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RESUMO

A ruptura do tenddo calcaneo acomete uma grande parte da populacdo, principalmente
atletas e idosos e seu processo de reparo ainda necessita de maiores esclarecimentos,
possibilitando novos tratamentos. O acido ascorbico (AA) é uma substancia conhecida
pela participacdo na hidroxilacdo de prolina e lisina, importante para sintese da matriz
extracelular, bem como eficiéncia comprovada em diversos tratamentos por suas
propriedades antioxidantes. Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo avaliar o
efeito do tratamento local com AA nos parametros de reparo tecidual e funcional no
tenddo calcéaneo de ratos. O trabalho foi aprovado pelo comité de ética da instituicao
(CEPAE-UFPA) sob o parecer 161-13. Os animais foram submetidos a ruptura do
tend&o calcaneo, em trés grupos (n=18): Controle; Injuria+AA (30mM); Injuria+veiculo
(NaCl 0,9%). Todos os tratamentos foram realizados por injecdo local, a partir do
segundo dia p6s-lesdo e a cada dois dias até o 14° dia ou 21° dia. Foi avaliado a marcha
dos animais pelo indice funcional de Aquiles (IFA) nos dias 7(n=6), 14(n=6) e 21(n=3)
dias pds-lesdo, o nimero de células por marcacdo com DAPI no 14°(n=9) e 21°(n=9) dia
pos —lesdo e a estrutura do tecido por marcagdo com HE, nos mesmos dias. Os animais
ndo diferiram no ganho de massa corporal. O grupo Injuria+tAA(-39.51+15.3)
apresentou melhora funcional principalmente no 14° dia, se comparado ao grupo
Injaria+veiculo(-89.22+16.57, p<0,01). A anélise histolégica demonstrou sob contagem
do namero de células, que o grupo Injuria+AA(762+29.6) apresentou um menor nUmero
de células no 21° dia em relagcéo ao grupo Injuria+veiculo(916+57.0, p<0,01). A analise
da autofluorescéncia do colageno e HE demostrou que o grupo tratado com AA
apresentou uma estrutura tecidual mais conservada em 14 e 21 dias pos-lesdo em
relacdo ao grupo veiculo que, por sua vez, difere bastante do grupo controle. Nossos
resultados sugerem que o &cido ascorbico acelera o processo de reparo da lesdo

tendinea, apresentando melhoras teciduais e funcionais 21 dias apos a leséo.

Palavra Chave: Tendinopatia. Vitamina C. Estresse oxidativo.
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ABSTRACT

Tendon rupture affects a large part of the population in special seniors and athletes .The
repair process requires more studies which can indicate the possibility of new
treatments. The ascorbic acid (AA) is a well known substance by its requirement for
proline and lysine hydroxylase activity during the collagen synthesisis and the
efficiency of this vitamin for various treatments, because of its antioxidant properties.
So, the aim of the present study is to evaluate the local treatments effects with this
substance on tissue and functional repair the Achilles tendon from rats. The study was
approved by the ethics committee of the institution (CEPAE-UFPA) according to the
license 161-13. The animals were submitted to rupture of Achilles tendon, divided into
three groups (n=27): control, injury+AA (30 mM), injury+vehicle (0.9% NaCl). All
treatments were performed by local injection, from the second day after injury and
every other day until day 14 or 21. The walk of the animals was assessed by functional
index of Achilles (IFA) on days 7(n=6), 14(n=6) e 21(n=3), cells number was assessed
by staining with DAPI and tissue organization by staining with HE and
autofluorescence, at 14(n=9) and 21(n=9) days of injury. The animals did not differ in
body mass gain. The injury+AA group (-39.51+15.3) showed functional improvement
especially at day 14 when compared to the injury+vehicle (-89.22+16.57, p<0.01). The
histological examination demonstrated in counting the number of cells that the
injury+AA group (762+29.6) showed a smaller number of cells on day 21 (762+29.6) in
relation to the groups injury+vehicle (916+57.0, p<0.01). The analysis of
autofluorescence of collagen and HE showed that the injury+AA group achieved better
ECM organization on day 14 and 21 in relation to the groups injury+vehicle, in turn,
differs significantly from the control group. Our results suggest that AA accelerates the
healing process of tendon injury, presenting tissue and functional improvements 21 days
after injury

Key-word: Tendinopathy. Vitamin C. Oxidative Stress.
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1 INTRODUCAO

A tendinopatia € uma doenca que atinge os tendbes e afeta em sua maioria
atletas e idosos, sendo responsavel pela ineficiéncia em atividades da vida diaria como
também pelo afastamento precoce das atividades esportivas e de trabalho. Associada a
dor croénica, tal patologia ganha maiores propor¢des ao apresentar limitacbes no
movimento nos individuos acometidos (FREDBERG, 2004; MOS et al, 2007; SCOTT
et al, 2007; RILEY, 2008).

