 2012).

Para entender aprofundadamente como ocorre a alteracéo tecidual envolvendo
células inflamatérias com liberagdo de mediadores quimicos passando pelas trés
fases de reparo tecidual faz necesséario o entendimento da fisiopatologia da lesédo

tendinea que sera descrito logo a seguir.
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Tenddo Colageno tipo | Matriz extracelular

lesionado organizado alterada

/ Colageno tipo llI
/y desorganizado
@

tendcito
\

[

N-terminal

Glicina

Gly X Y

procolageno

C-terminal

Figura-4: llustragdo da estrutura histolégica tendinea e molecular de uma fibra de colageno apds uma
injaria. Notar: a esquerda alteracdo macroscopica da morfologia do tendédo e a direita a composicao
microscopica alterada do mesmo (acima). A esquerda notar as cadeias de procolageno composta
apenas por trés subunidade a -1 e com as mesmas trés moléculas de aminoéacidos. A direita cadeia
polipeptidio formando uma tripla hélice resultando em uma fibrila de colageno tipo Il desorganizado e
de pouca resisténcia (abaixo).

Fonte: Dados do autor
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1.4 Afisiopatologia da leséo tendinea

A ruptura do tenddo resulta em uma resposta inflamatéria associada com
alteracdes histopatoldgicas, bioquimicas e moleculares com a presenca de elementos
inflamatorios e estendem-se de um até cerca de sete dias apds a lesdo (KADER et
al., 2002).

Essa resposta inflamatoria é iniciada com a ativacao do Fator Nuclear Kappa B
(NFk-B) através da separacao das subunidades p-65 e p-50 do seu inibidor protéico
IKb-a. Em condi¢des fisioldégicas o inibidor protéico liga-se as duas subunidades
formando um heterodimero,localizado no citoplasma e, impede que as mesmas
possam deslocar-se ao nucleo (WANG; TANG; YENARI, 2007; ZHU et al., 2014).

A separacdo ocorre através da fosforizacdo do inibidor por uma das vias de
sinalizacdo que possibilita ser ubiquitinizado e finalmente degradado pela protease
26S. Desse modo ficam livres as duas subunidades para movimentar-se em dire¢céo
ao nucleo, para que o NFk-B possa se ligar a um dominio especifico do DNA,
estimulando a regulacdo da transcricdo génica do COX, NOS, TNF-a e da
interleucina- B (IL1-B) em resposta a lesdo tendinea na fase aguda (WANG; TANG,;
YENARI, 2007; ZHU et al., 2014).

A ciclooxigenase conhecida como COX é um homodimero localizado no
reticulo plasmatico das células. Apresentam-se em duas isoformas, a COX-1 e a
COX-2. A COX-1 é encontrada em todas as células e é responsavel por mediar as
respostas fisioldgicas das mesmas. A COX-2 é encontrada em varias células e a sua
expressao ocorre através dos estimulos de mediadores inflamatoérios, de modo que
uma vez expressa € responsavel pela regulacdo parcial do processo inflamatorio
(VANE et al 1993; NOGAWA et al., 1997; MINGHETTI, 2004; YU et al., 2014).

Existe um terceiro tipo, a COX-3. Estéa localizada no cortex cerebral, mas a sua
funcdo ainda € pouco conhecida (VANE et al.,, 1993; NOGAWA et al.,, 1997;
MINGHETTI, 2004; YU et al., 2014).

Qualquer que seja a isoforma, a via de produgdo do mediador pré-inflamatorio
lipidico € a mesma; a enzima catalisa o acido araquidbénico para converter em
prostaglandinas. Uma vez produzida é liberada para recrutar as células inflamatoérias

ao local da lesdo como também estimula a sintese de outros mediadores inflamatoérios
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tais como bradicinina, histamina, serotonia, TNF- a, IL-18 e o VEGF (ISHIDA et al.,
2010; YU et al., 2014).

De acordo com Besson (1997) a histamina e a serotonina sao substancias
guimicas, que geram o estimulo nociceptivo nas terminacdes nervosas da fibra C e
transmitem essas informagfes para o sistema nervoso central na geragdo da dor
aguda. A bradicinina, no entanto apenas intensifica a sensacdo dolorosa que € uma
caracteristica marcante da tendinopatia aguda (DAKIN; DUDHIA; SMITH, 2014).

Outro aspecto da fase inflamatdria consiste na producéo de pequenos ramos
nervosos associados com a formacdo de novos vasos sanguineos, produzidos
através do VEGF (fator de crescimento vascular endotelial) pelos macrofagos. Junto
com outros mediadores inflamatérios como a bradicinina, histamina e, fator ativador
de plaquetas, realizam principalmente a neoangiogenese, para aumentar 0 aporte
sanguineo a fim de atender as demandas do tecido lesado, como também alterar a
permeabilidade vascular para facilitar a migracdo de células inflamatorias ao local da
lesdo (KANER et al., 2000; THICHETT, ARMSTRONG, MILLAR, 2002; DANTON,
DIETRICH, 2003; BAHATIA, MOOCHHALA, 2004, REES; STRIDE; SCOTT, 2013).

As células inflamatérias tais como neutrofilo, mondécitos, macrofagos entre
outras chegam em grande numero ao local da lesdo atraidas pelos fatores
guimiotaxicos e realizam a fagocitose. Ao mesmo tempo o TNF- a e a IL-1B séo
liberados para induzir apoptose celular através da via de sinalizacdo do dominio de
morte associado por fas (FADD) com caspases-3 contribuindo com a degradacéo do
tecido tendineo (KOCHANEK; HALLENBERK,1992; WANG; TANG; YENARI, 2007;
XU, MURRELL, 2008; ALBERTS et al., 2010; MOURA et al., 2012; FREIRE, DYKE,
2013).

A prostaglandina pode agravar a lesdo tendinea através do seu efeito toxico
sobre as ceélulas produzindo um dano secundario ao tecido. Associado a
prostaglandina, o Oxido Nitrico (NO), presente no local apds a leséo, é um pequeno
radical livre sintetizado a partir da oxidagao da L- arginina, o que pode ser realizado
pelas trés isoenzimas chamadas de Oxido nitrico sintase(NOS), sendo a tipo Il
(INOS), o principal envolvida na inflamacdo. O NO pode levar a citotoxidade nas
células, dependendo da concentracdo em questdo. A sua presenca no tecido pode
ser avaliada através da quantificacdo de nitrato ou nitrito, produtos da reacdo do NO
com o0 oxigénio e a agua (NOGAWA et al., 1997;FILHO; ZILBERSTEIN, 2000;
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MOLLOQY et al., 2006; WANG; TANG; YENARI, 2007; ALBERTS et al., 2010; YU et
al., 2014).

O estresse oxidativo também estad envolvido na degradacdo do tenddo e é
resultado do desequilibrio entre os mecanismos oxidantes e antioxidantes. Os
mecanismos oxidantes envolvem as espécies reativas de oxigénio (ROS), enquanto
0S mecanismos antioxidantes endogenos, envolvem as enzimas superoxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase. Tal desequilibrio pode causar danos na
membrana celular como também ao DNA levando as células a morte (WANG,
MURRELL, WANG, 2007; VOLP et al., 2008; BARBOSA et al., 2010; COSTA et al.,
2012; YU et al., 2014).

