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RESUMO

A prevalência de lesões tendíneas tem aumentando pela constante exigência

de movimentos repetitivos em atividades ocupacionais e recreacionais da sociedade.

As principais características dessa injúria envolvem disfunção cicatricial e perda de

matriz extracelular (ME). Nesse tecido, a ME é constituída basicamente por

colágeno tipo I, e a perda dessa proteína aliada a problemas na remodelagem é

considerado um dos principais responsáveis pelo quadro sintomatológico e funcional

da injúria. Somando-se a isso, a literatura reporta que a expressão das óxido nítrico

sintase estão reguladas positivamente ao longo do processo de reparo. Nesse

contexto, a proposta do trabalho é averiguar a influência do sistema nitrérgico local

na recuperação histológica e funcional do tendão. Para isso, o trabalho conta com o

modelo experimental de ruptura do tendão de Aquiles, possibilitando instaurar um

quadro de tendinopatia crônica nos animais. O acompanhamento dos grupos

controle, ruptura+veículo (Salina 0,9%), ruptura+L-nitro-arginina-metil-éster (L-

NAME, 5mM) e ruptura+nitroprussiato de sódio (SNP, 3mM) prosseguiram até o 21°

dia, estipulado para a coleta de amostras. A fim de avaliar a produção de óxido

nítrico, o método de dosagem de Griess foi usado. Os parâmetros funcionais foram

caracterizados pelo índice funcional de Aquiles (IFA), obtidos em 0, 7, 14 e 21 dias.

Amostras também foram reservadas para processamento histomorfológico e

autofluorescência. O ganho de massa corporal também foi avaliado. Conseguimos

caracterizar o efeito das drogas no tecido sem fortes influências sistêmicas pela

manutenção do peso corporal e níveis de nitrito plasmático. O L-NAME gerou uma

significativa redução na densidade celular, inibiu a formação de vasos entre a malha

colágena, melhorou a organização tecidual e restabeleceu precocemente o padrão

funcional em 21 dias após a injúria. Por outro lado, os tratamentos com SNP e

veículo mantiveram a desorganização do tecido e desempenho funcional

insatisfatório. Juntos, nossos resultados sugerem um efeito benéfico da inibição local

da NOS após a ruptura para a remodelagem tecidual, contribuindo para a

regeneração do tendão.

Palavras-chave: óxido nítrico; regeneração; tendão de Aquiles.



ABSTRACT

The tendon injuries prevalence has been increased usually by repetitive

movements in the occupational and recreational activities of society. The main

features this injury involve healing dysfunction and loss of extracellular matrix. At this

tissue, the extracellular matrix is basically made of type I collagen and the loss of this

protein associated with problems in the remodeling have been considered the major

responsible for the symptomatic and functional effects of injury. Additionally the

literature reports the nitric oxide synthase expression was up-regulated throughout

the repair process. At this context the propose of this work is investigated the

nitrergic local inhibition in tissue and functional recovery after tendon injury. We used

a experimental model of Achilles tendon rupture for establish pathophysiological

changes similar to chronic tendinopathy. The animals were divided into experimental

groups control, injury+vehicle (saline, 0,9%), injury+L- Nω-nitro-L-arginine methyl

ester (L-NAME, 5mM) and injury+sodium nitroprusside (SNP, 3mM), which were

followed until the 21º day, when were killed to collect samples. In order to access

nitric oxide production Griess nitrite assay was used. Functional recovery was

calculated by Achilles Functional Index (AFI) in 0, 7, 14 and 21 days. Tendons were

also processed for histomorphological and autofluorescence analysis. The body

weight gain was also evaluated. We characterized the effect of drugs about tissue

without stronger systemic influences by maintenance of body weight and plasmatic

levels of nitrite. The L-NAME led to significant decrease in the cellular density, vessel

formation between collagen network, accelerated the tissue organization and

restored early the functional pattern at 21 days after injury. On the other hand, the

treatment with SNP and vehicle remained the tissue disorganization and low

functional performance. Taken together our results suggest a positive effect of local

suppression of NOS after rupture for tissue remodeling, contributing to tendon

regeneration.

Key works: nitric oxide; regeneration; Achilles tendon.



LISTA DE FIGURAS E TABELAS

FIGURA 1– LOCALIZAÇÃO E CONSTITUIÇÃO CELULAR DO TENDÃO DE AQUILES HUMANO ......19

FIGURA 2 – ESTRUTURA DO COLÁGENO. .................................................................................23

FIGURA 3 – SÍNTESE DE COLÁGENO ........................................................................................24

FIGURA 4 – FORMAÇÃO DE LIGAÇÕES CRUZADAS ...................................................................26

FIGURA 5 – EVENTOS MOLECULARES NA FASE AGUDA DA LESÃO ...........................................32

FIGURA 6 – AÇÃO DO TGF-Β NA SÍNTESE DE COLÁGENO. ......................................................34

FIGURA 7 – DIFERENÇA NA PEGADA ........................................................................................37

FIGURA 8 – SÍNTESE DE ÓXIDO NÍTRICO ..................................................................................39

FIGURA 9 – RELAÇÃO ENTRE NOS E ARGINASE .....................................................................43

FIGURA 10 - ESTRUTURA QUÍMICA DA L-ARGININA E DO L-NAME .........................................45

FIGURA 11 – DIAGRAMA ESQUEMÁTICO DO DESENHO EXPERIMENTAL DA PESQUISA.............50

FIGURA 12 - OBTENÇÃO DAS MEDIAS PARA O CÁLCULO DO IFA .............................................55

FIGURA 13 – GANHO DE MASSA CORPORAL ............................................................................58

FIGURA 14 – NÍVEIS DE NITRITO PLASMÁTICO .........................................................................59

FIGURA 15 – NÍVEIS TECIDUAIS DE NITRITO.............................................................................62

FIGURA 16 - CARACTERIZAÇÃO HISTOLÓGICA DO MODELO DE INJÚRIA TENDÍNEA .................63

FIGURA 17 - ORGANIZAÇÃO TECIDUAL APÓS 21 DIAS DE LESÃO E TRATAMENTO. ..................64

FIGURA 18 - AVALIAÇÃO DO DIÂMETRO MÉDIO DE FIBRAS COLÁGENAS ORGANIZADAS ..........65

FIGURA 19 - AVALIAÇÃO DA FLUORESCÊNCIA DO COLÁGENO TENDÍNEO ................................68

FIGURA 20 - PAPEL DO ÓXIDO NÍTRICO LOCAL NA RECUPERAÇÃO FUNCIONAL DA MARCHA ...69



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

CGRP: PEPTÍDEO RELACIONADO AO GENE DA CALCITONINA

COL I: COLÁGENO TIPO I

COL III: COLÁGENO TIPO III

C-TERMINAL: PROPEPTÍDEO CARBOTERMINAL

GLY: GLICINA

GMPC: MONOFOSFATO DE GUANOSINA CÍCLICA

DORT: DISTÚRBIOS OSTEO-MUSCULARES RELACIONADOS AO TRABALHO

IFA: ÍNDICE FUNCIONAL DE AQUILES

IGF-I: FATOR DE CRESCIMENTO LIGADO À INSULINA I

IL1α: INTERLEUCINA 1 ALFA

INSS: INSTITUTO NACIONAL DE SEGURIDADE SOCIAL

ITF: FATOR TESTE INTERMEDIÁRIO

KM: CONSTANTE DE MICHAELIS-MENTEN

L-NAME: L-NITRO-ARGININA-METIL-ÉSTER

ME: MATRIZ EXTRACELULAR

MMPS: METALOPROTEASES DE MATRIZ

MPA: MEGAPASCAL

NMDAR: RECEPTOR N-METIL-D-ASPARTATO

NO: ÓXIDO NÍTRICO

NOS: ÓXIDO NÍTRICO SINTASE

N-TERMINAL: PROPEPTÍDEO AMINOTERMINAL

PLF: FATOR DE COMPRIMENTO DA PEGADA

EROS: ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO



ERNS: ESPÉCIES REATIVAS DE NITROGÊNIO

SN: SISTEMA NERVOSO

SNC: SISTEMA NERVOSO CENTRAL

SNP: NITROPRUSSIATO DE SÓDIO

SP: SUBSTÂNCIA P

TGF-β: FATOR DE CRESCIMENTO TRANSFORMADOR BETA

TIMPS: INIBIDORES TECIDUAIS DE METALOPROTEASES

TNFΑ: FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA

TNG: TRINITRATO DE GLICERIL

TSF: FATOR DE ESPALHAMENTO DOS DEDOS DO PÉ

VEGF: FATOR DE CRESCIMENTO VASCULAR ENDOTELIAL



SUMÁRIO

1 INTRODUÇÃO....................................................................................................16

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA................................................................................18

2. 1 CARACTERIZAÇÃO DO TENDÃO SADIO .....................................................18

2.1.1 DIVISÕES .....................................................................................................20

2.1.2 VASCULARIZAÇÃO, METABOLISMO E INERVAÇÃO .............................................20

2. 2 FUNÇÃO, SÍNTESE E DEPOSIÇÃO DE COLÁGENO NO TENDÃO ..............21

2.3 ASPECTOS FISIOPATOLÓGICOS DA TENDINOPATIA. ...............................25

2.3.1 ETIOLOGIA ..................................................................................................27

2.3.2 ASPECTOS ANATÔMICOS E HISTOLÓGICOS ....................................................29

2.3.3 VASCULARIZAÇÃO E INERVAÇÃO NA LESÃO ....................................................30

2. 4 BASES MOLECULARES DA REGENERAÇÃO TENDÍNEA ...........................31

2.5 REMODELAGEM E PROPRIEDADES BIOMECÂNICAS E FUNCIONAIS. .....35

2. 6 O ÓXIDO NÍTRICO..........................................................................................38

2.7 ÓXIDO NÍTRICO E REGENERAÇÃO DO COLÁGENO NO TENDÃO .............40

3 OBJETIVOS........................................................................................................46

3. 1 OBJETIVO GERAL..........................................................................................46

3. 2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: ..........................................................................46

4 MATERIAL E MÉTODOS ....................................................................................47

4. 1 ANIMAIS .........................................................................................................47

4. 2 PESAGEM DOS ANIMAIS ..............................................................................47

4. 3 PROCEDIMENTO CIRÚRGICO......................................................................48

4. 4 GRUPOS EXPERIMENTAIS...........................................................................48

4. 5 ANÁLISE HISTOLÓGICA................................................................................49

4. 6 AUTOFLUORESCÊNCIA DO COLÁGENO.....................................................51



4. 7 DOSAGEM DE NITRITO.................................................................................52

4. 8 DOSAGEM DE PROTEÍNAS...........................................................................52

4. 9 AVALIAÇÃO FUNCIONAL ..............................................................................53

4. 10 ANÁLISE DE DADOS POR SOFTWARE ......................................................54

4. 11 ANÁLISE ESTATÍSTICA ...............................................................................56

5 RESULTADOS....................................................................................................57

5.1 O TRATAMENTO COM DROGAS NO LOCAL DA INJÚRIA NÃO ALTEROU O

GANHO DE PESO CORPORAL NEM OS NÍVEIS DE NITRITO NO PLASMA.......57

5.2 O MODELO DE INJÚRIA TEDÍNEA POR RUPTURA TOTAL DO TENDÃO DE

AQUILES MANTEVE OS NÍVEIS DE NITRITO NO TECIDO AUMENTADOS EM 21

DIAS. .....................................................................................................................60

5.3 A REDUÇÃO DA PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO PELA INIBIÇÃO COM L-

NAME MELHOROU O PADRÃO DE ORGANIZAÇÃO DAS FIBRAS COLÁGENAS

NO TECIDO. ..........................................................................................................60

5.4 A INIBIÇÃO DA ENZIMA ÓXIDO NÍTRICO SINTASE PROMOVEU MELHORA

NO DESEMPENHO FUNCIONAL DE ANIMAIS EM 21 DIAS APÓS A INJÚRIA. ...66

6 DISCUSSÃO.......................................................................................................70

7 CONCLUSÃO ...................................................................................................773

8 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS....................................................................77



16

1 INTRODUÇÃO

Nas últimas décadas, a prevalência de lesões tendíneas tem aumentando

entre a população de meia idade, atletas de alto desempenho e atletas

recreacionais, embora a literatura reporte que tal fenômeno não é restrito a esses

grupos (CLEGG; STRASSBURG; SMITH, 2007; PADANILAM, 2009). A tendinopatia

ocupacional causada por movimentos repetitivos - overuse - oriundos principalmente

da manipulação de equipamentos industriais e eletrônicos, afeta cada vez mais a

população (RILEY, 2004; XU; MURRELL, 2008; MOS et al., 2007).