A lesdo é geralmente atribuida ao uso excessivo do tenddo, e representam mais
de 50% das lesdes tendineas em esportes. Os tendBes mais suscetiveis a injdrias sdo o
patelar, tibial posterior, cabeca longa do biceps braquial, manguito rotador, extensores
do punho e tenddo calcaneo (ou tenddo de Aquiles) (GIBBON, 1999; REES, 2006;
REES, 2009).

A etiologia da doenca ainda ndo esta clara e muitas causas atribuidas a injuria
ainda sdo apenas hipoteses. Hipoxia, dano isquémico, estresse oxidativo, predisposi¢édo
genética, hipertermia, ativacdo de mediadores inflamatdrios e desequilibrio das
metaloproteinases tém sido implicados como mecanismos de degeneracdo do tendao
(SHARMA; MAFFULL, 2006; LONGO, 2014).

O Brasil ndo possui dados estatisticos da prevaléncia dessa doenga. No entanto o
ministério da satde tem demonstrado necessidade de atencdo a tematica apresentando
cartilhas publicadas pelo Departamento de AcGes Programaticas e Estratégicas da
Secretaria de Politica de Saude, contendo esclarecimentos e alertas para a existéncia de
tratamento e prevencdo da Lesdo por Esforco Repetitivo (LER) e Distlrbios
Osteomioarticulares Relacionados ao Trabalho (DORT), nos quais a tendinopatia esta
inclusa (BRASIL, 2001).

Alguns aspectos sdo apontados como complicadores para 0 processo de
tratamento dessas doencas como: a complexidade do quadro clinico, a intervencédo de
quem faz o diagndstico e as condi¢cdes em que se pode tomar a conclusdo diagndstica,
gue na maioria das vezes ndo sdo ideais. Considerando que multiplos fatores podem
desencadear o quadro clinico, se faz necessario uma investigacdo mais cuidadosa desta
injuria (BRASIL, 2001).

Diante de inimeros casos recorrentes de tendinopatia, muitas pesquisas tém sido

desenvolvidas a fim de tratar essa doenca, buscando estratégias com o intuito de
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acelerar o processo de reparo e devolver ao tecido uma estrutura e fungdo mais proxima
de um tenddo saudavel. Nesse contexto diversas abordagens terapéuticas vém sendo
testadas, no entanto, os resultados de tais tratamentos ainda ndo sdo suficientes para
possibilitar uma recuperacdo satisfatdria, ficando evidente a necessidade de mais
estudos voltados para esse campo de pesquisa.

Os estudos realizados até 0 momento discutem as alteracdes estruturais, funcionais e
dos fatores que modulam a manutencdo da injuria, no entanto acreditamos que o
direcionamento das pesquisas devem se voltar também para a busca do aperfeicoamento

de ferramentas farmacoldgicas a fim de beneficiar os individuos lesionados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 TENDINOPATIA

As condicbes que afetam os tenddes que incluem dor cronica e ruptura sao
referidas geralmente como tendinopatias em detrimento de termos como tendinoses
(referida a degeneracdo) e tendinites (referida a inflamacdo), uma vez que, a
terminologia ndo refere a patologia em sua complexidade (GABEL, 1999; RILEY,
2008).

A tendinopatia é caracterizada por uma injuria que atinge os tenddes, estando mais
associado aos que sdo expostos a altas cargas mecéanicas e se submetem a uma
remodelagem muita extensiva da matriz extracelular (BANK et al., 1999; RILEY et al.,
2002; BIRCH, 2007).

A lesdo tendinea pode ocorrer por fatores intrinsecos ou extrinsecos, porém, a
interacdo entre esses dois fatores € comumente observada no surgimento desse quadro.
Fatores extrinsecos como idade, obesidade, uso excessivo do tenddo ou entdo uma
biomecanica e alinhamento corporal incorreto podem acabar induzindo inflamacéo e
alteracbes degenerativas que eventualmente podem levar a ruptura. Intervencdes
externas que acarretem o alongamento do tecido além de sua capacidade elastica, a
exemplo de uma super pronacdo do tornozelo sobrecarregando o tendao calcéaneo,
também pode ser fator causal da patologia (SHARMA; MAFFULLI, 2006; REES,
2009; FRANCESCHI, 2014).