O excesso de radicais livres no tend&o lesionado estimula o aumento da
producdo das metaloproteinases (MMPs) na matriz extracelular como também as
ativa. Essas enzimas tem funcao crucial na clivagem do colageno da matriz, portanto,
estdo envolvidas diretamente no dano tendineo. No tenddo normal a concentracdo
das MMPs é muito baixa sendo sua acdo controlada pela TIMPs(inibidores de
metaloproteinases). A MMP do tipo MMP-9 é altamente expressa na inflamacéo e a
sua funcdo é realizar a degradacdo do colageno na fase aguda, agravando a leséo
tendinea( WANG, MURRELL, WANG, 2007; XU, MURRELL, 2008; COSTA et al.,
2012; ARO et al., 2013 ).

A resposta inflamatéria chega ao seu desfecho mostrando as principais
caracteristicas que sdo: concentracdo de uma grande variedade de mediadores
inflamatérios tendo a prostaglandina o mediador responsavel em orquestrar a
formacdo da cascata inflamatéria, seguido da alta concentracdo de células
inflamatorias no local da lesdo e a degradacdo do tecido seguido por varias vias
resultando na modificacdo morfolégica, bioquimica e molecular do tendéo.

Estas caracteristicas manifestaram ser semelhantes em modelo animal do tipo
rato da linhagem Sprague-Dawley, na pesquisa de Sullo et al (2001) quando 0 mesmo
aplicou prostaglandina E1 no tenddo de Aquiles dos animais e observou a
degradacao tendinea como consequéncia. Dessa forma, o respectivo modelo animal
demonstrou que a substancia produzida na inflamacéo prejudica o processo de reparo
devido efeito danoso secundario ocasionando uma modificacdo morfoldgica,
bioquimica e molecular compativel a observado em estudos com tenddes humanos

lesionados.
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Apesar das fases de reparo serem sobrepostas, estima-se que a fase
proliferativa é iniciada apés a inflamagdo e estende-se até 21 dias. Consiste na
migracao de fibroblastos a partir de tecidos préximos ao local da lesdo, acompanhado
da diferenciacdo e proliferacdo em células tendineas, fenbmeno realizado pela acéo
conjunta de mediadores quimicos incluindo citocinas e fatores de crescimento
transformante-f (TGF- B) liberados pelas plaquetas e macrofagos que também
regulam a producéo e a liberacdo de colageno do tipo Ill e outros componentes da
matriz (KADER et al., 2002; KAWAMURA et al., 2005; ARO et al., 2013).

No tecido encontra-se um grande numero de tenoblasto, com alta atividade
metabdlica, produzindo e liberando em grande quantidade os componentes da matriz.
No tecido também €é observado grande quantidade de agua circundando o colageno
tipo Il recém-formados. Esse tipo de colageno comeca a ser gradualmente
substituidos pelo colageno tipo | entre 12 e 14 dias ap0s a lesdo, culminando em
aumento progressivo da forca tensiva. A atividade de reparo tem como suporte as
extensas redes de vasos sanguineos, sustentando a formacdo do tecido de
granulacdo (KADER et al., 2002 XU, MURRELL, 2008; PARKINSON et al., 2011;
MASSOUD, 2013; HENDERSON, MILLIS, 2014).

Por fim, a fase de remodelamento comeca na terceira semana e termina
aproximadamente em um ano. Tem como resultado um tecido cicatricial com
aspectos mais préoximos do tendao saudavel, porém menos resistente, apresenta
reducdo do numero de células, baixa atividade metabdlica dentre as remanescentes e
aumento da producao do colageno tipo | com orientacdo longitudinal. Nessa fase, as
MMP-2 também sdo ativadas para remodelar o tecido cicatricial, degradando o
excesso desses componentes. A vascularizacdo tendinea tende a reducdo e a
birrefringéncia € aumentada; Todas essas caracteristicas que o tendao adquire no
final do remodelamento concluem, dentro do possivel, o processo de cicatrizacao.
llustracdes dos trés processos de reparo sdo mostradas na Figura 5 (KADER et al.,
2002; BOUVET et al., 2005; ARO et al., 2013; MASSOUD, 2013).
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.Inflammation

Remodeling

Proliferation

Figura-5: Etapas do processo de reparo. O reparo tem inicio apds a injuria do tenddo de Aquiles (a
esquerda) com a fase inflamatéria seguida da proliferativa e terminando na fase de remodelamento
(sequir as setas). O processo culmina na formagéo do tecido cicatricial, que ndo tem a mesma
resisténcia e capacidade funcional do tend&@o de Aquiles antes da lesdo (a direita)

Fonte: Adaptado de OZKAYA et al., 2009; HUANG et al., 2014.



1.5 Estudos da acdo antioxidante e antiinflamatéria de Euterpe Oleracea

Euterpe oleracea, conhecido popularmente como “agai”, € uma espécie de
palmeira, pertencente a familia das Arecaceae, nativa do norte da America do Sul;
Esta planta € encontrada na Coldmbia, Venezuela, Guiana, Suriname e no Brasil
sendo distribuido quase amplamente na regido Amazonica ao Nordeste pela mata
Atlantica até o estado da Bahia. No estado do Para a concentracao € mais intensa em
areas de planicies inundadas (COSTA; OLIVEIRA; MOURA, 2001; CHIN et al., 2008;
FAVACHO et al., 2011; XIE et al., 2011).

Na natureza esta planta € encontrada em trés espécies diferentes que s&o:
Euterpe edulis martius, Euterpe precatéria e a Euterpe oleracea (Figura 6). A primeira
espécie € encontrada na Mata Atlantica e o seu fruto € chamado de “jucara” ou “acgai”
sendo também extraido dela o palmito. Arvore seriamente ameacada de exting&o. As
duas ultimas espécies sdo encontradas na bacia Amazoénica e ambos produzem os
frutos chamados de acai. A diferenca entre as trés espécies estd na altura, no
desenvolvimento e na composicéo fitoquimica; sendo a Euterpe oleracea a mais alta e
longa palmeira com a formacao de moita de 25 plantas, que pode chegar de 18 até 33
metros de altura. Devido a grande capacidade antioxidante e um potencial efeito
antiinflamatoéria do seu fruto, essa espécie € a mais estudada. Figura. 6 (NOVELLO,
2011; KANG et al., 2012).

A semente do acai apds ser germinada, demora trés anos ou mais, para produzir
os primeiros cachos do fruto, sendo esta produgéo potencializada, em torno de cinco
a seis anos, com a producdao de trés ou quatro cachos, pesando cada cacho 3-6 kg de
fruta. A colheita ocorre em duas safras ao ano: no verdo e no inverno (INSFRAN;
BRENES; TALCOTT, 2004; FAVACHO et al., 2011).

Quando colhidas o fruto maduro pode apresentar duas variedades de coloracao
sendo elas: violacea e a branca; sendo o ultimo denominada também de verde por
causa da sua polpa verde escuro brilhante. O fruto apresenta de 1.0 para 1.5 cm de
didmetro e 10 — 12 mm de espessura (a camada comestivel) com o formato esférico
aos frutos de coloracdo violacea e o formato arredondado aos frutos de coloracdo
branca. Ambos sdo macerados manual ou mecanicamente com agua quente, para
extrair uma polpa viscosa, de modo que a variedade violacea € rica em antocianinas

com alta quantidade de polifendis antioxidantes, ja a variedade branca possui menor
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teor de 6leo na polpa (COSTA; OLIVEIRA; MOURA, 2001; GALLORI et al., 2004,
INSFRAN; BRENES; TALCOTT, 2004; INSFRAN; PERCIVAL; TALCOTT, 2006;
RODRIGUES et al., 2006; FARVACHO et al., 2011).