Por conseguinte, essa disfunção vem gerando um impacto financeiro na

sociedade devido ao grande número de afastamentos do cargo (ELLIOTT et al,

2008; LONGO; RONGA; MAFFULLI, 2009). Desordens osteomiotendíneas, as quais

incluem as tendinopatias, ocupam o posto de terceira condição reumatologica mais

comum no Reino Unido, com prevalência de 18 casos por 1000 pessoas (RILEY,

2008).

Acredita-se ainda que esses dados estejam subestimados, haja vista que nem

sequer metade da população que sofre com essa afecção busca tratamento,

dificultando estipular a escala real do problema, pois essa estimativa baseia-se em

dados epidemiológicos levantados nos pontos de atendimento e tratamento da rede

de saúde (RILEY, 2008).

No Brasil, a exemplo de outros países, dados oficiais sobre prevalência de

disfunções músculo-esqueléticas não são classificados por região acometida ou

diagnóstico, contudo sabe-se que as estatísticas do Instituto Nacional de Seguridade

Social (INSS) demonstram maior número de concessão de benefícios por Distúrbios

Osteo-musculares Relacionados ao Trabalho (DORT), dentre os quais encontram-se

as tendinites, já consideradas um problema de saúde pública (MENDONÇA JR;

ASSUNÇÃO, 2005).

Devido a essa problemática foi também criado pelo Ministério da Saúde (MS)

manuais que tentam esclarecer e orientar a população na tentativa de minimizar a

incidência da doença (BRASIL, 2007; BRASIL, 2001).
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Apesar da existência de muitos trabalhos clínicos e experimentais sobre esse

tipo de acometimento, poucos possuem real significância em função da

inconsistência nos dados e problemas metodológicos, o que denota a efetividade

insuficiente nos tratamentos disponíveis (RILEY, 2008; MOLLOY; WOOD, 2009).

Recentes estudos demonstraram que a injúria não é um problema

restritamente ortopédico, mas sim uma alteração que envolve de forma mais

complexa uma interação com o sistema nervoso central e periférico (ELLIOTT et al,

2008; SCHIZAS et al, 2010).

Mesmo com esforços para combater a injúria, a disfunção cicatricial continua

um grande problema no reparo das lesões tendíneas. Muitas vezes é o responsável

pela dor, rigidez e incapacidade (RILEY, 2004; PADANILAM, 2009; XU; MURRELL,

2008). Por esse motivo, o manejo na reabilitação das tendinopatias carece de

pesquisas. Enquanto isso, a população afetada sofre com o risco de morbidade em

longo prazo e evolução clínica indeterminada. Nesse sentido, como a perda

funcional é decorrente da disfunção tecidual, as principais características do tecido

sadio e das alterações decorrentes da injúria serão descritas.
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

2. 1 CARACTERIZAÇÃO DO TENDÃO SADIO

O tendão de Aquiles é formado pelos tendões dos músculos gastrocnêmio

medial, lateral e sóleo. Esses três músculos se inserem por meio deste tendão

comum no calcâneo, garantindo durante sua contração o movimento de flexão

plantar, fundamental para a fase de propulsão na marcha (STROM; CASILAS,

2009).

A constituição tendínea é fundamentada em tecido conectivo denso, cuja

resistência garante firme conexão entre músculo e osso para transmissão de força,

geração de movimento, estabilização articular e absorção de choques (XU;

MURRELL, 2008; RILEY, 2005; CLEGG; STRASSBURG; SMITH, 2007; CRIBB;

SCOTT, 1995).

No aspecto microscópico (Figura 1), consistem de feixes de fibras densas e

paralelas que se alinham ao longo do eixo do tendão (CRIBB; SCOTT, 1995;

KANNUS, 2000). Além de colágeno, estão presentes na ME glicoproteínas,

proteoglicanas e água (SHARMA; MAFFULLI, 2006).

Em contraponto, poucas células constituem o tendão. O tipo celular

característico do tecido são os tenócitos. Esses fibroblastos especializados são

denominados tenoblastos quando células imaturas com alta atividade metabólica, e

tenócitos quando denotam menor atividade. Morfologicamente apresentam formato

alongado, núcleo proeminente e igualmente alongado e arranjo longitudinal em

relação ao eixo de tração (Figura 1A) (RILEY, 2004; KANNUS, 2000; CLEGG;

STRASSBURG; SMITH, 2007).

Juntos, tenoblastos e tenócitos formam 90% das células tendíneas. Os 10%

restantes correspondem aos fibrocondrócitos, células sinoviais e vasculares, as

quais são encontradas nos diferentes compartimentos do tendão (SHARMA;

MAFFULLI, 2006).
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Figura 1– Localização e constituição celular do tendão de Aquiles humano. O tendão é formado pela

junção dos tendões de músculos que se inserem no calcâneo (à esquerda). (A) A zona tendínea

média é histologicamente constituída por tenoblastos, de morfologia alongada característica e

organizados em fileira (B) Na porção mais distal, o tecido apresenta células diferenciadas também em

fileiras, essas células garantem a mudança gradual de tensão do tendão (T) para fibrocartilagem (F) e

da fibricartilagem calcificada (C) para o osso mineralizado (M), todas pelos fibrocondrócitos. Em

ambas as porções, as células estão inseridas em um denso tecido conectivo formado principalmente

por colágeno tipo I. As setas indicam a direção dessa transição no tecido.

Fonte: Adaptado de Riley, 2008.
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As principais funções inerentes a essas diferentes populações celulares

abarcam síntese de matriz, mediação da interação matriz-citoesqueleto, lubrificação

do tecido e mudanças graduais no microambiente mecânico (LONGO; RONGA;

MAFFULLI, 2009; CLEGG; STRASSBURG; SMITH, 2007; RILEY, 2008).

2.1.1 Divisões

O início do tendão dá-se na junção miotendínea, onde os miócitos terminam

em recessos profundos nos quais as fibras colágenas se inserem. A tensão gerada

pelo músculo é conduzida às fibras colágenas, transferindo força ao osso sem risco

de ruptura. Para que isso ocorra, a junção osteotendínea se subdivide em quatro

zonas: zona densa ou média, fibrocartilagínea, fibrocartilagem mineralizada e osso.

Essas zonas diferenciadas (Figura 1B) permitem a ligação gradativa do colágeno ao

periósteo prevenindo atrito e desgaste (SHARMA; MAFFULLI, 2006; RILEY, 2008).

De indispensável função, o tendão possui envoltórios delicados cujas funções

asseguram o suprimento vascular, linfático e nervoso, além de prover lubrificação

visando facilitar o deslizamento dos feixes de fibras (RILEY, 2004; SHARMA;

MAFFULLI, 2006; KANNUS, 2000).

2.1.2 Vascularização, Metabolismo e Inervação

Devido à projeção tendínea de uma zona mais vascularizada para uma

menos vascularizada, é possível notar zonas de vascularização diferenciadas ao

longo do tendão, principalmente no terço médio, onde o potente suprimento

muscular não o alcança, e o aporte osteotendíneo é incapaz de nutri-lo. Dessa
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forma, o suprimento é extrínseco, proveniente do líquido sinovial (SHARMA;

MAFFULLI, 2006; PUFE et al, 2005; KJAER, 2004).

Dentre as vias metabólicas, o ciclo aeróbico de Krebs, a glicólise anaeróbia e

a via das pentoses fosfato estão presentes nos tenócitos. No tendão de Aquiles,

apesar da zona de hipovascularização, sabe-se que o consumo de oxigênio também

é menor, tornando-os capazes de exercer sua função por longos períodos sem

riscos de isquemia e necrose, entretanto, essa característica favorável para o tecido

sadio prejudica os mecanismos de regeneração após a injúria (PUFE et al., 2005;

SHARMA; MAFFULLI, 2006).

A inervação é dada por ramos nervosos de origem cutânea, muscular e

peritendínea.  Essas fibras emitem ramos que penetram no epitendão, sem cruzar o

corpo principal tendíneo, havendo apenas terminais nervosos em sua superfície.

Nesse tecido destacam-se também as fibras mielinizadas do orgão tendinoso de

Golgi, um importante mecanorreceptor (SHARMA; MAFFULLI, 2006; ABATE et al,

2009).

O tendão apresenta um mecanismo natural de reposição lenta e progressiva

da matriz, constituída essencialmente por colágeno. Na injúria, os mecanismos de

reparo também promovem essa reposição, tornando-se indispensável conhecer

melhor os passos desse processo (STROM; CASILAS, 2009; GAO et al, 2008).

2. 2 FUNÇÃO, SÍNTESE E DEPOSIÇÃO DE COLÁGENO NO TENDÃO

Um dos atributos da matriz extracelular (ME) é garantir suporte às células, de

modo que a interação matriz-célula é fundamental em vários aspectos do

funcionamento celular (CLEGG; STRASSBURG; SMITH, 2007). São os principais

constituintes da ME o colágeno, proteoglicanas, glicoproteínas, glicosaminoglicanas,

elastina e água (BALDOCK et al., 2002; SCHULTZ; WYSOCKI, 2009; KAROUSOU

et al, 2008).



22

Apesar da especificidade de cada molécula, o colágeno é quantitativamente a

mais freqüente. De particular importância, o colágeno tipo I é o mais abundante no

tendão, local onde compõe aproximadamente 95% do colágeno total (CANTY;

KADLER, 2002; SHARMA; MAFFULLI, 2006). A estrutura primária dessa proteína

envolve três cadeias polipeptídicas, das quais duas são alfa-1 e uma é denominada

alfa-2. Estas cadeias apresentam cerca de 300 unidades repetitivas da sequência

Gly-X-Y (Figura 2), de modo que a glicina (Gly) pode arranjar-se com qualquer

aminoácido, todavia os resíduos designados X e Y são geralmente ocupados por

prolina ou lisina e hidroxiprolina ou hidroxilisina, respectivamente (OTTANI et al.,

2002; CANTY; KADLER, 2002).

Estas cadeias são traduzidas e translocadas para o retículo endoplasmático

do peptídeo N-terminal (N-) para o C-terminal (C-) da molécula, os quais orientam a

direção da tripla hélice. O cruzamento do C- pela membrana do RE induz a

formação de ligações dissulfeto entre cadeias e propagação da tripla hélice até o N-

(CANTY; KADLER, 2002; ALBERTS et al, 2002). Mas para o sucesso na formação

da tripla hélice, é imprescindível a conversão em proporções suficientes de prolina a

hidroxiprolina pela enzima prolil hidroxilase. Essa etapa é considerada crítica para a

função do colágeno (CANTY; KADLER, 2002; MYLLYHARJU, 2003).

Depois de formado, o procolágeno é incorporado ao aparelho de Golgi para

seguir uma via secretória (Figura 3). No entanto, como a molécula é muito grande

para ser conduzida por vesículas, seu transporte envolve uma série de

compartimentos extracelulares definidos pelos fibroblastos (CANTY; KADLER, 2002;

OTTANI et al., 2002; ZHANG et al., 2005). O primeiro nível de compartimentalização

envolve canais estreitos fundidos com a membrana celular, originados dentro do

citoplasma (ZHANG et al., 2005). Esses canais adicionam seu conteúdo a um

segundo compartimento mais superficial (BANOS; THOMAS; KUO, 2008).