Os fatores extrinsecos sdo mais facilmente esclarecidos, em contrapartida, as
causas intrinsecas envolvidas no processo de regeneracdo da matriz ainda vém sendo
teorizadas sob diversas hipoOteses, bem como condi¢cBes de hipdxia, presenca de
mediadores inflamatdrios, estresse oxidativo, desregulacdo da atividade de
metaloproteinases, hipertermia, desordens hereditarias ou adquiridas entre outros
(O’BRIEN, 1997, SHARMA; MAFFULLI, 2006; MOS et al, 2007; MAGRA;
MAFFULLLI, 2008).
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2.1.1 Aspectos Fisiopatoldgicos

A tendinopatia pode apresentar varios diagnésticos, que variam do menos grave,
representado pela presenca de inflamagdo e ruptura parcial ocorrida mais
frequentemente; para 0 mais grave, cuja ruptura total é observada. Essa ruptura
geralmente ocorre na regido medial do tenddo, como mostra a figura 1 (GIBBON,1999;
SHARMA; MAFFULLLI, 2006; RILEY, 2008).

Independente da gravidade da tendinopatia, a dor estd sempre presente. Alguns
estudos atribuem a dor a inflamacdo, no entanto, outros estudos se opde a essa
afirmativa ao concluir que, na dor crénica, muito frequente e de dificil manejo, ndo ha
mais processo inflamatorio, portanto, alegam que a dor deve estar relacionada a
presenca de fibras nervosas, neurotransmissores e/ou substancias quimicas que sao
expressas no local mediante os mecanismos do processo de reparo (ALFREDSON et al,
2003; OHBERG; ALFREDSON, 2003; SHARMA; MAFFULLI, 2006).

O tenddo saudavel possui uma textura fibroelastica de aparéncia branca e
brilhante. Suas células sdo alongadas e se organizam em feixes de fibras paralelas de
coladgeno e possuem grande quantidade de matriz extracelular. Porém, apds a leséo, o
tecido muda completamente essa estrutura. Ha uma perda drastica do col&geno tipo I, e
as fibras que permanecem sdo sintetizadas ou ficam desorganizadas e adquirem
aparéncia opaca de coloracdo castanha. Um aumento no volume total do tenddo também
é notavel em decorréncia da quantidade de dgua que migra para o tecido. As diferencas
morfolégicas sdao melhores compreendidas através de uma visdo ultramicroscopica,
como podemos observar na figura 2 (SHARMA; MAFFULLI, 2006; BRING, 2007;
MQOS, 2007).

Para uma melhor compreensdo das demais mudancas ocorridas no tecido
tendineo é necessario primeiramente tomar conhecimento das caracteristicas desse

tecido sadio que serdo descritos abaixo.
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Figura 1 - Lesdo do Tendao calcaneo. Indicacdo da regido onde ocorre a ruptura (por¢do medial). Fonte:
www.ruinelson.net acesso em 27 de outubro de 2014.
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Figura 2 - Morfologia do colageno na tendinopatia. A e B, Coloragdo HE. Microscopia de luz.
Fotomicrografia de seccdo histolégica do tenddo normal, demonstrando em A, boa organizacdo do
colageno fibrilar com padrdo de bandas tipicas e células fusiformes. B, lesdo do tenddo supraespinhal por
uso excessivo, demonstrando fibras de colageno desalinhadas e células arredondadas. Fonte:

SOSLOWSKY et al, 2000.
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2.2 CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS E BIOQUIMICAS DO TENDAO SADIO

Os tenddes sdo constituidos essencialmente por tecido conjuntivo denso modelado,
apresentam uma textura fibroelastica e composicdo predominante de colageno e
tendcitos (fibroblastos especializados do tenddo) e em sua minoria de proteoglicanos,
glicoproteinas, elastina e tenoblastos (células tendineas imaturas) (KANNUS, 2000;
BRING, 2007).

O colageno que compde a matriz do tendao é equivalente a 65 a 80% da massa
do peso seco do tecido, dos quais, 95% é de colageno tipo | e os 5% restante de
colageno do tipo 111, IV e V (O'BRIEN, 1997; RILEY, 2004).

Os feixes de fibras que compdem o tenddo resultam da agregacéo de fibrilas de
colageno individuais que nada mais sdo que um conjunto de moléculas de colageno que,
por sua vez, organizam-se de forma hierarquica. A unidade de tenddo é rodeada pelo
tecido conjuntivo chamado paratenddo o qual possui uma camada interna de liquido
sinovial e evita a friccdo contra tecidos circundantes. Os fasciculos sdo rodeados pelo
epitenddo que é um tecido conjuntivo que contém os sistemas vasculares, linfaticos e
nervos. Mais profundamente as fibras de coldgeno sdo circundadas pelo endotenddo
(figura 3) (KANNUS, 2000; CANTY; KADLER, 2002; FRANCHI, 2007).