A partir da extracdo da polpa de acai, derivacfes de produtos sdo formadas como,
por exemplo; bebidas energéticas, licores, vinho, picolés, sorvetes, geléias,
dermocosméticos, corantes naturais para alimentos, entre outros. Todos esses
produtos sdo encontrados em supermercados, restaurantes e lojas de produtos
naturais. O Para é o estado brasileiro com a maior producdo e consumo do extrato,
consumindo ao ano cerca de 180 toneladas e por dia cerca de 2 L de polpa em
algumas regides. A capital também é o principal exportador de polpas congeladas e
dos seus produtos para outras regides do pais e do mundo como, por exemplo,
paises localizados na Europa, Asia e na America do Norte (COSTA; OLIVEIRA;
MOURA, 2001; GALLORI et al., 2004; CHIN et al., 2008; RIBEIRO et al., 2010).

Segundo Chin et al., (2008); Schreckinger et al.,(2010); Okada et al., (2011)
Favacho et al.,(2011); Feio et al.,(2012) as diferentes partes da planta sao utilizadas
na medicina popular h4 muito tempo, por exemplo, a raiz associado com a Carica
papaya, Citrus sp. (Limao) e Quassia amara (Quina) possuem efeito antimalarico; a
seiva possui acdo adstringente; a folha triturada pode auxiliar na coagulacdo
sanguinea em feridas; o 6leo extraido da semente do fruto é composto de acidos
graxos (60% monoinsaturados e 13% poliinsaturados) e possuem acédo antidiarreica,
utilizados sobretudo pelos povos da Coldmbia e Suriname e a polpa do acai € dada
atencdo especial por apresentar efeito antioxidante e antiinflamatério, sendo utilizado
nesta pesquisa através do extrato etanodico de acai no tratamento da tendinopatia
aguda, ocasionada pela injuria completa do tenddo de Aquiles de ratos, na intencao

de avaliar a reducdo dos danos secundarios ocasionados pelo processo inflamatério.

33



Figura 6: As trés espécies da arvore palmeira da familia da Arecaceae: (A) Euterpe edulis martius; (B)

Euterpe precatéria; (C) Euterpe oleracea com moita de mdultiplas arvores
Fonte: Adaptado de NOVELLO, 2011; KANG et al., 2012.
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Os frutos da Euterpe oleracea sdo 0s mais consumidos por apresentar alta
atividade antioxidante e antiinflamatéria, sustentada pelas antocianinas e Varios
compostos polifendlicos que compdem a polpa do fruto. As antocianinas séo
pigmentos vegetais associados aos flavonoides e outros polifendis formam um grupo
chamado de flavonoides (INSFRAN; BRENES; TALCOTT, 2004; VOLP et al., 2008;
SPADA et al., 2009; POULOSE et al., 2012).

De acordo com Talcott et al.,(2008), Schreckinger et al.,(2010) e Moura et
al.,(2012) a cianidina 3 - O - glicosideo e a cianidina - 3 - O - rutinosideo sédo as
antocianinas com a maior constituicdo no composto fitoquimico do acai.Todas as
antocianinas, flavonoides e outros compostos polifendlicos estdo descritos na
Tabelal.

Rodrigues et al.,(2006) descreve que a polpa do fruto contem 63-81% de
celulose e hemicelulose, seguido por 5-6% de proteinas, 2-6% de minerais e 2-3% de
lipideos. Todos esses compostos sdo apresentados na Tabela 2.

Na extracdo dos compostos fitoquimicos do acai em uma quantidade
considerada, o extrato etandlico, foi utilizado, nesta pesquisa. Embora a extracdo dos
compostos seja superior no extrato metandélico se comparado ao primeiro, estudos in
vitro demonstram alteracdes na viabilidade celular. Além disso, a quantidade de
composto extraido em um determinado solvente influencia na capacidade antioxidante
e antiinflamatdria do fruto em questdo (POULOSE et al., 2012).

Apods o processo de extracdo, o extrato etandlico foi utilizado nesta pesquisa
por apresentar menos risco de citotoxidade para as células do tecido tendineo.
Recentes estudos mostram que, quando aplicados os componentes fitoquimicos do
acai in vivo, os mesmos apresentam como uma das bioatividades a capacidade de
neutralizar a maioria dos radicais livres especialmente as espécies reativas de
oxigénio tais como: o anion superoxido, radical hidroxila e radical peréxido que, em
grande quantidade, podem contribuir para uma resposta inflamatéria generalizada
associada com danos teciduais (SCHAUSS et al., 2006; VOLP et al., 2008; SUN et
al., 2010; POULOSE et al., 2012).

Ao mesmo tempo, estudos demonstram que 0s compostos fitoquimicos podem
penetrar no interior da célula e controlar as vias de sinalizacdo como: a via NFKJ
constituido pelo IKB cinase; que é um complexo mutiproteico contendo duas
serinatreonina cinase (IKKa e IKKB) e a via proteina cinase ativado por mitdégeno
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(MAP-cinase). Ambos estdo implicados na producdo da resposta inflamatéria em
qualquer célula, inclusive nos tenocitos. Os polifendis atuam sobre o IKB evitando a
sua fosforilagdo, permitindo a continuacédo da ligacdo do IKBa com a p.65 e a p.50,
subunidades do NFk- para evitar a migragdo do mesmo ao nucleo da célula. Na via
MAP- cinase os polifendis pode evitar a fosforilagdo de alguns elementos da via,
desse modo a reduzir a ativacdo do fator de transcricdo. De maneira geral os
flavondides impedem que ambas as vias possam estimular a producédo do COX2 e da
INOS como também de outros mediadores inflamatério(TNF-a,IL-18), reduzindo
diretamente a producdo da prostaglandina e do oxido nitrico e proporcionado o efeito
antiinflamatério e antioxidante que vem sendo relatado em varios estudos (ALBERTS
et al., 2010; JENSEN et al., 2011; XIE et al., 2012; POULOSE et al., 2012).
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Tabela 1: Composicéo fotoquimica da Euterpe oleracea.

Componentes

Constituintes

Antocianinas

cianidina — 3 - glicosideo; cianidina — 3 - rutinosideo;
cianidina — 3 - O arabinoside; cianidina- 3- O- arabinosylara- binoside;
cianidina- 3- sambubiosides; feonidina -3 -rutinoside;delfinidina; malvinidina;
pelargonidina;peonidina

Carotendides

luteina; a-caroteno; B-caroteno

Flavonas luteina; luteina- 8- glicosideo;quercetina; dihydrokaempferol; chrysoerial;
taxifolina; taxifolina-3-rammosideo; apinegina; apinegina-6-glicosideo;
catequina; velutin; orientina; isovitexina; scoparin; deoxyhexose
Fendlicos acido oléico; acido palmitico; acido valinico; acido gélico; acido

benzéico; acido estearico; acido linoléico; acido hidroxibenzoéicos

Fonte: GALLORI et al., 2004; MENEZES; TORRES; SRUR, 2008; TALCOTT et al., 2008; SPADA et al.,
2009; RIBEIRO et al., 2010; SCHRECKINGER et al., 2010; FAVACHO et al., 2011; MOURA et al.,
2012; POULOSE et al.,, 2012; XIE et al.,, 2012. Os constituintes de maior concentracdo de cada

componente estao destacados em negrito.
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Tabela 2: Composicao fitoquimica e valor nutricional da Euterpe oleracea.