No decorrer do transporte da proteína, cada vez mais associado à superfície

celular, um terceiro compartimento surge pela justaposição de fibroblastos

adjacentes. A hierarquização desses compartimentos garante ao fibroblasto total

controle sobre o amadurecimento do colágeno, contudo moléculas capazes de

atravessar a membrana, como o NO, são capazes de desestruturar a proteína

(BANOS; THOMAS; KUO, 2008; MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991).
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Figura 2 – Estrutura do colágeno. O colágeno é formado por três longas cadeias polipeptídicas com

uma seqüência repetitiva dos aminoácidos glicina (Gly) e geralmente prolina ou lisina na posição X e

hidroxiprolina ou hidroxilisina na posição Y. Essas cadeias, após uma série de complexos eventos

pós-translacionais, resultam em uma molécula organizada em tripla hélice, formando então o

procolágeno.
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Figura 3 – Síntese de colágeno. (1) As cadeias polipeptídicas são expressas iniciando o processo da

síntese de colágeno (2) Em seguida são transduzidas e translocadas para o reticulo endoplasmático

do N- para o C-terminal. (3) A passagem do C- dá inicio a hidroxilação de prolinas e lisinas (4) com

subseqüente propagação da tripla hélice. (5) O procolágeno é então transportado ao complexo de

golgi onde inicia a via secretória. (6) Nesse trajeto ocorre a clivagem dos peptideos de registro. (7)

Finalmente as vesículas secretórias se fundem dando origem a canais que conduzem a proteína ao

meio extracelular. RE = Retículo endoplasmático. CG = Complexo de Golgi.
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A maturação do procolágeno inicia com a clivagem dos propeptídeos N- e C-

terminais pelas procolágeno peptidases, esse passo torna-o hábil para formar

estruturas fibrilares (ZHANG et al., 2005; OTTANI et al., 2002).

Para que as fibrilas mantenham-se estáveis é indispensável à ocorrência de

ligações cruzadas inter e intramoleculares pela atividade da lisil oxidase (Figura 4)

(CANTY; KADLER, 2002). Após a estabilização, acredita-se que ocorram fusões

lineares e laterais de fibrilas intermediárias, formando então as fibrilas maduras

(ZHANG et al., 2005; BANOS; THOMAS; KUO, 2008). Entretanto, antes do

estabelecimento da ligação, a energia iônica, a variação de temperatura e interações

com outras moléculas, incluindo espécies reativas de nitrogênio, poderiam

desestruturá-la (OTTANI et al., 2002; RICHARDOT et al, 2009). Nesse sentido, este

estudo sugere que a inibição do NO na tendinopatia possa contribuir para a

regeneração.

2.3 ASPECTOS FISIOPATOLÓGICOS DA TENDINOPATIA.

Apesar do termo “tendinite” ser o mais usado para descrever uma gama de

condições patológicas no tendão, a nomenclatura mais adequada é “tendinopatia”,

haja vista que um diagnóstico preciso requer um detalhamento histopatológico

(SHARMA; MAFFULLI, 2006; MOS et al, 2007). Para o caso específico da ruptura

mecânica, um quadro inflamatório se instala logo após a lesão, e desaparece

concomitantemente ao fim da fase aguda (MOLLOY et al, 2006; FREDBERG;

STENGAARD-PEDERSEN, 2008).

Essa disfunção envolve dor, sensibilidade focal, edema, redução da força,

limitação funcional e alteração do padrão circulatório local (RILEY, 2008; RILEY,

2005; LONGO; RONGA; MAFFULLI, 2009; XU; MURRELL, 2008). Mesmo com

esses dados, a compreensão da patologia não é bem elucidada, dificultando

estratégias de tratamento (MOS et al, 2007; LONGO; RONGA: MAFFULLI, 2009).
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Figura 4 – Formação de ligações cruzadas. Após a clivagem dos peptídeos de registro N- e C-

terminal ilustrado em (A), a molécula de colágeno torna-se hábil para juntar-se a outras dando origem

as fibrilas colágenas, representada pela junção instável de fibras em (B). Um passo imprescindível

para a estabilização dessas fibrilas é a geração de ligações cruzadas covalentes inter e

intramoleculares, representadas pela adição de linhas pretas em (C), as quais são geradas pela

atividade da lisil oxidase.
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Os exemplos mais comuns de tendinopatia envolvem disfunções clinicamente

chamadas de fascite plantar, tendinite de Aquiles, tendinite patelar, cotovelo de

tenista, cotovelo de golfista e tendinite do supra-espinhoso, bastante conhecidas

pelo alto índice de incapacidade associado à dor crônica, ainda que realizado os

tratamentos indicados (XU; MURRELL, 2008). O tempo de recuperação é incerto, e

em alguns casos o insucesso leva a convivência com a dor e limitações funcionais.

Bruns et al. (2000) mostraram, em um modelo animal da lesão sem intervenções,

recuperação histológica análoga ao grupo controle 12 meses após a ruptura

experimental do tendão, ilustrando o longo período de recuperação.

2.3.1 Etiologia

A tendinopatia pode estar associada a diversos fatores intrínsecos ou

extrínsecos (Tabela 1) como peso, estilo de vida, ocupação, variações individuais e

fatores genéticos (RILEY, 2004; RILEY, 2005; XU; MURRELL, 2008; SHARMA;

MAFFULLI, 2006; WREN et al, 2001).

Acredita-se também que o dano ocorra por um estresse que ultrapasse o

limite fisiológico, e quando repetido várias vezes, promova microtrauma cumulativo,

mudando a constituição da matriz de fibras organizadas de colágeno tipo I (COLI)

para fibras menos resistentes de colágeno tipo III (COLIII).

Dentre os fatores envolvidos na injúria, destaca-se a participação da molécula

óxido nítrico (NO), cuja função na fisiolopatologia tendínea continua pouco

conhecida, gerando o interesse em investigá-lo neste trabalho (FREDBERG;

STENGAARD-PEDERSEN, 2008; SHARMA; MAFFULLI, 2006).



28

Tabela 1 – FATORES IMPLICADOS NA TENDINOPATIA CRÔNICA

Fonte: Adaptado de Riley, 2004.
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2.3.2 Aspectos Anatômicos e Histológicos

Anatomicamente, o tendão acometido por ruptura apresenta-se opaco,

acinzentado e bastante frágil. Microscopicamente é possível delinear três fases

histológicas distintas. Na fase aguda, em microscopia de luz, é possível observar um

processo inflamatório com numerosas células infiltradas, desorganização e perda de

tecido conectivo, refletindo principalmente no dano as fibras colágenas. Na

microscopia eletrônica pode-se também detectar a variação na orientação e no

diâmetro dessas fibras (MURRELL et al, 1997; OTTANI et al., 2002).

Na fase de remodelagem, células mesenquimais migram para o tendão e

assumem morfologia análoga ao tenoblasto, iniciando a síntese e realinhamento do

colágeno. No entanto, apesar da atividade celular no sentido de repor o tecido

perdido, a resposta cicatricial permanece lenta, principalmente devido à degradação

de fibras íntegras, o que pode ser influenciado por espécies reativas de nitrogênio

(XU; MURRELL, 2008; RILEY, 2008; LONGO; RONGA; MAFFULLI, 2009; PACHER

et al, 2005).

A rara presença de células inflamatórias e mediadores químicos na fase

crônica da lesão sugerem que a inflamação não desempenha o papel chave no

transcorrer da tendinopatia. Por outro lado, é importante frisar que apesar da

redução progressiva da inflamação, o aumento na produção de NO é verificado ao

longo da injúria, desde a fase aguda até a remodelagem (XU; MURRELL, 2008;

RILEY, 2004; RILEY, 2008; SHARMA; MAFFULLI, 2006; LIN et al, 2001).

Por esse motivo, autores relacionam o NO a processos benéficos para a

regeneração, por outro lado, sabe-se que essa molécula tem efeitos difusos, não

promovendo apenas efeitos benéficos (SHARMA; MAFFULLI, 2006; TOMIOSSO et

al, 2010; YUAN et al, 2003; GELLER; BILLIAR, 1998).
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2.3.3 Vascularização e Inervação na Lesão

Na ruptura mecânica do tendão as alterações encontradas são similares às

anomalias degenerativas, principalmente na fase crônica, pois o desenvolvimento de

uma degeneração análoga à ruptura espontânea é constatado (RILEY, 2008).

A vascularização local sofre mudanças pela expressão do fator de

crescimento vascular endotelial (VEGF), cuja presença fisiológica ocorre somente no

tendão embrionário. No adulto, o agente vascular predominante é a endostatina, que

ao contrário do VEGF, inibe a proliferação e migração de células endoteliais (XU;

MURRELL, 2008; PUFE et al, 2005).

Após a injúria, o VEGF é expresso na tentativa de promover angiogênese

com a finalidade de reparo, tornando o tecido hipervascularizado (PUFE et al.,

2005). Paralelamente a neovascularização e desorganização do tecido surgem

pequenos ramos nervosos que penetram entre a malha de colágeno. Liberados por

esses ramos, considerável quantidade de substância P (SP), glutamato, acetilcolina

e peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) são encontrados, estando

todos relacionados à dor crônica presente na injúria. Adicionalmente a esse efeito

acredita-se que a SP e CGRP promovam regulação do tecido e proliferação de

fibroblastos (BRING et al., 2007; STEYAERT et al., 2006; FORSGREN et al., 2009;

SCHIZAS et al, 2010; ACKERMANN et al., 2003; RILEY, 2008).

Apesar dos mesmos eventos presentes na síntese fisiológica de colágeno

serem observados na síntese patológica, mudanças no padrão de resposta e

atividade dos tenócitos ocorrem devido à presença de diversos agentes

modulatórios e alterações no microambiente celular (RILEY, 2005). Por esse motivo

melhores explanações sobre as alterações moleculares nessa disfunção serão

abordadas.
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2. 4 BASES MOLECULARES DA REGENERAÇÃO TENDÍNEA

O reparo tecidual envolve uma série de eventos sobrepostos, os quais são

didaticamente divididos em fase inflamatória, proliferativa e de remodelamento.

Todos os passos dessas fases requerem inúmeros fatores de crescimento e

citocinas que atuam temporalmente ordenadas para restabelecer a homeostase pela

síntese, deposição e degradação da ME (STROM; CASILAS, 2009; SHARMA;

MAFFULLI, 2006; REDDY et al., 1999).

Perante uma lesão, a morte celular por necrose é evidente, já a apoptose,

pode ser oriunda da ação de radicais livres gerados na reperfusão após isquemia,

hipóxia e hipertermia (XU; MURRELL, 2008; RILEY, 2004; LONGO; RONGA;

MAFFULLI, 2009).

A morte por necrose dá inicio a fase inflamatória, que dura em média cinco

dias. Essa fase tem inicio logo após a lesão, e envolve vasodilatação reativa e

infiltração de eritrócitos, neutrófilos, monócitos e macrófagos (SHARMA; MAFFULLI,

2006; PUFE et al., 2005).

Ao chegarem ao tecido, os monócitos primeiramente necessitam aderir ao

colágeno da matriz (Figura 5) para em seguida se diferenciar em macrófagos. Esses

macrófagos iniciam atividade fagocítica, expressão de agentes pró-inflamatórios

como interleucina 1β (IL1β) e fator de necrose tumoral α (TNFα), expressão da

isoforma tipo II da NOS (NOSII) e, juntamente com os neutrófilos, destroem a ME

pela liberação de MMPs (RILEY, 2005; POITEVIN et al, 2008; SCHULTZ;

WYSOCKI, 2009; ABATE et al, 2009).

O aumento nos níveis de citocinas inflamatórias regulam positivamente a

produção de espécies reativas de nitrogênio (ERN), e concomitantemente, inibem a

síntese de colágeno, desse modo, atribui-se a ambas ação anti-fibrilogênica

(URTASUN; CONDE DE LA ROSA; NIETO; 2008; HEINEMEIER et al., 2003)
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Figura 5 – Eventos moleculares na fase aguda da lesão. Após a morte celular dos tenócitos, o

colágeno atua como agente quimiotático para monócitos, os quais se aderem a este e se diferenciam

em macrófagos, dando inicio a liberação de citocinas, óxido nítrico, fatores teciduais e

metaloproteases de matriz. Paralelamente a isso os neutrófilos migrantes contribuem liberando mais

metaloproteases e inibidores teciduais de metaloproteases.

.
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A atividade proteolítca das MMPs é de vital importância para o debridamento

da lesão e progressão cicatricial, sendo requisitada em diversas fases do processo.