As moléculas de colageno sdo constituidas por uma tripla hélice de polipeptidios
chamadas de cadeias alfas (o), subdivididas em dois tipos: Alfal (al) e Alfa2 (02)
(Figura 4). Essas fitas possuem uma sequéncia de aminoéacidos, sendo eles: glicina,
prolina e lisina, aléem de outros aminoacidos modificados, a hidroxiprolina e
hidroxilisina, derivados respectivamente da prolina e lisina através do processo
enzimatico de hidroxilacdo. A hidroxilacédo é dependente de vitamina C e ocorre depois
da cadeia peptidica ter atingido um determinado comprimento. Desta forma, em caso de
lesdo, a utilizacdo in loco de substancias que favorecam a polimerizacdo do colageno
pode representar uma importante estratégia terapéutica. (O'BRIEN, 1997; PHILLIPS;
YEOWELL, 1997; CANTY; KADLER, 2005; MARTOS et al, 2007)
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Paratendao

Epitendao

Endotenddo

Fibras de
colageno

Fasciculos .
Tendao

Tenocitos

Figura 3. Estrutura e organizagdo do tenddo. Diagrama ilustrando a relagdo entre as fibras de colageno,
fasciculos, unidades de tenddo e os tecidos conjuntivo que os circundam respectivamente. Fonte:

www.msdlatinamerica.com acesso em 25 de outubro de 2014.
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a2
al
al

prolina
ou lisina

glicina
(Gly)

hidroxiprolina
ou hidroxilisina

tropocolageno

Figura 4. Tripla hélice de polipeptidios que constituem o colageno, subdivididas em cadeias al e a2. Tais
cadeias sdo compostas por aminoacidos denominados de prolina, lisina e glicina; hidroxiprolina e
hidroxilisina derivados respectivamente da prolina e lisina ap6s processo enzimatico de hidroxilagao.
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Nos periodos de reparo do tecido, bem como no de desenvolvimento embrionéario
e regeneracdo, ocorre a sintese e remocdo de colageno e esses processos Sdo
orquestrados pelos fibroblastos (tenoblastos no tenddo). As células do tend&o (tendcitos
e tenoblastos) comp6em cerca de 90-95% dos elementos celulares desse tecido e
situam-se entre as fibras de coladgeno. Os tenoblastos sdo células imaturas que estdo
dispostas em cadeias longas paralelas e apresentam formas e tamanhos diferentes,
alguns séo alongados, outros arredondados ou poligonais. Com o amadurecimento
dessas celulas, todas tornam-se semelhantes apresentando forma de fuso e, a partir de
entdo, sao denominadas tenocitos (O’BRIEN, 1997; KANNUS, 2000; CANTY,
KADLER, 2005; SHARMA; MAFULLLI, 2006).

A regulacdo das atividades celulares é feita pelos proteoglicanos (PGs), que
representam cerca de 1% da composicdo do tecido. Além dos PGs a matriz ndo
colagena também é composta por outras moléculas de glicoproteinas, como proteina de
matriz oligomérica da cartilagem (COMP), lubricina e a tenascina-C. Embora estas
proteinas ndo colagenosas sejam conhecidas por estarem presentes no tenddo, ha
relativamente pouco conhecimento da localizacdo precisa ou a funcdo de proteinas
especificas no interior da matriz extracelular de tenddo (SMITH et al, 1997;
KINSELLA et al, 2004; YOON; HALPER, 2005; SCHAEFER; 10ZZO, 2008;
SAMIRIC, 2009; THORPE, 2013).

Especificamente nos tenddes, hd uma crescente linha de pesquisa sugerindo que
a matriz ndo colagena desempenha papel importante no tecido tendineo, apontando que
adaptacGes a esta matriz pode conferir as propriedades especificas requeridas pelos
tenddes com diferentes fungdes. A matriz extracelular também inclui uma proteina
fibrosa denominada elastina, que representa cerca de 1 a 10% da massa seca do tendao e
forma parte da fibra elastica que garante elasticidade ao tecido tendinoso. Possui a
capacidade de estender até 100% de seu comprimento original, além disso, é altamente
resistente a fadiga. Muito pouco é encontrado de elastina na cicatrizacdo de lesdes
(AARON; GOSLINE, 1981; GOSLINE et al, 2002; KOROL et al, 2007; SAMIRIC,
2009; THORPE, 2013).