Componentes

Concentrag@es (mg/100g)

Quantidade de
matéria seca

Matéria seca % 15.0
Proteinas 9/100g 13.0
Lipideos g/100g 48.0

Gordura monoinsaturada 9/100g 28.8
Gordura poliinsaturada 0/100g 6.24
Carboidratos g/100g 1.50
Frutose g/100g 0.00
Glicose g/100g 1.50
Sacarose g/100g 0.00
Fibras g/100g 34.0
Energia Kcal/100g 66.3

Cinza 9/100g 3.50

Saodio mg/100g 56.4
Potassio mg/100g 932

Célcio g/100g 286
Magnésio g/100g 174

Ferro g/100g 1.50

Cobre g/100g 1.70

Zinco g/100g 7.00

Fosforo 9/100g 124
Vitamina B1 0/100g 0.25
a-tocoferol g/100g 45.0

(vitamina E)

Acido ascorbico mg/100g 15.70

(vitamina C)

Aluminio mg/100g 0.36
Manganés mg/100g 10.71
Cobalto mg/100g 0.009
Niquel mg/100g 0.28
Arsénio mg/100g < 0.004
Rubidio mg/100g 5
Molibdénio mg/100g 0.013
Selénio mg/100g <0.02
Prata mg/100g < 0.0002
Cédmio mg/100g < 0.0002
Bério mg/100g 0.34
Mercurio mg/100g <0.01
Chumbo mg/100g 0.014
Tério mg/100g 0.002
Urénio mg/100g < 0.0001
Estréncio mg/100g 0.79
Antimdnio mg/100g < 0.0002

Fonte: RODRIGUES et al., 2006; MENEZES; TORRES; SRUR, 2008; SPADA et al., 2009; FEIO et al.,

2012.
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2. OBJETIVOS

Geral

Investigar o efeito antiinflamatério e pro-regenerativo do extrato etandlico de acai

(Euterpe oleracea) em modelo de ruptura total do tenddo de Aquiles em ratos.

Especificos

e Observar o padrao histolégico de organizacdo no tecido tendineo, em modelo
de lesdo em ratos apds o tratamento local com extrato etandlico de Euterpe
oleracea.

e Analisar a orientacdo das fibras de colageno, através da autofluorescéncia, em
modelo de lesdo tendinea em ratos, tratados localmente com extrato etanolico
de Euterpe oleracea.

e Avaliar a expressdo da COX2 na fase aguda da ruptura do tenddo apés o
tratamento local com o extrato etandlico de Euterpe oleracea.

e Verificar os niveis de nitrito na fase aguda da ruptura do tenddo apés o

tratamento local com extrato etandlico de Euterpe oleracea.
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3. MATERIAL E METODO

Modelo animal

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos, pesando aproximadamente
250 a 300 gramas. Os animais sao provenientes do biotério do Instituto de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal do Pard. Os ratos permaneceram alojados em
gaiolas padréo, sendo respeitado o ciclo claro-escuro de 12horas com alimentacao e
agua ad libitum. Para realizar a analise histoldgica, da autofluorescéncia do colageno
tendineo e da imunofluorescéncia foram utilizados 3 animais por grupo enquanto 5
animais foram usados para a dosagem de nitrito. Esta pesquisa foi submetida e
aprovada pelo comité de ética (CEPAE parecer 206-14 da UFPA).

Procedimento cirdrgico

Os anestésicos Ketamina 10% (80mg/kg) e Cloridrato de Xilazina a 2%
(12mg/kg) foram aplicados por via intraperitoneal. Em seguida, a regido posterior da
pata traseira direita do animal foi tricotomizada manualmente. Com um bisturi ocorreu
uma inciséo de 0,5 cm acima da insercao do tend&o calcaneo, o qual ficou exposto e
foi suturado com a técnica cirtrgica de Kessler modificado. Apds a seccéo total feita
por uma tesoura cirargica, as partes do tendao foram unidas e por ultimo a pele foi
suturada com um ponto simples. A linha utilizada foi de nylon ndo absorvivel n° 4.0.

Todos os procedimentos foram feitos de forma assépticas.

Grupos experimentais

Quatro grupos foram utilizados nesta pesquisa: O primeiro, grupo controle, ndo
possui lesdo tendinea nem tratamento. Ja os trés grupos restantes foram submetidos
a leséo tendinea. Ao grupo veiculo, foi aplicada solugcéo salina de concentragcéao 0,9
%. No grupo extrato de E. Oleracea foi utilizado o extrato etandlico de Euterpe.
oleracea na concentracdo de 125 pg/ml. De acordo com Poulose et al., (2012) essa
concentragdo apresentou o melhor efeito tanto antioxidante quanto antiinflamatorio.

E no dltimo grupo, denominado metilprednisolona, os animais receberam um
farmaco de acgdo antiinflamatoria de carater esteroidal, como controle positivo na

concentragcéo de 30mg/kg.
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Obtencao do extrato etandlico de Euterpe Oleracea

Os frutos da E. oleracea foram coletados no sitio Pinheiro localizado na BR010
do municipio de Irituia- PA. Em seguida foram lavados e secados em uma estufa a
35°C para a estabilizacdo do conteudo enzimatico e a retirada da umidade da polpa
do fruto, durante uma semana. Para a extracdo, foram utilizados como solventes 4gua
e etanol ha 70% em um volume total de 800 ml para 150g do fruto.

Apoés 48h em que os frutos ficaram embebidos por esta solucdo de solvente,
apenas o etanol foi reciclado a cada 24h. Imediatamente a solucéo foi filtrada em uma
bomba a vacuo para a retirada de impurezas e posteriormente encaminhada ha um
rotaevaporador para eliminar o solvente volati como etanol em quantidade
considerada através da evaporacédo, permanecendo apenas o extrato composto pelos

fitoconstituintes do referido fruto.

Delineamento experimental

Apos o procedimento cirdrgico, a cada dois dias até o 6° dia pds-lesdo os
animais receberam solucdo salina ou extrato etandlico de Euterpe oleracea, ambos
com o volume de 40ul. O grupo tratado com metilprednisolona recebeu uma Unica
dose de 64 pl da droga no dia dois. Todas as aplicacdes ocorreram localmente na
regido peritendinea.

Os animais foram eutanasiados por meio de guilhotina nos dias 07, 14 e 21
para obtencdo do material biolégico. No sétimo dia foi realizada uma analise
histolégica e da autofluorescéncia de colageno para avaliar o padrao de organizagao
tecidual, em seguida foi realizado a marcacgéo e avaliacdo da enzima COX2 no tecido
tendineo.

Na dosagem de nitrito uma analise bioquimica foi realizada para avaliar as
diferentes concentracdes de nitrito das amostras. Ja no décimo quarto e no vigésimo
primeiro dia, apenas foi realizado uma analise histologica e da autofluorescéncia de
coldgeno para avaliar uma possivel alteragdo no padrdo de organizacdo tecidual
referente a fase de proliferacdo e de remodelamento apdés o tratamento na fase

inflamatoria.
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Processamento histolégico da amostra

Apéds isolamento dos materiais biolégicos os mesmos foram imediatamente
fixados em paraformoldeido 4% por 24 horas, em seguida lavados em PBS onde
foram mantidos até o dia anterior ao da realizacdo dos cortes. Para isso, as pecas
foram crioprotegidas em concentracdes crescentes de sacarose (10%, 20% e 30%)
diluida em tampéo fosfato a 0,1M.

Na realizacdo dos cortes, os tecidos foram blocados em Tissue Tek (Sakura
Finetek, Inc., Califérnia, USA) para serem cortados em espessura de 10 um pelo
criostato (Leica, CM3050 S) em temperatura de -24°C seguindo a orientacao
longitudinal do tend&o.