A regulação destas proteases ocorre em nível de transcrição gênica, translação

protéica, fatores teciduais e principalmente por inibidores teciduais de

metaloproteases (TIMPs) (POITEVIN et al, 2008; RILEY, 2004). Somando-se a isso,

o NO e o peroxinitrito, um produto da reação com o superóxido, é capaz de modular

a ativação de MMPs diretamente (WANG; SAWICKI; SCHULZ, 2002).

Toda essa dinâmica na matriz é mediada por fatores pro-inflamatórios, fatores

de crescimento e agentes vasoativos, os quais são liberados pelos fibroblastos,

macrófagos, neutrófilos e plaquetas. Esses fatores desencadeiam mecanismos

celulares a fim de proteger o tecido de agentes externos, proliferar novas células,

diferenciá-las em tipos fenotipicamente análogas as do tecido original e finalmente

estimular a síntese protéica (ANITUA et al, 2009; HOU et al, 2009; VIRCHENKO;

GRENEGÅRD; ASPENBERG, 2006b).

Nessa fase, o fator de crescimento ligado à insulina I (IGF-I) e fator de

crescimento transformante β (TGF-β), ambos constitutivamente expressos no tendão

e reportados como potencializadores da cicatrização intensificam progressivamente

suas ações (RILEY, 2008; DAHLGREN et al, 2005; CHEN et al, 2004).

Concomitante aos eventos moleculares da fase inflamatória se sobrepõe a

fase proliferativa, cujo início ocorre entre o 3º e 16º dia após a injúria. Nesse

período, fibroblastos imaturos identificados como células-tronco mesenquimais

progenitoras do tendão migram para a área, e influenciados pelo TGF-β iniciam a

síntese de colágeno (Figura 6) (ABATE et al, 2009; XU; MURRELL, 2008; CHEN et

al, 2004).

Oliver e colaboradores (1999) demonstraram que as isoformas tipo I e III do

TGF-β são bastante eficazes no aumento da síntese e deposição de colágeno na

matriz. Os mecanismos pelos quais esse fator estimula a síntese protéica

compreendem o aumento da transcrição e estabilização de mRNA para o

procolágeno tipo I, estimulação da prolil hidroxilase e lisil oxidase, resultando em

maior estabilidade da molécula, melhora  na  remodelagem do colágeno e redução

da degradação pelo controle de MMPs e TIMPs (HOU et al, 2009; SIWIK; COLUCCI,

2004; URTASUN; CONDE DE LA ROSA; NIETO; 2008; HEINEMEIER et al., 2003).
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Figura 6 – Representação esquemática da ação do TGF-β na síntese de colágeno. O macrófago

produz TGFβ (1), o qual se liga ao receptor do fibroblasto (2) formando um complexo que regula

positivamente a transcrição das cadeias que constituem o colágeno (3). O colágeno depois de

secretado (4) pode se ligar a integrinas (5) estabelecendo uma ação intensificadora de sua síntese

pela indução do aumento na produção de TGFβ da própria célula (6), retomando o ciclo.
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Nesse contexto de intensa atividade sintética, surge a última e mais longa

etapa cicatricial, a diferenciação ou remodelagem, cujo objetivo é regular a

reposição dos constituintes da matriz (REDDY et al., 1999; ABATE et al, 2009;

CURRAN; WINTER; BOUCHIER-HAYES, 2006).

Apesar de hipóteses existentes, os fatores que realmente induzem a

remodelagem na tendinopatia não são bem conhecidos. No tendão sadio um

processo contínuo de remodelagem ocorre de forma lenta e equilibrada,

contrapondo a injúria, onde um desequilíbrio entre TIMPs e MMPs pode degradar

progressivamente a matriz, desencadeando variações na quantidade e maturação

de colágeno (RILEY, 2004; RILEY, 2008; KAROUSOU et al, 2008; MOS et al.,

2007). Acredita-se também que na injúria as MMPs sofram modificações estruturais

decorrentes de nitrosilação ao longo das fases de reparo, comprometendo a

remodelagem do tecido (URTASUN; CONDE DE LA ROSA; NIETO; 2008;

HEINEMEIER et al., 2003).

As alterações do colágeno no tendão em função da injúria geram transtornos

que podem ser avaliados pelo declínio das propriedades biomecânicas e funcionais,

observadas tanto em humanos quanto em animais experimentais, dessa forma é

indispensável conhecer um pouco a cerca dessas propriedades.

2.5 REMODELAGEM E PROPRIEDADES BIOMECÂNICAS E FUNCIONAIS.

Como fora visto anteriormente, a remodelagem do colágeno é fundamental

para a regeneração tendínea, isso se deve a relação direta do tamanho, número e

orientação das fibras com o componente mecânico de suporte a tensão, de modo

que uma aceleração regenerativa atrelada à manutenção de propriedades

biomecânicas é indispensável do ponto de vista funcional para o indivíduo (COOK et

al, 2004; ABATE et al, 2009; REDDY et al, 1999).

A orientação em paralelo aliado a formação de ligações cruzadas do colágeno

remete-nos a uma qualidade geral dos materiais, cuja orientação aleatória facilita um
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maior estiramento com menor força de tração, por outro lado, quando o material é

predominantemente paralelo e coeso, suporta uma tração mais intensa antes de se

estirar e romper. Esse atributo é muito bem caracterizado em diversos experimentos

biomecânicos, sugerindo que a presença de colágeno alinhado é essencial para a

função do tendão, o qual se estima suportar tensões de até 111 MPa (WREN et al,

2001; REDDY et al, 1999; MOLLOY; WOOD, 2009; GIGANTE et al, 2009).

Experimentos demonstram que a injúria tendínea prejudica as propriedades

biomecânicas comparado a tendões intactos. Esses estudos também evidenciam a

existência da correlação entre propriedades bioquímicas, estruturais e biomecânicas

do tecido (REDDY et al, 1999; WREN et al, 2001; HOU et al, 2009).

Fundamentado nessa relação, Tomiosso e colaboradores (2009)

demonstraram que algumas propriedades biomecânicas eram prejudicadas após a

inibição sistêmica da NOS, no entanto, as análises bioquímicas da mesma pesquisa

foram incompatíveis com o agravo sugerido pela avaliação biomecânica, indicando

possíveis problemas no modelo de inibição sistêmica da síntese de NO.

O suporte e distribuição de tensões transmitidas do músculo ao osso pelo

tendão são de tal importância, que portadores de patologias que comprometem a

síntese ou estabilidade do colágeno apresentam sérios danos na função locomotora.

Dentre as patologias destacam-se a osteogenesis imperfecta e a síndrome de

Ehlers-Danlos, ambas de caráter genético. Nessas síndromes a anomalia no tecido

conectivo de todo o corpo prejudicam e fragilizam o indivíduo, os quais são

freqüentemente acometidos por ruptura tendínea (GAJKO-GALICKA, 2002; RILEY,

2004; BAILEY; PAUL; KNOTT, 1998; TAKALUOMA et al, 2007; ITO et al, 2010).

Após a transecção tendínea em modelo animal, a marcha apresenta um nítido

distúrbio indicado pela diferença na pegada, tornando-se consideravelmente mais

longa e estreita no membro afetado (Figura 7). Nesse sentido, pesquisas visando

caracterizar alterações funcionais em animais com a injuria, propuseram um modelo

de índice funcional de Aquiles (IFA) baseado em outros largamente utilizados, tal

como o índice funcional do ciático (MURRELL et al, 1992).
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Figura 7 – Diferença na pegada durante a marcha livre de animais sadios e com lesão tendínea em

fase inicial.

Fonte: Adaptado de Murrel et al, 1994.



38

O IFA consiste em uma avaliação da função do tendão de Aquiles. Baseia-se

na diferença da marcha e consequentemente da pegada entre animais sem e com a

lesão. A pegada dos animais é obtida após deixarem-na impressa sob um papel

branco, sendo posteriormente analisados os parâmetros específicos para esse

índice, os quais são calculados utilizando-se uma equação padrão para gerar o valor

do IFA (MURRELL et al, 1992; SEE et al, 2004).

O IFA é sensível para avaliar a lesão e possui correlação com propriedades

biomecânicas, tornando-o um importante aliado em pesquisas para intervenções e

tratamentos (BEST et al, 1993; NG et al, 2003; SEE et al, 2004).

Nesse sentido, apesar do desempenho biomecânico já ter sido relacionado

com a modulação nitrérgica, o desempenho funcional ainda não foi detectado nesse

contexto, havendo assim a possibilidade de estudá-lo nesse trabalho, para isso, é

importante conhecer o principal representante desse sistema, o óxido nítrico.

2. 6 O ÓXIDO NÍTRICO

A síntese do NO é realizada pela família de enzimas óxido nítrico sintase

(Nitric Oxide Synthase - NOS). Essas enzimas podem ser expressas

constitutivamente nos tecidos, como as isoformas I (NOSI) e III (NOSIII), ou após

ativação do sistema imunológico, como a isoforma II (NOSII), a qual produz NO em

larga escala, por conseguinte desempenhando um papel citotóxico (MONCADA;

HIGGS, 1995; MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991; MONCADA, 1999; VALLANCE,

2003; ABRAMSON, 2008; KAWANO et al., 2009).

Estas enzimas utilizam como substrato (Figura 8) a L-arginina, um aminoácido

que é oxidado a N-hidroxiarginina, e em seguida a NO e L-citrulina (KNOWLESS;

MONCADA, 1994; MONCADA; HIGGS, 1995; ARCHER, 1993).
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Figura 8 – Síntese de óxido nítrico. O aminoácido L-arginina é oxidado pela enzima óxido nítrico

síntese a uma molécula intermediária chamada Nω-hidroxiarginina. Essa molécula passa por uma

nova oxidação gerando finalmente o NO e L-citrulina.
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Depois de sintetizado, o NO ativa reversívelmente a guanilato ciclase,

produzindo guanosina monofosfato cíclico (GMPc), um importante segundo

mensageiro intracelular. De outro modo, o NO pode ser metabolizado ao reagir com

oxihemoglobulina formando nitrato e metahemoglobulina, assim sendo eliminado

(VALLANCE, 2003).

Outras possibilidades são interações com biomoléculas acarretando

alterações na atividade biológica; reação com oxigênio gerando nitrito (NO2
-);

reações com EROs, como o ânion radical superóxido (O2•
-) gerando peroxinitrito

(ONOO-), ou ainda ligações a metais de transição, cruciais para o funcionamento de

diversas enzimas (KNOWLESS; MONCADA, 1994; ARCHER, 1993).

Os efeitos de interação do NO com outras moléculas no tendão não são bem

conhecidos. É possível a ocorrência de s-nitrosilação de proteínas envolvidas na

síntese bem como no próprio colágeno, o que ainda não foi descrito no tendão.

Contudo, já foi referido na literatura que o COL III pode sofrer nitrosilação, estando

intensamente associado a doenças degenerativas como osteoartrite e artrite

reumatóide. Além disso, o NO pode atuar também como agente inibitório de

importantes enzimas para a síntese de colágeno, como demonstrado para a prolil

hidroxilase (CAO et al 1997; RICHARDOT et al, 2009; DOOLEY et al., 2007).

2.7 ÓXIDO NÍTRICO E REGENERAÇÃO DO COLÁGENO NO TENDÃO

Estudos sobre a relação entre NO e regeneração são bem evidenciados em

tecidos como pele e coração (HSU et al, 2006; WANG; SAWICKI; SCHULZ, 2002),

entretanto a mesma abordagem para regeneração tendínea é carente de estudos. A

maioria dos trabalhos existentes conta com a administração sistêmica de drogas que

modulam a formação de NO (MURREL et al., 1997; MURREL, 2008; MURREL et al.,

2007; TOMIOSSO at al., 2009). Sabe-se, porém que essa molécula é fundamental

para diversas atividades celulares, portanto, uma inibição sistêmica prejudicaria a
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homeostase corporal, inviabilizando avaliar a ação da molécula na injúria, restrita a

zona tendínea (MONCADA, 1999; JAFFREY; SNYDER, 1995).