Os tenddes séo pouco vascularizados, consequentemente sao pouco oxigenados;
recebem sangue através dos vasos do perimisio, na insercdo periosteal, e no tecido
circunvizinho por meio de vasos no epitenddo ou na superficie do tend&o (paratenddo).
A carga mecanica e idade sdo fatores que diminuem ainda mais o fluxo sanguineo
(O'BRIEN, 1997; SHARMA; MAFFULLLI, 2006).
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A inervacdo do tenddo se origina de troncos nervosos que alvejam tecido
muscular, cutaneo e peritendineo. As terminacBes nervosas das fibras mielinizadas
funcionalmente sdo mecanoreceptores, especializados em detectar mudangas na presséo
ou tensdo, denominados 6rgdo tendinoso de golgi. Ja as fibras ndo mielinizadas agem
como nociceptores que detectam e transmitem informacdo de dor. A dor aparece
classicamente com um aumento na carga de treinamento ou, em atletas de elite,
sustentada por altas cargas de treinamento. Parece mais prevalente nos esportes que tém
uma grande componente de corrida, mas ocorre em todos os esportes e em todos 0s
niveis de participacdo. Ocasionalmente, € encontrada em individuos inativos.
(ACKERMANN et al, 2001; COOK, 2002; SHARMA; MAFFULLLI, 2006).

O uso excessivo do tenddo justifica o fato de essa doenca acometer em sua
maioria atletas por se submeterem a grandes tensdes. Toda tensdo produzida nos
musculos é transmitido pelos tendBes até os ossos com a finalidade de gerar o
movimento articular. Para isso, o tenddo é dotado de uma grande resisténcia a cargas
mecanicas e ainda tém a capacidade de absorver grandes choques e proteger 0s
musculos de possiveis estiramentos (KANNUS, 2000; VIDAL, 2003; SHARMA,;
MAFFULLI, 2006; RILEY, 2008).

A forma e maneira como esses tenddes sdo ligados ao 0sso variam de tenddes
largos e planos para cilindros, em forma de leque ou entdo em forma de fita. Dentre
todos, o tenddo calcaneo apresenta uma alta incidéncia de lesdes e nesse contexto nos
propomos a investiga-lo (KANNUS, 2000).

Dois tercos dos atletas com desordens no tendao calcaneo tém suposta causa
atribuida as falhas de alinhamento e biomecénica, em particular, a hiperpronagao do pé.
O tendao calcaneo é o Unico tenddo dos musculos soleo e gastrocnémio. Ele, por sua
vez, se insere no calcaneo e por isso é denominado também como tenddo calcaneo
(figura 1). E o maior e mais resistente tenddo do corpo humano, responsavel pela
extensdo do pé (COOK, 2002; SHARMA; MAFFULLI, 2006).

Ele é um tenddo fundamental na marcha do individuo por isso, é frequentemente
solicitado. Portanto, quando lesionado, representa uma grande perda no que se refere a
necessidade do individuo se deslocar para exercer suas atividades habituais. O processo
de reparo ap0s a lesédo implica em alteragcdes bioquimicas, histologicas e funcionais que

demandam semanas e s@o fundamentais para a recuperacgéo desse tecido.

24



2.3. FISIOPATOLOGIA DA LESAO TENDINEA

O processo de reparo inicia logo apos a ocorréncia da lesdo no tend&@o na presenca
de varios mediadores que chegam ao local especificamente para atuar na reconstituicdo
do tecido, como enzimas, metaloproteinases (MMPSs), neurotransmissores,
neuropeptidios, fatores de crescimentos entre outros (ABATE et al, 2009;
ANDERSSON et al, 2011; FARCIC, 2011; MORAES et al, 2013; RILEY, 2008).

Durante a regeneracdo do tenddo ocorre um intenso crescimento de fibras
nervosas entre as fibras colagenas, um dos efeitos desse crescimento culmina na
expressdo temporal de neuropeptideos sensoriais, sugerindo que estes tém um papel
importante na regulacdo do reparo e homeostase (BRING, 2007; MURRELL, 2008).

O reparo consiste em trés fases consecutivas, porém nos periodos de transicédo se
sobrepde. S&o elas: fase inflamatoria, proliferativa e de remodelamento (figura 5). Na
fase inflamatéria (0 a 2 semanas), mondcitos e macréfagos se introduzem no local da
lesdo, e na presenca de fagdcitos ocorre necrose, hd um aumento de permeabilidade
vascular e dessa forma liberacdo de fatores vasoativos e quimiotaticos que, por sua vez,
caracterizam a segunda fase, a proliferativa (2 a 4 semanas), apresentando angiogénese,
proliferacdo de tendcitos e recrutamento de mais células inflamatérias. As
concentracdes de glicosaminoglicanos e conteudo de agua nesse estagio permanecem
elevados e ocorre sintese de colageno tipo 111 (SHARMA; MAFFULLI, 2006; BRING,
2007; RILEY, 2008).