Uma vez cortados, os cortes foram transferidos para laminas histolégicas que
foram armazenadas em caixa porta laminas de plastico e encaminhadas ao freezer a
temperatura de -4°C, no qual os mesmos foram conservados e posteriormente

utilizados para as analises abaixo.

Marcacado por hematoxilina - eosina e autofluorescéncia do colageno

Para avaliar a organizacdo celular e a trajetéria das fibras de colageno, nos
dias 07, 14 e 21, primeiramente, os cortes do tecido tendineo, ficaram imersos por 5
minutos em &gua destilada para hidratd-los, em seguida, os mesmos foram
mergulhados em alcool de concentracfes crescentes de 50%, 60%, 70%, 80% e 90%
durante 2 minutos. Logo apds, foram corados por hematoxilina de Harris e eosina
durante 20 segundos cada.

Para retirar 0o excesso dos corantes foi utilizado o alcool acido a 1% e
imediatamente, as laminas foram montadas em Permout ®(Fisher Scientific.New
Jersey, USA) e conduzidas ao microscopio de campo claro (Nikon eclipse Ni) com
objetiva de 20x para possibilitar a visualizacdo das por¢des, ventral, medial e dorsal
do tecido tendineo e examinar os diferentes padrdes de organizacao tecidual entre os
distintos grupos.

Na analise da trajetoria dos feixes de colageno do referido tecido, os cortes
corados por hematoxilina e eosina também foram conduzidos ao mesmo microscopio,
com objetiva de 40x, porém com a utilizacéo da fluorescéncia e de um filtro especifico,

para a excitagdo da autofluorescéncia do colageno.
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Para auxiliar na avaliacdo do padrdao de organizagédo tecidual no tendao de
Aquiles dos ratos, as imagens da autofluorescéncia foram capturadas através de uma

camera digital acoplada ao microscopio.

Imunofluorescéncia

A imunofluorescéncia para COX2 foi realizada em amostras coletadas no
sétimo dia pos lesdo. Para isso foi utilizado o anticorpo primario COX2, produzido em
cabra, e como secundario o Alexa fluor 594, produzido em burro e anti-cabra.

O anticorpo primario foi diluido em solugdo de diluicdo composta por PBS,
triton X-100 e BSA a 1% (1/200) enquanto o secundario foi diluido em PBS e BSA 1%
(1/1000). Para a marcacao dos nucleos de tenoblastos o marcador DAPI foi utilizado
(1/10.000). O microscopio de fluorescéncia com os filtros adequados e com a objetiva

de 20x foi utilizado para a visualizagéo dos cortes com as respectivas marcacoes.

Analise bioquimica

Para a dosagem de nitrito, o tendao foi cortado em varios pedacos na placa de
petri e transferido para o Poter juntamente com o tampéo de lise TNE(Tris-
Hidroximetil/cloreto de sddio e EDTA, 3ml ) a fim de ser homogeneizado.

As amostras, depois de homogeneizadas, foram transferidas para eppendorfs e
mantidas a -4°C para a dosagem posterior. O homogeneizado foi encaminhado a
centrifuga para extrair o sobrenadante.

Uma microplaca de 96 pocos foi utilizada para a dosagem de nitrito, para isso,
além do volume de 25ul das amostras, o equivalente volume do reagente de Griess
composto por naftileno (0.1%), sulfanilamida (1%) e acido fosférico (5%) foi
adicionado a cada poco e os valores de absorbancia de nitrito foram mensurados por
um leitor de microplaca (Biotek ELX-800) ap6s ajuste do comprimento de onda para
630nm.

A concentracao de nitrito das amostras foi calculada com base nos valores de

absorbancia obtidos de uma curva padrao de nitrito.
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Analise estatistica

Os dados da concentracdo de nitrito foram expressos como média + desvio
padrdo. O programa estatistico usado foi o BioEstat 5.0. Os resultados foram
comparados aos diferentes grupos através do teste de Analise de Variancia (ANOVA)
de um critério, seguido de Tukey como pdés-teste para comparar as diferentes médias

entre os grupos. Valores de p < 0.05 foram considerados significativos.
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4. RESULTADOS

4.1ANALISE DO PADRAO DE ORGANIZACAO TECIDUAL APOS A RUPTURA
COMPLETA DO TENDAO DE AQUILES DE RATOS WISTAR TRATADOS
LOCALMENTE COM EXTRATO ETANOLICO DE Euterpe Oleracea

Para a andlise histoldgica, secfes longitudinais do tenddo de Aquiles foram
coradas com hematoxilina e eosina a fim de verificar o padrdo de organizacéo
tecidual entre os grupos Controle, Veiculo, Metilprednisolona e Extrato etandlico
de Euterpe oleracea.

No grupo controle foi observado um padrdo organizado, com células
fusiformes, alongadas e alinhadas em fileiras (Figura 7 a). Os demais grupos
foram analisados em 7, 14 e 21 dia pds-injaria.

No grupo veiculo foi observado um padrdo desorganizado, com células mais
arredondadas, em maior densidade e sem direcdo definida. A matriz extracelular
deste grupo apresentou uma quantidade expressiva de lacunas (indicado por*),
sugerindo maior degeneragéo tecidual e edema (Figura 7 b).

No grupo da metilprednisolona foi observado também a desorganizacao por
todo o tecido, assim como a desorientacao das fibras de colageno e dos tendcitos,
0s quais apresentavam morfologia ligeiramente arredondada e com densidade
moderada e com maior tendéncia a seguir uma diregdo definida. A matriz
extracelular apresentou lacunas (indicado por *) distribuidas moderadamente de
modo difuso na area tecidual analisada, sugerindo uma degeneracao tecidual de
menor intensidade se comparado ao veiculo (Figura 7 c).

O grupo tratado com extrato etanodlico de Euterpe oleracea apresentou uma
melhor organizagdo tecidual se comparado aos grupos anteriores, sendo
observado reducdo da densidade celular, morfologia ligeiramente alongada e
orientacdo tecidual e celular definida. A matriz extracelular do referido grupo
possui lacunas (indicadas por *) em menor nuamero, distribuidos em regifes
difusas. Este grupo experimental chamou atencdo pela area preservada de
organizagéo (indicado por #) (Figura 7 d).

Terminando a fase inflamatéria e iniciando a fase proliferativa representada

pelo 14° dia, todos os grupos representados pela Figura 7e, f e g apresentaram
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um padréo desorganizado com grande densidade celular e tendéncia a orientacao
das células. Lacunas (*) ainda s&o observadas nos grupos Veiculo e
Metilprednisolona, mas ndo no grupo tratado com extrato etandlico de Euterpe
oleracea.

Na fase de remodelamento, representado pelo 21° dia, todos 0s grupos,
representados na Figura 7h, i e | apresentaram um padrao mais organizado, néo
sendo mais observadas as lacunas. As células jA seguem uma direcdo melhor

definida e menor densidade celular é notada.

46



7 dias

14 dias

21 dias

Figura 7: Histoquimica para Hematoxilina e Eosina em secc¢des longitudinais do tenddo de Aquiles de
ratos wistar. As amostras foram analisadas em microscopio 6tico de campo claro com a objetiva de 20x
para a analise do padrdo de organizacdo tecidual dos grupos: (a) Controle; (b,e,h) Veiculo; (c,f,i)
Metilprednisolona e (d,g,j) Extrato etandlico de Euterpe oleracea . Barra de escala: 80 um.
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4.2 ANALISE DA ORIENTACAO DAS FIBRAS DE COLAGENAS APOS A
RUPTURA COMPLETA DO TENDAO DE AQUILES DE RATOS WISTAR
TRATADOS LOCALMENTE COM EXTRATO ETANOLICO DE ACAI (Euterpe

Oleracea)

As fotomicrografias abaixo mostram a autofluorescéncia dos cortes do tendéo de
Aquiles de ratos Wistar, avaliados por um microscopio de fluorescéncia, tornando
possivel observar a orientacdo das fibras de colageno nos referidos grupos.