Murrell e colaboradores (1997) mostraram com o bloqueio sistêmico das NOS

uma redução na magnitude da regeneração, sugerindo que o NO poderia ser

importante para a cicatrização. Entretanto, é válido notar que após a inibição

sistêmica das NOS foi detectado uma série de comprometimentos concomitantes ao

efeito danoso no tendão, sustentando a hipótese da inibição sistêmica prejudicar a

homeostase, acarretando em problemas na defesa contra microorganismos, adesão

celular, resposta imunológica e outras ações ligadas a atividade do NO, culminando

no déficit regenerativo (MURREL, 2007; VALLENCE, 2002).

Indícios da atuação benéfica do NO nas tendinopatias são demonstrados no

papel estimulatório do NO para a transcrição e tradução de genes fundamentais

para a cicatrização (MOLLOY et al., 2006). Outros dados apontam ainda que a

inibição da NOS com única dose de L-NAME no estágio inicial da injúria intensificava

a resposta inflamatória crônica (DARMANI; CROSSAN; CURTIS, 2004).

Baseado nesse efeito, pesquisas visando testar intervenções farmacológicas

também mostraram que a administração de doadores de NO como nitroflurbiprofen

proporcionaram melhora nas propriedades biomecânicas, contudo essa droga

comprometeu o reparo. Em nova tentativa com o NO-paracetamol, apesar de falhar

na recuperação biomecânica, notou-se aumento no teor de colágeno e melhora

histológica (YUAN et al., 2003; MURRELL et al., 2008).

Resultados favoráveis referentes à atuação do NO na regeneração levaram a

execução de ensaios clínicos. Nesses estudos, o tratamento local diário com um

doador de NO, o trinitrato de gliceril (TNG), em pacientes com epicondilite lateral

reduziu os sintomas, melhorou a função e o ganho de força. Em outro trabalho, o

TNG foi usado para tratar tendinopatia de Aquiles, contudo nenhum benefício clínico

foi observado. Entretanto, em ambos os estudos foram notados efeitos colaterais

como cefaléia , paresia e vertigem (PAOLONI et al., 2003; KANE et al., 2008).

Contrapondo as informações que sustentam um possível benefício do NO

para a regeneração, Dooley e co-autores (2007) mostraram que a síntese de

colágeno in vitro era inibida pela adição de NO, principalmente via nitroprussiato de

sódio (Sodium Nitroprusside - SNP). Essa inibição parece ter sido induzida por
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efeitos do NO em eventos pós-transcricionais do colágeno aliado a um aumento em

sua degradação.

Yoshida et al (2006) e Moncada (1999) asseguram a existência de diferenças

relacionadas à função do NO dependendo da enzima que a produz. Efeitos

diferentes são atribuídos ao tecido onde é sintetizado vinculado às diferentes

capacidades sintéticas das NOS. As NOSI e II contribuiriam para o estado de injúria

do tecido em que estão sendo produzidas por efeito citotóxico, enquanto a NOSIII

desempenharia uma função protetora, ajudando a preservar o fluxo sangüíneo e

regular a formação de capilares (MIKIROVA et al., 2008; YOSHIDA et al, 2006).

Nesse sentido, foi mostrado por Xia e grupo (2006), que o tendão de

camundongos nocaute para NOSI recuperava-se espontaneamente bem, ou seja, a

ausência dessa isoforma não implicava em problemas cicatriciais. Em outro estudo,

observou-se que a suplementação com arginina causou notável regeneração

tecidual em animais selvagens, porém não alterou o padrão regenerativo de animais

nocaute para NOSII (SHI et al., 2002).

A arginina é um substrato comum para a NOS e arginase. Esse aminoácido

pode ser desviado da via da NOS para a via da arginase (Figura 9) formando uréia e

ornitina, essencial para a formação de colágeno e poliaminas. Essa hipótese não

deve ser descartada para justificar a melhora regenerativa ocasionada pela

suplementação com arginina (DEBATS, 2009; BALLIGAND; FERON; DESSY, 2009).

Investigações envolvendo especificamente o tendão mostram que o efeito do

NO na síntese e orientação de colágeno não chega a ser tão discrepante, todavia,

pesquisas em outros órgãos como pulmão (MATTHIESEN et al., 2008), coração

(GAO et al., 2008; SIWIK & COLUCCI, 2004) fígado (URTASUN et al., 2009;

URTASUN; CONDE DE LA ROSA; NIETO, 2008; VERCELINO et al, 2010) e pele

(CORSETTI et al., 2010; DOOLEY et al., 2007; ACHUTH et al., 2005; HSU et al.,

2006; OBAYASHI et al., 2006) puderam constatar de forma mais intensa essa

relação dual do NO e seus produtos, caracterizando efeitos modulatórios difusos

para a síntese de colágeno.
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Figura 9 – Relação entre NOS e arginase. A L-arginina (1) é o único substrato das enzimas NOS (2)

e Arginase (3). O aminoácido poderia ser disputado por ambas às enzimas para gerar NO (4) ou

prolina (5). Na fase aguda, estímulos externos como TNFα (6) podem intensificar essa disputa

favorecendo a via nitrérgica. Além disso, a L-hidroxiarginina (7) inibe a atividade da arginase,

mostrando mais um papel negativo do sistema nitrérgico para a síntese de colágeno.
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No tecido hepático, já foi claramente estabelecido que as EROs e ERNs

apresentam ações antagônicas, a primeira seria pró-fibrótica e a segunda anti-

fibrótica, fato ainda não descrito no tendão (URTASUN at al., 2009; URTASUN;

CONDE DE LA ROSA; NIETO, 2008).

Nesse contexto, devido às funções sistêmicas diversificadas do NO, o uso de

um inibidor atuando indiscriminadamente nas NOS acobertaria a real função

desempenhada para a recuperação de uma lesão restrita.

Juntamente a isso, um dos efeitos do NO é a manutenção do tônus vascular,

por sua vez, a depleção dessa molécula promove quadros de hipertensão por

vasoconstrição sistêmica (TOFOVIC et al, 2005). Esses baixos níveis de NO

circulante em indivíduos com quadro inflamatório focal pode suscitar redução

potencial nas respostas de ativação do sistema imune e migração celular,

prejudicando a regeneração tecidual (GURDOL et al, 2010).

Não foi identificada nenhuma pesquisa que averiguasse o efeito da inibição

local da síntese de NO na regeneração tendínea. Partindo desse princípio, o

presente trabalho levanta a hipótese de que a inibição local com o análogo da L-

arginina, o L-Nitro-Arginina-Metil-Éster (Figura 10) exerceria um papel

predominantemente positivo para o reparo tendíneo, minimizando os efeitos

prejudiciais do NO.
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Figura 10 - Estrutura química da L-arginina (A) e seu análogo usado na pesquisa, L-NAME (B).

Fonte: Adaptado de Moncada et al, 1991.
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3 OBJETIVOS

3. 1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do bloqueio da ativação nitrérgica local por meio do uso de L-

nitro-arginina-metil-éster (L-NAME) no reparo do tendão de Aquiles em ratos

submetidos à lesão tendínea.

3. 2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS:

 Averiguar por meio da dosagem de nitrito a ativação nitrérgica no tendão na

fase crônica da lesão e a efetividade da inibição pelo uso do L-NAME, conforme o

modelo experimental estabelecido, após 21 de lesão.

 Avaliar através de microscopia de luz o efeito da inibição nitrérgica local na

organização tecidual após 21 dias de injúria.

 Caracterizar através de microscopia de luz e autofluorescência o padrão de

orientação das fibras colágenas entre os grupos experimentais 21 dias após a

ruptura, e o efeito da inibição nitrérgica local nessa orientação.

 Avaliar com base no Índice Funcional de Aquiles o padrão funcional da

marcha no grupo controle, e o progresso da recuperação funcional para o grupo

ruptura+veículo.

 Verificar o efeito da inibição nitrérgica local no desempenho funcional da

marcha dos animais utilizando o Índice Funcional de Aquiles.
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4 MATERIAL E MÉTODOS

4. 1 ANIMAIS

Foram utilizados 40 ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus),

com massa corporal na faixa de 302 ±36 g provenientes do Biotério pertencente ao

Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal do Pará (ICB-UFPA). Os

animais permaneceram em gaiolas de polipropileno padrão, mantidas em ambiente

controlado com ciclo claro/escuro de 12 horas, além de receberem água e ração

balanceada ad libitum. Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa

com animais de experimentação da UFPA (CEPAE-UFPA) sob o parecer BIO021-

11.

4. 2 PESAGEM DOS ANIMAIS

Como um dos efeitos notáveis da inibição nitrérgica sistêmica em modelo

animal é a perda de massa corporal (YUAN et al, 2003; TOFOVIC et al, 2005),

verificamos esse parâmetro, comumente usado, para indicar alterações sistêmicas

induzidas pela administração da droga. Para isso, todos os animais foram pesados

antes do início dos experimentos e uma vez por semana até o dia do sacrifício para

posterior análise comparativa com o grupo controle.
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4. 3 PROCEDIMENTO CIRÚRGICO

Os animais foram anestesiados com Ketamina 10% (80mg/kg) e Cloridrato de

Xilazina a 2% (12mg/kg) com aplicação intraperitoneal. A pele sobre a região

posterior da tíbia do membro posterior direito foi tricotomizada manualmente.

Posteriormente à assepsia local, realizou-se uma incisão longitudinal de cerca de 0,5

cm na pele acima da inserção calcânea para ter acesso ao tendão do tríceps sural e

isolá-lo. Após a dissecção foi realizada a sutura de Kessler (MURRELL et al, 1992),

ocorrida antes da ruptura devido ao diminuto tamanho do tendão. Em seguida, o

mesmo foi seccionado totalmente por cisalhamento transversal.

Posteriormente, o tendão e a pele foram suturados com fio de poliamida

monofilamento não absorvível número 4.0, e submetida novamente à assepsia local.

Após a lesão não houve nenhuma restrição ou imobilização do segmento,

apenas higienização diária com solução fisiológica até a cicatrização da pele. Ao

final do tratamento, como estabelecido para cada grupo experimental, os animais

foram sacrificados no 21º dia após a lesão por meio de deslocamento cervical ou

guilhotina.

4. 4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Esta pesquisa propôs quatro grupos experimentais. O primeiro foi constituído

de animais totalmente sadios (controle; n=8). O segundo grupo foi submetido à

ruptura e recebia solução salina 0,9% (ruptura+veículo; n=8). O terceiro foi sujeito a

lesão experimental e recebeu tratamento com o inibidor não seletivo da síntese de

óxido nítrico, L-nitro-arginina-metil-éster (L-NAME; Sigma, St. Louis, Mo. USA)

diluído para a concentração de 5mM em solução salina (ruptura+LNAME; n=8). Por

fim, o quarto grupo passou pela lesão experimental e recebeu o doador de óxido
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nítrico, nitroprussiato de sódio (SNP; Sigma, St. Louis, Mo., USA) diluído para a

concentração de 3mM em solução salina (ruptura+SNP, n=8). Adicionalmente a

esses grupos, utilizamos 8 animais submetidos à lesão sem nenhuma outra

intervenção para avaliar a ativação nitrérgica (n=5) e o padrão histológico de nosso

modelo (n=3). Um resumo esquemático com os grupos experimentais e a

metodologia é descrito na figura 11.

O volume de 100µl de cada solução foi administrado na região paratendínea

com uma seringa calibre 26 a cada dois dias a partir do segundo dia pós-lesão,

estendendo-se até o 20º dia. No 21º dia, todos os ratos foram mortos por

descolamento cervical ou guilhotina.

Os animais foram avaliados quanto ao ganho de massa corporal e padrão de

marcha, enquanto as amostras de tendão foram usadas para análise histológica,

bioquímica e de fluorescência. Para a análise bioquímica foi usado também o

sangue do animal.

Ressaltamos que todos os animais dos grupos passavam por pesagem e

avaliação funcional (n=8). Destes, três foram usados para histologia e fluorescência,

e cinco foram destinados a avaliação bioquímica.