A fase de remodelamento (4 a 10 semanas) € iniciada com o objetivo de
redimensionar e reformular o tecido de cicatrizacdo. Nesse estagio, glicosaminoglicanos
sdo sintetizados, ocorre um decrescimento de celularidade e as células apresentam uma
forma mais alongada entre os feixes de colageno, que por sua vez, encontram
organizados no eixo longitudinal do tenddo. Uma boa forca tensiva serd alcancada em
um periodo de quatro meses a um ano porém, acredita-se que a funcdo biomecanica e a
morfologia jamais atingirdo a capacidade e estrutura de um tenddo normal (JOZSA,
KANNUS, 1997; SHARMA; MAFFULLI, 2006; BRING, 2007).

A maior problematica da cicatrizacdo desse tecido em relacdo a outros € que ele
ndo possui uma boa capacidade de reparo devido sua baixa vascularizagcdo, oxigenacao
e nutricdo. Todo o processo dura meses e esse grande periodo gera outro problema, pois

geralmente 0 membro € imobilizado, podendo acarretar inUmeras complicagdes que
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podem retardar o processo de recuperacdo, a exemplo da diminuicdo da expresséo de
receptores de neuropeptidios sensoriais que sdo reportados por promover a angiogénese
e reparo do tecido pela estimulacdo da proliferagdo de células endoteliais e fibroblastos
(BRING, 2008; FARCIC, 2011).

A exemplo da imobilizagdo, existem ainda inimeras controvérsias e opinides a
respeito da doenga, demonstrando a necessidade de mais estudos que possam elucidar
0S questionamentos a respeito dos mecanismos de causa e reparo que permeiam a
tendinopatia. Possibilitando, dessa forma, subsequentes estudos de tratamentos a fim de
proporcionar uma reabilitacdo rapida e eficiente. (BRING, 2008)

O estudo da tendinopatia em ratos tem sido amplamente utilizado e tem
representado um modelo eficaz por mostrar compatibilidades bioquimica, histolégica e
funcional com o tenddo humano. A figura 6 ilustra a estrutura do tenddo calcaneo de
rato demostrando a semelhanca anatdbmica com o tenddo calcaneo de humanos mostrado
na figura 1 (ALFREDSON et al, 2003; DAHL, 2007; SCOTT,2007; BRING, 2007;
2008; 2012).
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Figura 5: Fases de reparo do tenddo. Indicacdo do periodo em que ocorre cada fase e algumas
caracteristicas referentes as mesmas. Modificado de www.msdlatinamerica.com acesso em 25 de outubro

de 2014.
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Gastrocnémio
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Figura 6: Estrutura anatdmica do tendao calcaneo de rato. Fonte: modificado de www.cram.com. acesso

em 24 de outubro de 2014.
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Os direcionamentos de tais estudos tém se voltado para 0s processos
desencadeados a partir da lesdo. Dentre esses processos envolvidos na injdria, o estresse
oxidativo, embora represente um fendmeno caracteristico, pouco tem sido investigado
ou mesmo considerado como um possivel alvo terapéutico das intervencdes voltadas

para a recuperacdo do tecido.

2.4 DEFESA ANTIOXIDANTE E AS LESOES TENDINEAS

Na leséo tendinea, poucos estudos tém sido feito referente aos danos causados ao
tecido sob a influéncia das espécies reativas de oxigénio (EROs) e de hidrogénio
(ERNS). Nosso grupo de pesquisa foi o primeiro a demonstrar que a inibicao nitrérgica
local é benéfica para a regeneracdo do tenddo lesionado (MORAES et al, 2011). Tal
resultado aponta para o fato de que o estresse oxidativo, juntamente com o nitrosilativo,
pode ser o ponto central de vulnerabilidade. Os efeitos das EROs e ERNs, sdo
bloqueados fisiologicamente por mecanismos de defesa conhecidos como sistemas
antioxidantes, que envolvem enzimas e proteinas ndo-enzimaticas atuando em diferentes
niveis de protecdo impedindo a formagdo ou sequestrando os radicais livres na tentativa
de retomar o funcionamento normal do organismo (FERREIRA et al, 2007).

De modo geral, esses mecanismos sdo capazes de interceptar os radicais livres
impedindo o ataque sobre lipideos, aminoacidos, acidos graxos poliinsaturados e DNA,
dessa forma, protegem reparando as lesdes (BARREIROS et al, 2006).

Eles sdo divididos em duas classes: o sistema ndo enzimatico, composto
principalmente por B-caroteno (pro vitamina A), acido ascorbico (vitamina C), o-
tocoferol (vitamina E) e grupamentos sulfidrila (SH); e o sistema enzimético, com a
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPX), glutationa redutase (GR) e superoxido
desmutase (SOD) como as principais enzimas. (POWERS et al, 1994; FERREIRA et
al,2007).