No grupo controle, (Figura 8 a) € possivel notar fibras orientadas em uma direcdo
definida (indicado por|) e células bem organizadas em fileiras. O grupo veiculo
apresentou no 7° dia (Figura 8 b) desorientacdo das fibras de colageno associado a
células sem orientacéo definida na matriz.

Os grupos tratados com metilpredinisolona e extrato etandlico de Euterpe
oleracea (Figura 8 c e d) apresentaram células e fibras de coldgeno com orientacéo
melhor definida (indicado por]) se comparado ao veiculo. Destaca-se que 0 grupo
tratado com o extrato etandlico de Euterpe oleracea (Figura 8 d) apresentou uma
excelente organizacdo das fibras de colageno apesar de ainda tratar-se do 7° dia pos
leséo.

No 14° (Figura 8 e, f e g) e 21° (Figura 8 h, i e j) dia todos os grupos apresentaram
células e fibras de colageno com melhor organizacdo e em direcédo definida (indicado
por]), tendo apenas o grupo tratado com metilpredinosolona(Figura 8 f) areas de
desorganizacao (indicado por #). Destaca-se novamente o melhor padrdo de
orientacdo tecidual da matriz no grupo tratado com Euterpe oleracea em todas as

fases.
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7 dias

14 dias

21 dias

Figura 8: Autofluorescéncia do colageno em diferentes fases do reparo tecidual. Observar a orientagéo
dos feixes de coldgeno nos grupos: (a) Controle; (b,e,h) Veiculo; (c,f,i) Metilprednisolona e (d,g,))

Extrato etandlico de Euterpe oleracea. Barra de escala 10 um. Secc¢bes longitudinais do tenddo de

Aquiles de ratos Wistar.
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4.3 ANALISE DO EFEITO ANTIINFLAMATORIO DO EXTRATO ETANOLICO DE
Euterpe Oleracea EM MODELO DE LESAO TENDINEA EM RATOS
WISTAR: EXPRESSAO TECIDUAL DE COX2

Para avaliar o efeito antiinflamatoério do extrato etandlico de Euterpe oleracea,
foi realizada a técnica de imunofluorescéncia a fim de avaliar o padrdo de marcacéo
da enzima COX2 entre os diferentes grupos estudados por microscopia de
fluorescéncia apos o 7° dia de leséo.

A Figura 9 a mostra o resultado para o grupo controle, em que ndo ha presenca
de marcacdo para COX2, uma vez que, de fato, ndo ha processo inflamatorio
desencadeado nesse grupo. Por outro lado, em todos os grupos que sofreram lesao é
observado a marcacao para COX2 (Figura 9b, c e d).

No grupo veiculo (Figura 9b) consideraveis marcacdes difusas para COX2 sdo
identificadas por todo o tecido.

No grupo da metilprednisolona (Figura 9 c) a marcacao para COX2 demonstra
ser pontual e consideravelmente menor que no grupo veiculo.

Por altimo o grupo tratado com o extrato etandlico de Euterpe oleracea (Figura
9 d) apresentou uma marcagdo pontual e em menor quantidade para COX2,
semelhante ao observado no grupo metilprednisolona. Desta forma, a acao
antiinflamatoria do extrato é notavel, sendo eficiente na reducdo da expressdo da

COX2 tanto quanto o antiinflamatorio esteroidal.
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Figura 9: Imunofluorescéncia para COX2 de secg¢bes do tendao de Aquiles de ratos apés 7 dias de
lesdo. (a) grupo controle, (b) grupo veiculo, (c) grupo metilprednisolona e (d) grupo extrato etandélico de
Euterpe oleracea A esquerda para Dapi ao centro marcacdo de COX2 e, a direita, a sobreposicéo de

imagens. Barra de escala 80 um.
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4.4 CONCENTRACOES DE NITRITO EM MODELO DE LESAO TENDINEA DE
RATOS WISTAR TRATADOS LOCALMENTE COM EXTRATO ETANOLICO DE

Euterpe Oleracea.

Para avaliar os niveis de atividade nitrérgica no tendao na fase aguda da lesao
foi realizada a dosagem de nitrito nos tecidos em todos os grupos no 7° dia pés injlria
(Figura. 10). Verificamos que apoés 7 dias de lesédo os niveis de nitrito do grupo veiculo
(29.33 £ 3.98 um/ml) foram significativamente (p< 0,05) mais alto se comparado ao
controle (20.07 = 5.02 pum/ml). No grupo metilpredinisolona (19.40 + 2.31) e extrato
etandlico de Euterpe oleracea (20.80 + 2.54) os niveis de nitrito encontrados eram
iguais aos valores encontrados no grupo controle, ndo havendo diferenca estatistica
entre eles.

Dessa forma, verificamos que o tratamento com metilpredinisolona ou extrato
etandlico de Euterpe oleracea levaram, igualmente, a uma reducdo nos niveis de
nitrito na fase aguda da lesao tendinea, sugerindo que o antiinflamatdrio esteroidal e o
produto natural em questdo teriam capacidades semelhantes de reduzir a atividade

nitrérgica no tecido.
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Dosagem de nitrito
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3 weiculo
B& metilprednisolona
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Figura 10: Niveis de nitrito nos tend8es dos diferentes grupos no 7° dia pés-lesdo. O grupo veiculo foi
o Unico que apresentou aumento estatisticamente significativo (p< 0,05) nos niveis de nitrito

comparado aos demais grupos.
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5 DISCUSSAO

Foi estudado o efeito do extrato etandlico de Euterpe Oleracea (agai) no
padrdo histolégico de organizacdo do tecido tendineo, levando em consideracao;
densidade e alteracdo morfolégica do nucleo das células e a trajetéria das fibras de
coldgeno no referido tecido. Também foi abordado o efeito do extrato sobre a enzima
cicloxigenase do tipo Il (COX 2) sendo a principal responsavel pelo processo
inflamatorio junto com o éxido nitrico (NO) produzido pela enzima oxido nitrico sintase

induzivel (iNOS) no qual a sua presenca no tecido é representada pelo nitrito.

Neste estudo a marcacdo da COX2 e a mensuracao do nivel de nitrito tecidual
sdo utilizadas como parametro, para avaliar a intensidade inflamat6ria manifestada
ap6s uma injuria total do tenddao de Aquiles de ratos Wistar que pode influenciar na
alteracdo da propriedade mecéanica do tecido, culminando com a alteracdo do padréo

histolégico de organizacdo em nosso modelo experimental de leséo.

Dependendo da resposta inflamatéria, os constituintes microscopicos do tecido
sendo eles as células, fibras de coldgeno e a matriz extracelular podem ser

intensamente modificadas morfologicamente.

De acordo com Cook et al 2004 esta modificacdo estar relacionada através da
resposta destes constituintes perante estimulos diversos como mediadores
inflamatorios entre eles a prostaglandina liberados a partir de uma leséo tecidual, que
pode induzir a reducao da carga mecanica em toda a extenséo do tecido ( DEVKOTA,
2007).