4. 5 ANÁLISE HISTOLÓGICA

Para análise histológica o tecido foi fixado por 24h em paraformoldeído

preparado a 4% diluído em tampão fosfato (0,1M, pH 7.4). Depois de fixado, o tecido

foi lavado em tampão fosfato por três vezes consecutivas, para em seguida ser

crioprotegido por 24h em sacarose a 30% diluída também em tampão fosfato,

conforme adaptado de ELLIOTT et al, 2008. Após a crioproteção, o material foi

embebido em Tissue Tek (Sakura Finetek, Inc., Califórnia, USA) para ser cortado em

15 μm de espessura com orientação longitudinal em criostato (Leica, CM3050 S)

ajustado para -24ºC.
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Figura 11 – Diagrama esquemático do desenho experimental da pesquisa. Os tratamentos foram

realizados a partir do segundo dia após a injúria, sendo administrados novamente a cada dois dias,

conforme indicado nos dias em destaque ao longo da seta horizontal. No 21º dia os animais eram

sacrificados para obtermos amostras de sangue e tecido.
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As secções obtidas foram coradas com a técnica de hematoxilina e eosina

(HE). Para isso, as lâminas inicialmente foram imersas em xilol por duas vezes

consecutivas durante 5 minutos cada para então passarem por uma bateria

decrescente de álcool na seguinte ordem e diluição: 100%, 100%, 95%, 90%, 80% e

70%, mantendo-as em cada diluição por 5 mim. Após essa bateria, as lâminas foram

imersas em hematoxilina de Harris por 40 segundos. Depois dessa coloração o

tecido foi lavado em água deionizada por 20 minutos. A seguir, as lâminas foram

imersas em eosina por mais 30 segundos e então lavadas em água deionizada por

20 minutos. Após esse último passo, as lâminas eram submetidas ao processo de

desidratação, passando pela bateria agora crescente de álcool, na sequência de

70%, 80%, 90%, 95%,100% e novamente 100%. Por fim as lâminas foram imersas

em xilol e montadas em glicerol diluído em água deionizada a 30%. Um microscópio

de luz (Nikon, Eclipse E800 Yokohama, Japan) com câmera digital (Nikon, DXM

1200, Japan) acoplada foi usado para análise histológica e captura de imagens, as

quais foram armazenadas para posterior avaliação semi-quantitativa e qualitativa.

4. 6 ANÁLISE POR MICROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA

Para verificar o padrão de organização das fibras colágenas, que são

naturalmente fluorescentes (HOELL et al, 2006), serão utilizadas secções obtidas

pelo criostato, como mencionado anteriormente, as quais serão lavadas em PBS e

observadas no microscópio de fluorescência (Nikon, Eclipse E800 Yokohama,

Japan) utilizando-se o filtro adequado para o comprimento de onda de 495nm,

referente a fluorescência do isotiocianato de fluoresceína (FITC). A organização do

tecido foi avaliada de forma qualitativa por fotomicrografias obtidas através de um

sistema de câmera digital acoplada ao microscópio de fluorescência.
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4. 7 DOSAGEM DE NITRITO

Com o objetivo de verificar as variações na produção de óxido nítrico tecidual

no modelo experimental foi utilizado o método de dosagem de nitrito através da

reação de Griess (GREEN et al, 1982). Este método baseia-se na quantificação

indireta de NO pelo seu principal metabólito, o nitrito. Nessa técnica, o nitrito da

amostra reage em meio ácido com a sulfanilamida produzindo um sal de diazônio, o

qual reage com o naftileno, produzindo uma coloração rósea.

Para esta reação o tecido foi cortado em pequenos pedaços e

homogeneizado em 1 ml de solução salina por ultrasonificação, a seguir, 700 µL do

homogeneizado foi centrifugado, obtendo-se o sobrenadante para essa dosagem. O

plasma também foi obtido após a centrifugação do sangue. A partir desses

procedimentos, 500 µL de cada amostra foi misturada com o mesmo volume do

reagente de Griess, que compreende naftleno a 0.1%, diluído em água deionizada e

sulfanilamida a 1%, diluída em ácido fosfórico a 5%. Os valores da absorvância

foram mensurados por espectrofotometria ajustando o comprimento de onda para

540 nm. Esses valores foram referidos a uma curva padrão com concentrações

conhecidas de nitrito para determinar a concentração de NO2
− na amostra. Os níveis

de nitrito foram corrigidos pela relação feita com a concentração de proteínas

encontradas na amostra.

4. 8 DOSAGEM DE PROTEÍNAS

A quantificação de proteínas do tecido foi obtida através do método de

Bradford (1976). Conforme o princípio dessa técnica, o corante azul brilhante de

comassie presente no reativo de Bradford se liga a resíduos carregados
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positivamente em proteínas, resultando em um complexo que possui um máximo de

absorvância diferente do obtido com o corante livre.

Após o processamento do tecido para a dosagem de nitrito, 100 µl do

homogeneizado foi diluído em 300 µl de água destilada e 100 µl de NaOH 1 N.

Desta diluição, 100 µl foram adicionados em tubos contendo água destilada

(100 µL). Em seguida, 2 ml do reativo de revelação (Azul Brilhante Comassie G-250

dissolvido em etanol 95% e ácido fosfórico 85%) foram adicionados, e ao  final de 2

min de reação e agitação os conteúdos foram determinados por espectrofotometria

ajustando o comprimento de onda para 595 nm.

Os valores de proteína foram calculados a partir da equação da reta obtida

por uma curva-padrão previamente estabelecida com diferentes concentrações de

Albumina Bovina Sérica (BSA).

4. 9 AVALIAÇÃO FUNCIONAL

O teste funcional realizado foi o Índice Funcional de Aquiles (IFA), proposto

por Murrel et al (1992). Esse teste foi conduzido em todos os animais no período

pré-operatório, assim como na fase pós-operatória em 7, 14 e 21 dias.

Os ratos foram testados em uma passarela de 10 cm de largura por 60 cm de

comprimento forrado com um papel branco. Depois de terem suas patas traseiras

pintadas com tinta atóxica, os animais foram colocados no aparato para caminhar

em linha reta, deixando no papel as pegadas em azul. Esse papel foi codificado pelo

numero do animal e estocado para digitalização e mensuração por um único

avaliador com auxílio do software Imaje J®. As medidas foram tomadas a partir da

segunda passada de marcha do animal e o índice calculado de acordo com a

equação:

IFA = 74(PLF) + 161(TSF) + 48(ITF) - 5.
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Conforme os elementos da equação, o máximo comprimento da pegada é

definido como o fator de comprimento da pegada (PLF), e obtido por PLFEsq - PLFDir /

PLFDir. A distância entre o primeiro e o quito dedo é chamado de fator de

espalhamento dos dedos do pé (TSF), e obtido por TSFDir – TSFEsq / TSFEsq e a

distância entre o segundo e o quarto dedo é o fator teste intermediário (ITF),

calculado por ITFDir – ITFEsq / ITFEsq. Esses fatores (Figura 12), previamente obtidos

foram calculados e usados para a equação do IFA.

4. 10 ANÁLISE DE DADOS POR SOFTWARE

Para avaliar a progressão da cicatrização, cortes longitudinais foram

coletados e organizados em secções referentes às porções ventral, medial e dorsal

do tendão para em seguida serem coradas com HE.

Nestas lâminas coradas é possível identificar a organização do colágeno no

tecido por duas principais referências, a orientação das células no eixo do tendão e

a própria organização em paralelo das fibras colágenas coradas em róseo. Desse

modo, fotomicrografias de regiões onde houve organização de fibras foram

sistematicamente capturadas. Destas, a partir da referência da escala, o diâmetro de

fibras organizadas foi mensurado, calculando-se então o diâmetro médio de

colágeno organizado a partir das três secções, o qual foi avaliado para cada tendão

e grupo, conforme descrito por Bring et al, (2007).

Todos os dados de imagem digital foram processados por meio do software

Image J® e expressas convencionalmente em milímetros.



55

Figura 12 - Obtenção das medias para o cálculo do IFA.

Fonte: Adaptado de Murrel et al, 1994.
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4. 11 ANÁLISE ESTATÍSTICA

O programa estatístico usado na avaliação destes experimentos foi o BioEstat

5.0, onde os dados foram analisados utilizando o teste de Análise de Variância

(ANOVA) de um critério, seguida pelo teste Tukey para comparações múltiplas. Os

valores de p< 0.05 foram considerados significativos. Os resultados foram expressos

como média ± erro padrão.
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5 RESULTADOS

5.1 O TRATAMENTO COM DROGAS NO LOCAL DA INJÚRIA NÃO ALTEROU O

GANHO DE MASSA CORPORAL NEM OS NÍVEIS DE NITRITO NO PLASMA.

Com a finalidade de avaliarmos a magnitude da inibição nitrérgica local na

regeneração tendínea, verificamos a repercussão dessa administração na avaliação

do ganho de massa corporal ao longo do tratamento. Nossos resultados mostraram

que nenhum dos tratamentos locais alterou de forma significativa o ganho de massa

entre os grupos experimentais antes da lesão (p=0.3645), em 7 (p=6590), 14

(p=0.6629) ou 21 dias após a injúria ( p=0.1477) (Figura 13).

Reforçando a idéia da inibição exclusivamente local da NOS nesse modelo

verificamos os níveis plasmáticos de nitrito pelo método de Griess. Obtivemos como

resultados entre os diferentes tratamentos valores similares para ruptura+veículo

(2.27 ±0.46 μM/ml), ruptura+L-NAME (2.38 ±0.45 μM/ml), ruptura+SNP (2.72 ±0.63

μM/ml) e controle (2.66 ±0.15 μM/ml), conforme verificado na Figura 14, não

havendo significância estatística entre eles (p=0.8909). A não alteração na aquisição

de massa corpórea e nos níveis de nitrito plasmático nos permite assegurar que o

tratamento local não interferiu expressivamente nos parâmetros sistêmicos dos

animais.
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Figura 13 – Ganho de massa corporal. Foi avaliado semanalmente o efeito do tratamento local com

veículo, L-NAME e SNP sob a aquisição de massa corporal em ratos submetidos à tenotomia. Os

valores são expressos em média ± erro padrão, n=8. (ANOVA-Tukey sem significância entre os dias

para cada grupo ou entre os grupos no mesmo dia).
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Figura 14 – Níveis de nitrito plasmático. Foi verificado o efeito do tratamento local com veículo, L-

NAME e SNP nos níveis de nitrito no plasma de ratos submetidos à tenotomia. O tratamento foi

mantido conforme descrito previamente e as amostras coletadas no 21º dias após a injúria. Os

valores são expressos em média ± erro padrão, n=5 (ANOVA-Tukey, p=0.8909).
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5.2 O MODELO DE INJÚRIA TENDÍNEA POR RUPTURA TOTAL DO TENDÃO DE

AQUILES MANTEVE OS NÍVEIS DE NITRITO NO TECIDO AUMENTADOS EM 21

DIAS.

A fim de averiguar a presença de óxido nítrico no tecido em 21 dias após a

injúria e sua inibição com o L-NAME, realizamos a dosagem de nitrito no tendão

conforme metodologia para processamento e dosagem dessas amostras. Essa

análise constatou a presença de níveis de nitrito significativamente mais elevados

que o controle nas amostras submetidas à lesão experimental (1.03 ±0.05 μM/mg

controle vs 3.85 ±0.2 μM/mg ruptura, p <0.01), contudo esse aumento foi inibido

consideravelmente no animal tratado com L-NAME (ruptura vs 1.2 ± 0.4 μM/mg L-

NAME, p<0.01), conforme demonstrado na Figura 15. Apesar da visível redução

promovida pelo tratamento com L-NAME, os valores de nitrito não diferiram

estatisticamente do controle.

5.3 A REDUÇÃO DA PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO PELA INIBIÇÃO COM L-

NAME MELHOROU O PADRÃO DE ORGANIZAÇÃO DAS FIBRAS COLÁGENAS

NO TECIDO.

Com o intuito de caracterizar as alterações histológicas promovidas pelo

modelo de injúria tendínea na reorganização tecidual em 21 dias, avaliamos pela

técnica histoquímica de hematoxilina-eosina o padrão de organização das fibras

colágenas e a disposição celular no tecido. Com base nessa análise observamos

uma notável desorganização estrutural comparado ao controle (Figura 16 A e B).  O

tecido cuja ruptura foi executada (Figura 16 C, D e E) é tomado por numerosas

células de morfologia ligeiramente arredondada, típico de células morfologicamente

transformadas. Além disso, a disposição irregular no tecido difere do padrão em
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fileira encontrado no tendão controle. A presença de inúmeros vasos também é

evidente (Figura 16E), já que no tendão controle nenhum vaso é encontrado.