Os antioxidantes sdo ainda classificados como enddgenos ou exdgenos, Nnos
quais, os enddgenos podem ter sua expressdo aumentada em resposta a propria geragéo
de radicais livres aumentando a sintese de enzimas como a SOD, CAT e GPX
(BIANCHI et al, 1999).
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Os antioxidantes exdgenos podem ser obtido na dieta como as vitaminas C, E e
A, os flavonoides e carotendides encontrados nos alimentos naturais ou mesmo em
sintéticos empregados nas inddstrias de alimentos, bebidas e também na medicina
sendo, importantes na interceptacdo dos radicais livres (SIES; STAH, 1995; BIANCHI
et al, 1999).

Deste modo, a intervencdo com moléculas que atuam tanto na sintese de
coldgeno quanto como antioxidantes representam importantes candidatos como
estratégia terapéutica farmacologica local para recuperacdo tendinea. Tais propriedades

podem ser atribuidas ao &cido ascorbico.

2.5 0 ACIDO ASCORBICO

A vitamina C (&cido ascorbico) € um micronutriente essencial usado como um
co-fator de inimeras enzimas biossintéticas. Geralmente é consumida em grandes doses
pelos seres humanos, através de produtos naturais, é absorvida de forma rapida e
eficiente por um processo dependente de energia. O consumo de doses altas pode levar
ao aumento da concentracdo dessa vitamina nos tecidos e no plasma sanguineo
(BIANCHI et al, 1999; CHEN et al, 2008).

Ensaios biolégicos com animais que sofreram intervencGes terapéuticas
demonstraram os beneficios do acido ascérbico (AA) devido seu efeito protetor contra
0s danos causados pela exposicdo as radiagdes e medicamentos (AMARA-MOKRANE
et al, 1996; BIANCHI, 1999; CHEN, 2008).

Estudos recentes mostraram diversas funcGes do AA, além daquelas ja descritas
nos processos de cicatrizagdo de feridas. Ele atua como antioxidante, sendo capaz de
captar o oxigénio livre decorrente do metabolismo celular, fenémeno que causaria dano
celular. E provavel que o 4cido ascorbico também esteja envolvido na manutencéo da
integridade intracelular, em respostas imunolégicas (DEL-RIO, 1996).

O 4acido ascérbico tem sido utilizado para reduzir os indices oxidativos apds
isquemia/reperfuséo. Paradoxalmente, também tem sido associado com efeitos pro-
oxidante, e é conhecido pela sua capacidade de reduzir metais a formas que reagem com

0 oxigénio para formar iniciadores da peroxidagdo lipidica. In vitro, Sakagami et al
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(1997) mostraram que o AA induziu a morte celular de uma série de linhagens de
células (PARK et al, 2008)

No tecido tendineo, Omeroglu (2009) demonstrou que a suplementacdo
parenteral de altas doses de acido ascorbico (150mg), aplicada uma vez a cada dois dias,
acelerou a cicatrizacdo do tenddo calcaneo de ratos saudaveis. Esse resultado foi
atribuido ao aumento da angiogénese na fase inicial e da sintese de colégeno tipo I
durante todo o processo de reparagdo, no entanto, mais pardmetros sdo necessarios para
elucidar o efeito do acido ascorbico no tenddao a exemplo da organizacdo tecidual e
parametros funcionais do tratamento.

Um estudo realizado por Chen (2008) abordou a respeito da quantidade de &cido
ascorbico absorvida pelo organismo de acordo com as vias de administracdo, e 0s
resultados apontaram que, se administrado via oral os niveis de concentracdo no plasma
e tecido sdo menores que 0,2mM, diferente da via parenteral que concentrou niveis
maiores que 0,2mM. As concentracdes plasmaticas maximas de &cido ascorbico se
aproximou de 30mM em humanos, semelhantes as concentrages observadas em
camundongos que receberam acido ascorbico parenteral

De modo geral, as pesquisas indicam um papel importante do acido ascérbico na
sintese do colageno e especificamente na tendinopatia, entretanto, mais pesquisas séo
necessarias sobre estes tratamentos, a fim de fortalecer a base de evidéncias e
determinar um tratamento eficaz. De fato, a prevencdo é o melhor caminho, com
treinamento adequado e atencdo aos fatores que podem reduzir a incidéncia da leséo.
Entretanto, ja ocorrida a lesdo o ponto de partida é a analise minuciosa da causa da lesdo
para que ndo corra o risco de uma nova lesdo (REES, 2009)

Tratamentos como anti-inflamatérios, injecGes de corticosteroides, ultrassom e
laser terapéutico, técnicas de terapia manual, e alguns tratamentos emergentes como
treinos excéntricos, terapias por onda de choque extracorpérea, e injecdes de heparina,
dextrose, apotrinina, glicosaminoglicanos polissulfato e injecdo de células autdlogas
compde a vasta gama de tratamentos atualmente em uso para o tratamento da
tendinopatia (REES, 2006; 2009).