Comparando estas informacdes com o0s resultados da nossa analise
histolégica; o grupo do extrato etandlico de Euterpe Oleracea (acai) aplicado na fase
inflamatoria, teve como padrdo histoldgico; tenocitos organizados em menor
densidade e ligeiramente alongada, associada com as fibras de colageno seguindo
uma mesma direcdo. Também foi observada na matriz extracelular, pouca quantidade
de lacunas distribuidas de modo difuso e uma area preservada de organizagcao

(Figura 7-8 d). Padrdo semelhante é visualizado na metilprednisolona, porem com

moderada quantidade de lacunas distribuidas na matriz extracelular, mas sem esta
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area preservada de organizacgdo (Figura 7-8 ¢). J& o padrdo oposto € visto pelo grupo
veiculo com uma quantidade considerada de lacunas (Figura 7-8b).

De modo que o primeiro padrdo tecidual descrito acima é decorréncia do efeito
antiinflamatorio e antioxidante dos compostos fitoquimicos do extrato etandlico de
Euterpe oleracea no qual diminuiu a intensidade inflamatoria e possivelmente
proporcionou a expressao de inibidores de metaloproteinase (TIMPSs), no qual explica
a presenca preservada desta area organizada e a reducao da quantidade de lacunas
encontradas na matriz do tecido (SEERAM, 2006; POULOSE et al.,2012; XIE et al.,
2012).

Ja& Landolfi et al.,(1984) propds que a reducdo desta desorganizacao tecidual,
supostamente ocorre por meio de um componente fitoquimico do tipo flavona
encontrada em varias frutas e leguminosas, no qual, possuem uma acgao
antiinflamatéria e antioxidante mais expressiva. Ao aplicar quinze diferentes
componentes de flavonoides em plaquetas de coelho ele observou por meio da

flavona uma reducédo da agregacao plaquetaria em vitro.

Seeram (2006) reforca esta informacéo relatando que a quercetina é um dos
constituintes da flavona com uma atividade quimiopreventivo considerada. Através
dessas informacfes é possivel expressar nesta pesquisa que o extrato etandlico de
Euterpe oleracea reduziu consideradamente a resposta inflamatéria e melhorou o

padrao histolégico de organizacéo do tecido tendineo na fase inflamatoria.

Em seguida no grupo tratado com a metilprednisolona, apresentou um padrao
intermediario de organizacdo com tenocitos desorganizados em moderada densidade
e ligeiramente arredondados e associado a outras particularidades ja descritas
anteriormente (Figura 7-8 c). A presenca dessas caracteristicas no tecido
corresponde ao farmaco apenas ter apresentado um efeito antiinflamatério. Sendo
gue o efeito antioxidante € secundario em relacdo ao primeiro e por isso nédo deteve

eficazmente o estresse oxidativo (WU et al., 2010).

Levando em consideracdo esta peculiaridade o farmaco reduziu a resposta
inflamatoria em menor intensidade em relagcdo ao produto natural, intervindo menos

na degradacéao do tecido e auxiliando na formagcdo moderada de lacunas.
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Terminando a fase inflamatéria o ultimo grupo, o veiculo, no qual foi aplicada
a solucao salina, sem expressar efeito algum, praticamente, representa um tecido
sem tratamento com alta resposta inflamatéria, mas com um padréo tecidual bastante
desorganizado de tenocitos em grande densidade totalmente arredondados associado
h& desordem de fibras de coldgeno e com expressiva presenca de lacunas na matriz
extracelular (Figura 7-8 b).

A presenca de lacuna na matriz extracelular em um tecido bioldgico representa
a degradacao dos seus constituintes através de diversos estimulos como acumulo de
mediadores inflamatdrios diversos, excesso de radicais livres e a acdo de enzimas

colagenases em especial a metaloproteinases.

A metaloproteinase é enzima responsavel pela degradacdo dos componentes
da matriz extracelular e das fibras de colagenos em resposta a um intenso processo
inflamatério e oxidativo. Existem vinte trés enzimas metaloproteinases (MMPS)
identificados em humanos sendo a MMP-3 encarregado em degradar a matriz
extracelular do tenddo e de ativar outras MMPs. E a MMP-9 em fragmentar
preferencialmente o colageno tipo | na fase inflamatoria (IRELAND et al., 2001;
MAGRA; MAFFULLI, 2005).

A partir destas referencias, teoricamente, podemos explicar que o surgimento
de varias lacunas na matriz extracelular e a desorientacdo das fibras de coldgeno do
tipo | no grupo veiculo, foram possiveis, devido a acdo de MMP-3 e MMP-9 de modo
a agravar ainda mais a desorganizacdo do tecido e reduzir a sua propriedade

mecanica.

Logo apos, na fase proliferativa e de remodelamento nédo teve intervengéo
terapéutica e 0s cortes histolégicos apresentaram um determinado padrdo de
organizacdo: Padrao desorganizado com tenocitos ligeiramente arredondados em
grande densidade, excecéo do grupo veiculo, em que ocorreu uma reducao bastante
expressiva da sua densidade na fase de remodelamento. Todas essas caracteristicas
seguiram uma trajetéria definida junto com as fibras de colagenos que estéo
visualmente alinhados no campo analisado dos trés grupos estudados (Figura 7, 8 e,
f,g) e (Figura7,8h,1i,)).
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De maneira que esta aparente organizacdo € resultante da tensdo gerada
principalmente pelas juncdes (miotendinea e osteotendinea) e pelos constituintes
microscopicos do tecido no qual é transmitida por toda a extensdo do tendao
facilitando a organizacdo histologica. Apesar da existéncia de areas difusas de
desorganizacdes encontradas nos dois grupos estudados (Figura 7 e, f) prova as
evidencias que a distribuicdo da tensdo ndo é uniforme durante o processo de

cicatrizacao.

Estes dados sdo confirmados por Wakatsuki; Elson, (2003); Tohyama et al.,
(2003) dizem que as células exercem forcas contrateis em resposta a estimulo
mecanico externo em prol da compressao e endurecimento da matriz extracelular de
forma a alinhar as fibras de coldgenos como também uma forca de reacéo é exercida
no sentido inverso para orientar as células no interior da matriz e auxiliar no seu
formato que habitualmente possuem um formato fusiforme ou alongado. Padréo

fisioldgico de organizacéo € observado no grupo controle (Figura 7-8 a).

Corroborando com estas informacdes Lavagnino; Gardner; Arnoczkz, (2013)
declara que a alteracdo da densidade celular associado com a alteracdo da matriz
extracelular do tecido pode limitar as células de contrair o seu conteudo circundante e,

portanto altera na contratibilidade geral do tecido.

Correlacionando este conhecimento com o que foi observada no grupo veiculo
deste estudo; houve uma considerada reducdo da densidade de células com uma
provavel limitacdo da sua forca contratil sobre as fibras de colagenos, originando
fibras de formato ondulado vista na Figura 7h. Diferente do grupo extrato etandlico de
Euterpe oleracea no qual foi observada uma expressiva densidade de células que
exerceu uma forgca contratil considerada sobre as fibras de colagenos, alinhando-o
(Figura 7-8j).

Para auxiliar na avaliacdo do padrdo histologico de organizacgéo foi utilizado a
propriedade natural do colageno do tecido tendineo em gerar fluorescéncia diante de
um estimulo luminoso, no qual, foi empregado como paréametro para avaliar a

trajetéria das fibras nos grupos estudados das trés fases de reparo.
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Segundo Hoell et al., (2006) todos os tecidos contendo moléculas de colageno
constituidos por aminoacidos especificos, emitem uma fluorescéncia natural sob

irradiacdo de uma luz ultravioleta (UV).