Objetivando avaliar morfologicamente as implicações da inibição nitrérgica

local na reorganização das fibras colágenas do tendão em 21 dias, avaliamos pela

mesma técnica histoquímica a evolução dos grupos ruptura+veículo, ruptura+L-

NAME e ruptura+SNP.

O grupo experimental ruptura+L-NAME apresentou melhor padrão de

organização das fibras, sendo observado também a predominância de células mais

alongadas e finas do que as dos grupos ruptura+veículo ou ruptura+SNP. A

disposição em fileiras também foi verificada, caracterizando um padrão análogo ao

tendão controle (figura 17 B). Outra importante característica observada é a

ausência de vasos entre o tecido. Juntos, esses parâmetros sugerem uma melhor

recuperação tecidual.

Por outro lado, os grupos ruptura+veículo e ruptura+SNP revelaram

significativa desorganização tecidual, além disso, é possível notar zonas de maior

densidade celular nas fotomicrografias referentes a esses grupos, conforme

observado na figura 17 A e C.

A indicação histológica de uma melhor organização de fibras colágenas

presentes no tendão dos animais tratados com L-NAME nos levou a mensurar por

meio de uma análise semiquantitativa essa organização, conforme descrito por Bring

et al., (2007).

No grupo controle, o diâmetro médio de fibras colágenas organizadas assume

a média de 0.87 ± 0.08 mm. Por outro lado, após 21 dias de ruptura sem nenhuma

intervenção efetiva, conforme observado no grupo ruptura+veículo, a

desorganização se estabelece e o diâmetro de colágeno organizado decai para 0.21

±0.02 mm. Valores próximos foram encontrados em animais tratados localmente

com SNP (0.30 ±0.04 mm), enquanto que os tratados com L-NAME revelaram

significativa melhora na organização do colágeno tendíneo (0.54 ±0.09 mm) se

comparados ao veículo (p<0.01) ou ao SNP (p<0.05), conforme apresentado na

figura 18.
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Figura 15 – Níveis teciduais de nitrito. Foi observado o efeito da injúria e injúria associada à inibição

nitrérgica nos níveis de nitrito no tecido. Os valores são expressos em média ± erro padrão, n=5

(ANOVA-Tukey, * p<0.01 em relação ao controle; # p<0.01 em relação ao grupo ruptura).
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Figura 16 - Caracterização histológica do modelo de injúria tendínea. A análise histológica foi

realizada em ratos controle (A e B) e ruptura (C, D e E). O tendão com ruptura apresentou mudanças

consistentes com as alterações descritas na fase crônica, inclusive a presença de vasos (E, indicado

por *). Notar organização celular em fileira indicado por seta e linha pontilhada (B) e aumento na

densidade celular delimitada por áreas pontilhadas (C). Coloração por hematoxilina eosina. Em A, C e

E, objetiva de 10x, barra da escala de 100μm. Em B e D, objetiva de 40x, barra da escala 50μm, n= 3.
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Figura 17 - Organização tecidual após 21 dias de lesão e tratamento. A análise histológica foi

realizada em animais tratados com veículo (A), L-NAME (B) ou SNP (C). O grupo ruptura+L-NAME

apresentou melhor orientação tecidual, menor densidade celular e melhor organização das células

(indicado pela linha tracejada em B) se comparado ao ruptura+veículo e ruptura+SNP. Notar

tendência de organização celular em fileira indicado por seta. A alta densidade celular é mostrada em

áreas delimitadas pelo pontilhado em A e C. Coloração por hematoxilina eosina. Objetiva de 10x, n=

3. Barra da escala, 100μm.
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Figura 18 - Avaliação do diâmetro médio de fibras colágenas organizadas. Foi avaliado o efeito do

tratamento local com veículo, L-NAME e SNP no diâmetro médio de fibras colágenas organizadas no

tendão de ratos cirurgicamente lesionados. Os grupos ruptura+veículo e ruptura+SNP não

apresentaram melhora quanto à organização do colágeno. O grupo ruptura+L-NAME obteve maior

diâmetro de fibras organizadas. Os valores são expressos em média ± erro padrão, n=3 (ANOVA-

Tukey. ** p<0.01 vs controle, ## p<0.01 vs L-NAME, # p<0.05 vs L-NAME).
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Dando continuidade a análise morfológica, observamos a organização do

colágeno de modo complementar por meio da propriedade natural de fluorescência

quando exposto a radiação ultravioleta. Nesta condição (figura 19), a fluorescência

decorrente do colágeno mostrou maior alinhamento das fibras no grupo ruptura+L-

NAME do que em ruptura+veículo ou ruptura+SNP.

5.4 A INIBIÇÃO DA ENZIMA ÓXIDO NÍTRICO SINTASE PROMOVEU MELHORA

NO DESEMPENHO FUNCIONAL DE ANIMAIS EM 21 DIAS APÓS A INJÚRIA.

Apesar da resposta histológica de reparo após a modulação nitrérgica ser de

suma importância, a avaliação da funcionalidade dessa resposta permite inferir a

efetividade prática dessa recuperação.

Para estudar o efeito da inibição nitrérgica no desempenho funcional, o índice

funcional de Aquiles padrão foi obtido do grupo controle, avaliado paralelamente aos

animais experimentais. Desse modo, os valores encontrado para esse grupo não

apresentaram diferença estatística entre os dias zero (-4.66 ±2.99), 7 (-4.38 ±2.48),

14 (-4.60 ±2.55) e 21 (-3.10 ±2.91; p=0.9737).

Para os grupos ruptura+veículo (1.67±2.7), ruptura+L-NAME (4.01±2.6) e

ruptura+SNP (-9.02±2.6) o IFA referente ao dia zero foi similar ao grupo controle,

não havendo diferença entre os grupos (p=0.0789).

Quando a análise foi feita para o 7º dia após a lesão, observamos significativa

redução do valor do índice para ruptura+veículo (-55.28 ±3.96), ruptura+SNP (-56.03

±3.49) e ruptura+L-NAME (-40.36 ±4.56) quando referidos ao controle (-4.38 ±2.48,

p<0.01). É importante notar, que apesar do grupo L-NAME apresentar valores

inferiores ao IFA do controle, eles não foram tão comprometedores para a função

locomotora quanto veículo e SNP (L-NAME vs veículo e SNP, p<0.05).

Na avaliação funcional do 14º dia ainda é notável a diferença entre

ruptura+veículo (-50.68 ±4.68), ruptura+L-NAME (-27.44 ±4.63) e ruptura+SNP (-
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37.18 ±3.31) em relação ao controle (-4.60 ±2.55, p<0.01). No entanto, nessa fase, o

IFA do grupo ruptura+L-NAME sofreu um pequeno acréscimo, assim como o

ruptura+SNP, tornando-os estatisticamente semelhantes, o que não ocorre ao grupo

ruptura+veículo, que se mantém inferior ao ruptura+L-NAME (L-NAME vs veículo,

p<0.01).

No 21º dia o desempenho funcional dos grupos ruptura+veículo e

ruptura+SNP mantiveram-se insatisfatórios (-3.10 ±2.91 controle vs -30.00 ±4.06

veículo e -30.08 ±4 SNP, p<0.01). De outro modo, o grupo ruptura+L-NAME assumiu

valores consideravelmente mais positivos no cálculo do IFA (-9.88 ±3.90), não

diferindo do controle. Por conseguinte, ruptura+veículo e ruptura+SNP obtiveram

índices inferiores ao do L-NAME (L-NAME vs veículo e SNP, p<0.01), indicando que

ainda em 21 dias o padrão de marcha estava significativamente alterado, enquanto

os animais cuja a inibição nitrérgica foi estabelecida a recuperação surgiu

precocemente (Figura 20).
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Figura 19 - Avaliação da fluorescência do colágeno tendíneo. A avaliação foi feita em animais

controle (A) e submetidos à tenotomia seguido de tratamento com veículo (B), L-NAME (C) e SNP

(D). Tecido visualizado sob microscópio de fluorescência utilizando o filtro indicado para FITC. As

fotomicrografias sugerem maior organização tecidual observada em A e C. A orientação das células

estão indicadas por setas. Notar maior densidade celular e desorganização tecidual em B e D.

Objetiva de 40x, n= 3. Barra da escala, 50μm.
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Figura 20 - Papel do óxido nítrico local na recuperação funcional da marcha. O índice funcional de

Aquiles foi avaliado em animais controle ou com ruptura do tendão e posterior tratamento com

veículo, L-NAME ou SNP. Os dados indicam que o tratamento com L-NAME gerou progressiva

melhora funcional comparado aos demais grupos. Os valores são expressos em média ± erro padrão,

n=8 (ANOVA-Tukey. ** p<0.01 vs controle; # p<0.05 vs veículo e SNP; †† p< 0.01 vs veículo ##

p<0.01 vs veículo e SNP).
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6 DISCUSSÃO

A literatura reporta que a etiologia, patogênese e o processo de reparo da

tendinopatia são pouco conhecidas (PUFE et al, 2005; RILEY, 2004; REDDY et al,

1999; MAFFULLI et al, 2008). Recentes pesquisas focam uma das conseqüências

mais comuns na injúria independente da hipótese etiológica, o aumento na

concentração de NO no local (MURRELL et al, 1997; LIN et al, 2001a; LIN et al,

2001b; LONGO; RONGA; MAFFULLI, 2009, SHARMA; MAFFULLI, 2006).

Estudos mostram que a inibição sistêmica da NOS em animais cujo tendão foi

lesionado mecanicamente foram prejudiciais à regeneração tecidual (MURRELL et

al, 1997; TOMIOSSO et al, 2010; XIA et al, 2005; DARMANI; CROSSAN; CURTIS,

2004). Contudo, em nossos experimentos, a inibição nitrérgica restrita ao local da

injúria apresentou importante melhora histológica e funcional. Para nosso

conhecimento, essa é a primeira pesquisa que promove a inibição nitrérgica no local

da injúria. Essa intervenção diferencial pode elucidar melhor o efeito da modulação

na lesão, sem interferir significativamente em outras atividades fisiológicas.

Nossos dados estão de acordo com trabalhos que demonstram alterações

patológicas provenientes de estresse nitrosilativo em diversos tecidos, apesar de

alguns resultados ainda serem controversos (KAWANO et al, 2009; HSU et al 2006;

PACHER et al, 2005; URTASUN; CONDE DE LA ROSA; NIETO, 2008; SIWIK;

COLUCCI, 2004; BALLIGAND; FERON; DESSY, 2009; URTASUN et al, 2009;

GURDOL et al, 2010; ARASAPAM et al, 2006).

Trabalhos prévios sugerem que o efeito fisiológico ou citotóxico

desempenhado pelo NO depende, em parte, da isoforma enzimática que o produz

(YOSHIDA et al, 2006; MONCADA, 1999; XIA et al, 2006; BALLIGAND; FERON;

DESSY, 2009). No tendão já foi demonstrado que a síntese de NO por NOSII não

acelera a regeneração. Deste modo, conclui-se que os benefícios atribuídos ao NO,

conforme sugerido pela literatura, não provém dessa isoforma (XIA et al, 2006).

Sabe-se que da mesma forma que altas quantidades de NO geram

citotoxicidade, baixas concentrações são de extrema importância para eventos

fisiológicos (VALKO et al, 2007; MONCADA; HIGGS, 1995; MONCADA; PALMER;
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HIGGS, 1991; MONCADA, 1999; VALLANCE, 2003; ABRAMSON, 2008; KAWANO

et al., 2009; BOGDAN; RÖLLINGHOFF; DIEFENBACH, 2000), portanto, um modelo

de inibição da NOS que não altere parâmetros sistêmicos é um ponto muito

importante para minimizar influencias externas na avaliação desse fenômeno local.