Depois de analisar as caracteristicas das trés fases de reparo, o grupo tratado
na fase inflamatéria com extrato etandlico de Euterpe Oleracea (acai) mostrou ter
melhorado o seu padrdo histolégico de organizacdo com reducdo da intensidade
inflamatoria através da acéo das suas propriedades fitoquimicas, no qual ao longo das
evidencias a propriedade mecanica do tecido pode ter melhorado comparado aos
outros grupos no qual comprovado a interferéncia indireta do extrato nas fases

posteriores de reparo.

No entanto a reducdo da intensidade inflamatoria, propriamente dita, ocorre
através da acgdo dos constituintes fitoquimicos do extrato em relagdo a possivel
interferéncia das vias de sinalizacéo intracelular e provavel interferéncia na atividade

metabdlica de varias enzimas.

Do modo que os constituintes fitoquimicos do extrato etandlico de Euterpe
Oleracea (acai) possivelmente interferiu na via NFKB inibindo na fosforizagdo do seu
inibidor (IKBa) e da via MAP-cinase interferindo parcialmente na fosforizagdo das vias
paralelas que o compde como: (JNK/ ERK1/2/ p.38) ocasionando na interferéncia da
propagacdo do sinal de fosforizacdo até o nudcleo celular resultando na reducéo
considerada da transcricAo génica da COX2/INOS e de outras enzimas pro
inflamatério em tenocitos (POULOSE et al.,2012; XIE et al., 2012).

Também pode ter interferido diretamente a atividade de varias enzimas como:
fosfolipase(PLA2) inibindo a sua fosforizagdo e impedindo a liberagdo do acido
araquiddnico para COX2. Na COX2 o produto natural provavelmente agiu no sitio
peroxidase impedindo na formacgéo da prostaglandina(PGH2) (LANDOLFI et al., 1984;
FORMICA; REGELSON,1995; YOON; BAEK, 2005).

Outro modo de interferir na atividade COX2 consiste no provavel bloqueio da
atividade da fosfadiesterase através do aumento do (AMPc) um segundo mensageiro
intracelular produzido pela enzima adenil ciclase. Desse modo através da soma de
fatores, o extrato etandlico de Euterpe oleracea reduziu a atividade enzimatica

principalmente da COX2 diminuindo a produgdo da prostaglandina(PGH2) sendo
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mediador lipidico responsavel na sintese da resposta inflamatoria no tecido tendineo(
LANDOLFI et al., 1984; FORMICA; REGELSON,1995; YOON; BAEK, 2005).

Todas essas informacdes a respeito do efeito do extrato etandlico de Euterpe
oleracea com relacdo a enzima COX2 na injuria tendinea sédo confirmadas no nosso
resultado da Figura 9 d havendo uma menor intensidade na marcacdo da COX2 em

formato pontual.

Sem demora confrontando o efeito do extrato com o efeito da
metilprednisolona, apenas a mesma interferiu na via NFKB associado com o ativador
de proteina -1 (AP-1) diminuindo moderadamente a transcricdo génica da
COX2/iINOS. O farmaco, também interferiu apenas na atividade enzimatica da
fosfolipase(PLA2) inibindo a liberacdo do acido araquidbnico para ambas as vias:
cicloxigenase e lipoxigenase simultaneamente nos tenocitos (BARTHOLDI; SCHWAB,
1995; NADEAU; RIVEST, 2003; PERES et al., 2012; YIN et al., 2013 ).

Sendo que este medicamento, diante dessas informacdes, apenas ocasionou

uma marcacao pontual um pouco mais acentuada da COX2, observada na Figura 9 c.

E, por ultimo, no grupo veiculo tratado com solucdo salina no qual nenhum
efeito foi relatado no processo inflamatério de modo que manifestou uma marcacao
bastante intensa da COX2 (Figura 9b) que hipoteticamente produziu no tecido
tendineo lesionado, uma grande quantidade de prostaglandina (PGH2) que pode
alterar no padréao histolégico de organizacao (Figura 7-8 b).

De acordo com Devkota et al.,, (2007) o excesso de prostaglandina (PGH2)
encontrado no tecido lesionado, pode estimular o aumento da producédo de enzimas
do tipo metaloproteinases (MMPs) como também pode inibir a sintese de colageno
em tenddes humanos e reduzir a propriedade mecanica do mesmo. Sendo que todos
esses fatores podem ter contribuido para a desorganizacdo tecidual visto

anteriormente.

Na literatura o efeito antioxidante do extrato etandlico de Euterpe oleracea
consiste na capacidade de neutralizar os radicais livres e converter-lo em agua
através da reducdo do oxigénio molecular em peroxido de hidrogénio com o auxilio

das enzimas antioxidantes enddgenas. Sendo que os flavonéides da Euterpe oleracea
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ndo conseguem agir diretamente no NO (oxido nitrico) entdo para reduzir a sua
producdo no processo inflamatério, os flavondides possivelmente interfere
indiretamente no funcionamento da enzima iINOS através da reducao desses radicais
livres (KIM et al., 1999; CHEN et al., 2001; RASO et al., 2001; MOURA et al., 2012;
MOUKETTE et al., 2015).

Assim sendo, podemos explicar como os constituintes fitoquimicos do Euterpe
oleracea podem ter reduzido a concentracdo de NO representado pelo nitrito, na
injuria total do tenddo de Aquiles de ratos Wistar, comparando aos outros grupos,

principalmente ao veiculo no qual possuem uma grande concentracao Figura 10.

Além disso, a reducdo da concentracdo de NO pode contribuir para a
diminuicdo do processo inflamatério, de modo que, menos NO se ligara ao sitio ativo
de cicloxigenase composto por ferro localizado no centro da COX2 ou menos NO se
unird com o radial &nion superéxido, para formar uma nova espécie de reativo nitroso,
chamado de anion peroxido nitrito, no qual se ligara ao sitio peroxidase da mesma
enzima, podendo influenciar na reducdo da producdo da prostaglandina resultando
numa melhora do padréo histolégico de organizacéo do tecido tendineo( Figura 7-8 d)
(LANDINO et al., 1996; MACCARRONE; PUTTI; AGRO, 1997; LIN et al., 2001; SURH
et al., 2001; TSATSAMIS et al., 2006; BHANDARE et al., 2011) .

Desse modo ao finalizar este estudo a partir dessas premissas descritas acima o
extrato etandlico de Euterpe Oleracea (acai) demonstrou ter um efeito antioxidante
associado a um efeito antiinflamatério em prol de um melhor reparo do tecido
tendineo culminando com um padrdo menos desorganizado e com uma maior

capacidade de gerar tenséao.

60



CONCLUSAO

e O extrato etandlico de Euterpe oleracea,aplicado localmente na lesdo tendinea,
proporcionou uma melhora precoce do padrdo histologico de organizacao
tecidual e celular, o que se refletiu ainda na fase proliferativa e de

remodelamento.

e O tratamento local com extrato etandlico de Euterpe oleracea na leséo
tendinea promoveu uma precoce organizacao das fibras de colageno, as quais
apresentavam uma direcdo bem definida desde a fase aguda, permanecendo
organizadas nas demais fases de reparo.

e O tratamento local com o extrato etandlico de Euterpe oleracea reduziu a
expressdo de COX2 na fase inflamatéria apdés a ruptura total do tendédo de
Aquiles de ratos Wistar.

e O tratamento local com o extrato etandlico de Euterpe oleracea reduziu os
niveis de nitrito teciduais na fase inflamatéria ap6s a ruptura total do tendao de
Aquiles de ratos Wistar.
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