Nesse sentido, nossos resultados apontam que os dados de massa corporal e

níveis plasmáticos de nitrito não foram afetados pela ruptura nem pela administração

de L-NAME. Por outro lado, um significativo aumento nos níveis de nitrito no tecido

após o 21º dia de lesão foi constatado, sendo este inibido quando usado o L-NAME

no local. Os dados da literatura que sugerem um efeito prejudicial da inibição da

NOS na regeneração mostraram uma nítida interferência sistêmica, como pode ser

verificado pela perda de peso, paresia em membros, dispnéia, aumento da pressão

arterial e morte. Essas alterações podem ser fruto de eventos que comprometem a

regeneração por motivos secundários a atuação do inibidor no tecido (MURREL et

al, 1997; TOMIOSSO et al, 2010; GAO et al, 2008; CHATZIANTONIOU et al, 1998).

Estudos revelam que a suplementação terapêutica local com doador de NO é

capaz de promover efeitos colaterais nem sempre associados à melhora funcional

(PAOLONI et al., 2003; KANE et al., 2008). Outros dados suportam que a inibição

crônica de NOS é um importante modelo de injúria cardiovascular e renal com alta

taxa de mortalidade (TOFOVIC et al, 2005), esclarecendo a necessidade de termos

avaliado a abrangência da modulação nitrérgica em nossa pesquisa.

Nosso trabalho mostrou que em 21 dias após a lesão os níveis de nitrito no

tecido estão significativamente acima da média dos animais controle, consistente

com os achados a cerca da expressão temporal das NOS no tendão após a injúria

(LIN et al, 2001a).

Conforme esses dados, apesar do evidente aumento na concentração de

nitrito na fase aguda (DARMANI; CROSSAN; CURTIS, 2004; DARMANI et al 2004;

MURRELL et al, 1997), o acréscimo tardio observado em nosso trabalho poderia

estar relacionado com o aumento na expressão da NOSI nesse mesmo período (LIN

et al, 2001a; LIN et al, 2001b; MURRELL, 2007).

A literatura indica que em várias condições fisiológicas ou patológicas a

expressão da NOSI pode ser dinamicamente regulada, principalmente no estresse

celular induzido por agentes físicos, químicos ou biológicos decorrentes de injúria
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patológica ou mecânica. Esse processo, conseqüentemente é capaz de

desencadear um aumento na produção de NO pelo tecido (FÖRSTERMANN;

BOISSEL; KLEINERT, 1998).

Dentro desse contexto, investigamos o papel da modulação nitrérgica local na

organização do tecido em nosso modelo experimental. Nossas amostras revelaram

uma importante desorganização tecidual, muito semelhante ao que é reportado na

literatura para a fase crônica da injúria (CHEN et al, 2004; YEUNG; GUO; NG, 2006,

2006; DAHLGREN et al, 2005; PUFE et al, 2005; COOK et al, 2004; XU; MURRELL,

2008).

Por conseguinte, queríamos saber se nossos tratamentos geravam alguma

alteração nesse padrão morfológico de lesão. Nesse sentido, observamos que,

diferente das alterações morfológicas clássicas presente nos animais que receberam

veículo ou SNP, o grupo que recebeu L-NAME apresentou um padrão histológico

consideravelmente melhor (LIAN et al, 2006; XU; MURRELL, 2008).

A melhora consistiu em menor densidade celular, morfologia mais alongada,

ausência de vasos sanguíneos entre colágeno, maior alinhamento celular e maior

quantidade de zonas com feixes de colágeno organizado. Todos esses achados

sugerem que a inibição da NOS no local da injúria parece acelerar o processo de

regeneração e organização do tecido (MURRELL et al, 1997; BRUNS et al, 2000).

Diferente dos achados para o grupo L-NAME, os animais que receberam SNP

contrapõem-se com sua hipercelularidade e morfologia celular mais arredondada,

Essa alteração não foi encontrada em animais tratados com veículo, cujas células,

apesar de alongadas e fusiformes, não foram semelhantes as dos animais tratados

com L-NAME.

A transformação morfológica das células após a injúria, caracterizada pelo

arredondamento e alongamento do núcleo e corpo celular, estão relacionadas com

uma redução no componente de tensão e aumento no componente de achatamento

do tecido, refletindo no fenótipo celular a redução funcional do tecido (COOK et al,

2004; MAFFULLI et al, 2008; GIGANTE et al, 2009; CHUH et al, 2010; CLEGG;

STRASSBURG; SMITH, 2007).

É bem demonstrado na literatura que a neovascularização parece estar

implicada em processos nociceptivos e organizacionais no tecido (PUFE et al, 2005;
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SCHIZAS et al, 2010). A presença de vasos em condições patológicas entre as

fibras colágenas sugere coexistência com fibras nervosas e expressão de NMDAR1,

glutamato, SP e CGRP, todos relacionados com o processo álgico na lesão (BRING

et al, 2007; ACKERMANN et al, 2003; LIAN et al, 2006).

O principal fator relacionado com a presença de vasos e nervos entre a malha

colágena é a desorganização das fibras no tecido, possibilitando a penetração de

vasos nessa malha, contudo a reorientação das fibras pode minimizar essas

alterações (BRING et al, 2007). Nesse sentido, a inibição nitrérgica local pode ser

um forte aliado na promoção dessa melhoria.

Como nossos dados histológicos para L-NAME indicaram um melhor padrão

de organização tecidual e celular, verificamos quantitativamente essa organização

conforme descrito anteriormente. Como resultado obtivemos um maior diâmetro de

colágeno organizado para esse grupo.

Acreditamos em duas possibilidades para a melhor organização tecidual

encontrada: (1) a redução nos níveis locais de NO poderia facilitar a atividade de

fatores de crescimento fundamentais para a regeneração, principalmente o TGF-β;

(2) a redução de NO, e consequentemente, de seus produtos, poderiam evitar a

nitrosilação do próprio colágeno e de proteínas envolvidas em sua estabilidade e

remodelagem.

Em relação a primeira proposição, é reportado que a regeneração tendínea

pode ser acelerada através do uso de fatores de crescimento exógeno. Dentre eles

o TGF-β é o mais estudado (DAHLGREN et al, 2005; DARMANI et al 2004;

YALAMANCHI et al, 2002; VIRCHENKO et al, 2006a; SÁNCHEZ et al, 2007).

Esse fator promove uma importante inibição na produção de NO por

mecanismos bem estabelecidos (VODOVOT et al, 1993). Além disso, como sua

atividade pro-fibrótica está vinculada a redução da síntese de NO, é possível que

uma inibição da NOS intensifique esse efeito.

Estudos demonstram que a inibição da NOS também pode resultar em

aumento na síntese de colágeno via estimulação da arginase, entretanto, devido

estarmos avaliando a fase crônica da injúria, o mecanismo da arginase não será

considerado (CURRAN; WINTER; BOUCHIER-HAYES, 2006; SANTHANAM et al,

2008).
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Outros dados demonstram ainda um impressionante efeito do TGF-β na

recuperação das propriedades mecânicas, aumento na síntese e estabilidade do

colágeno e remodelagem na matriz, por isso, sugerimos que o TGF-β participe da

melhora promovida pela inibição com L-NAME (HOU et al, 2009).

Sustentando a segunda possibilidade para o efeito benéfico da inibição

nitrérgica, estudos mostraram que o NO promove nitrosilação, uma modificação pós-

translacional de proteínas implicando em alteração funcional (BALLIGAND; FERON;

DESSY, 2009). Essa alteração pode afetar a entrega de oxigênio ao tecido,

modulação da função de fatores de transcrição, enzimas, receptores de membrana e

canais de íons (BALLIGAND; FERON; DESSY, 2009; VALLANCE, 2003; VALKO et

al, 2007). A literatura reporta também uma relação da nitrosilação com efeitos sobre

a degeneração, inflamação (ABRAMSON, 2008) e dor neurogênica (KAWANO et al,

2009; CHEN et al, 2010).

Há evidências de que o NO inibe a atividade da prolil hidroxilase, enzima

fundamental para um passo crítico na síntese de colágeno, não sendo descartada a

possibilidade de inativação por nitrosilação (DOOLEY et al, 2007; CAO et al, 1997).

Apesar de nenhum dado a cerca da nitrosilação do COL I ter sido mencionado

na literatura, Richardot e colaboradores (2009) mostraram que o NO é capaz de

promover esse efeito em resíduos de tirosina de COL III, um tipo frequente de

colágeno presente após a injúria tendínea (LONGO; RONGA; MAFFULLI, 2009).

O NO é a única molécula biológica produzida em quantidade suficiente para

competir com a superóxido dismutase pelo ânion superóxido, formando assim o

peroxinitrito (URTASUN; CONDE DE LA ROSA; NIETO, 2008). Esse produto pode

também comprometer a remodelagem do colágeno na matriz pela ativação ou

inativação de MMPs via nitrosilação, desequilibrando o balanço entre MMPs e

TIMPs (PACHER et al, 2005; OKAMOTO et al, 2001; SIWIK; COLUCCI, 2004;

URTASUN et al, 2009; RILEY, 2004).

De forma complementar aos dados histológicos, foi observado nas imagens

por fluorescência do tecido um aumento na organização das fibras para animais

tratados com L-NAME. A avaliação da fluorescência do colágeno vem sendo

amplamente utilizada para o diagnóstico de câncer por ser mais confiável e eficaz

(CHOWDARY et al, 2009; ZHENG et al, 2003; GEORGAKOUDI et al, 2002)
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Apesar da fluorescência das moléculas de colágeno serem bem conhecidas

(HOELL et al, 2006), não há dados na literatura sobre a modulação nitrérgica e a

avaliação do colágeno no tendão. Parte da literatura que trata a respeito dessa

modulação utiliza apenas tecido corado sob microscopia de luz polarizada, no

entanto, verificou-se que as mesmas informações sobre a organização do colágeno

podem ser visualizadas sob microscopia de fluorescência (YUAN et al, 2003;

TOMIOSSO et al, 2010; DOLBER; SPACH, 1993).

Sob microscopia de luz polarizada foi mostrado que o uso sistêmico de L-

NAME resultou em pouca birrefringência e manutenção da desorganização tecidual

(YUAN et al, 2003; TOMIOSSO et al, 2010), mas como já fora elucidado antes, o

uso sistêmico de inibidores da NOS pode acarreta em implicações secundárias ao

efeito local que se almeja avaliar.

Por fim, nossos dados mostraram que o tratamento local com L-NAME

promoveu significativa melhora funcional, sobretudo no 21º dia. Resultados

funcionais similares foram obtidos pelo tratamento com ultrasom terapêutico

contínuo (NG et al, 2003), implementação de exercício físico (SEE et al, 2004) e

tratamento com um agente anti-ulcerante (KRIVIC et al, 2005).

Best e colaboradores (1992) mostraram que existe uma importante correlação

entre a propriedade biomecânica de carga de falha e o desempenho funcional dos

animais no IFA, levando a crer que possivelmente a melhora funcional encontrada

em nossas amostras também poderia refletir em uma melhora biomecânica.

Verificamos com este trabalho, que independente do sistema que esteja

envolvido na melhora da regeneração, a inibição local da síntese de NO pelo uso de

seu análogo, L-NAME, acelerou o processo de reparo no tendão, conforme melhora

nos parâmetros histológicos (Figura 17 e 18) e funcionais (Figura 20). Esse efeito

parece estar relacionado a um papel estritamente local no tecido, pois difere de

dados observados quando o tratamento atinge níveis sistêmicos (TOMIOSSO et al,

2010; MURRELL et al, 1997).

A observação do efeito benéfico da inibição nitrérgica no local da injúria neste

trabalho é de fundamental importância para futuras pesquisas de cunho terapêutico,

cujo foco busque avaliar por meio de intervenção farmacológica local a aceleração

da recuperação tecidual e funcional de animais com a injúria tendínea.
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7 CONCLUSÃO

 O tratamento com L-NAME e SNP no local da injúria não alterou o

ganho de peso nem os níveis de nitrito no plasma.

 O modelo de injúria tendínea por ruptura total do tendão de Aquiles

usado nesta pesquisa assumiu características similares as da tendinopatia

crônica.

 O modelo de injúria tendínea manteve os níveis de nitrito no tecido

aumentados em 21 dias, os quais foram reduzidos com a administração de L-

NAME.

 A redução da atividade nitrérgica local acelerou a organização das

fibras colágenas, evitou a formação de vasos e diminuiu a densidade celular

no tecido.

 A inibição nitrérgica local promoveu precoce desempenho funcional de

animais em 21 dias após a injúria.
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