As pesquisas sustentam a afirmativa de que o tenddao uma vez lesionado, jamais
retorna ao seu estado normal, mesmo apos a aplicacdo dos tratamentos, no entanto,
ainda ha muito que se compreender a respeito dos mecanismos fisiologicos que mediam

a tendinopatia. Em consequéncia, novas estratégias sdo necessarias na elaboragdo das
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intervencdes de tratamento (MOS et al, 2007; RILEY, 2008; LONGO; MAFFULLI,

2009).
Diante do exposto, o presente trabalho propde a investigacdo da tendinopatia a
partir dos efeitos do estresse oxidativo, sugerindo tratamento com antioxidante acido

ascorbico frente a hipotese de que o mesmo poderia contribuir positivamente para o

reparo da leséo tendinea.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do tratamento local com éacido ascdrbico no reparo tecidual e
funcional em modelo de lesdo total de tenddo calcaneo de ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Auvaliar o efeito do tratamento com acido ascorbico na organizacdo tecidual em

14 e 21 dias apds ruptura total do tenddo calcaneo

» Analisar a orientacdo das fibras colagenas padréo e de reparo do tecido tendineo

tratado com AA, no 14° e 21° dia pés-injdria.

» Caracterizar o padrdo do numero de células no tendao sadio e apds 14 e 21 dias

de lesdo, pela contagem das células (tendcitos).

 Verificar o efeito do tratamento com &cido ascérbico no desempenho funcional
da marcha dos animais em 7, 14 e 21 dias p6s-leséo.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 18 ratos jovem adultos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus
albinus), com massa corporal na faixa de 213 +20 g provenientes do biotério central
pertencente ao Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Para (ICB-
UFPA). Os animais permaneceram em gaiolas de polipropileno padrdo, mantidas em
ambiente controlado com ciclo claro/escuro de 12 horas, além de receberem agua e
racdo ad libitum. Este projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa com
animais de experimentacdo da UFPA (CEPAE-UFPA) sob o parecer 161-13.

4.2 CIRURGIA

Os animais foram anestesiados com ketamina 10% (80mg/kg) e cloridrato de
xilazina a 2% (12mg/kg) com aplicacdo intraperitoneal. A pele sobre a regido dorsal da
tibia do membro posterior direito foi tricotomizada manualmente.

Posteriormente a assepsia local, realizou-se uma incisdo longitudinal de cerca de
0,5 cm na pele acima da insercdo calcanea para ter acesso ao tendao do triceps sural e
isola-lo. Apos a disseccdo foi realizada a sutura de Kessler (MURRELL et al, 1992),
ocorrida antes da ruptura devido ao diminuto tamanho do tenddo. Em seguida, 0 mesmo
foi seccionado totalmente por cisalhamento transversal. Posteriormente, o tendao e a
pele foram suturados com fio de poliamida monofilamento ndo absorvivel nimero 4.0, e
submetida novamente a assepsia local.

Ap0s a lesdo ndo houve nenhuma restri¢cdo ou imobilizacdo do segmento, apenas

higienizacédo diaria com solug&o fisioldgica até a cicatrizacdo da pele.
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4.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Esta pesquisa propds trés grupos experimentais; o primeiro foi constituido de
animais considerados sadios (controle; n=6). O segundo grupo foi submetido a ruptura e
recebeu solugéo salina 0,9% (veiculo; n=6). O terceiro foi sujeito a lesdo experimental e
recebeu tratamento in loco com o &cido ascorbico (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, BRA)
diluido para concentracdo de 30mM em solucéo salina (&cido ascorbico, n=6).

O volume de 40ul de cada solucao foi administrado na regido peritendinea com
uma seringa calibre 26G a cada dois dias a partir do 2° dia pds-lesdo, estendendo-se até
0 11° ou 20° dia. No 14° ou 21° dia, os ratos foram sedados e mortos por guilhotina.

Os animais foram avaliados quanto ao ganho de massa corporal e padrdo de
marcha, enquanto as amostras de tenddo foram pesadas e usadas para analise
histoldgica. Ressaltamos que a pesagem ocorreu uma vez por semana até o dia do
sacrificio para posterior andlise comparativa com o grupo controle. O tendéo

contralateral desses animais foi utilizado para controle.

4.4 ANALISE HISTOLOGICA

4.4.1 Cortes histologicos

Os tenddes destinados ao corte em criostato foram fixados em paraformaldeido
4% por 12 horas e em seguida lavados em tampéo fosfato 0,1M, pH 7,4, por 3 vezes
consecutivas de 5 minutos cada. As amostras foram armazenadas e mantidas em tampéo
fosfato a 4°C. Antes da execucdo dos cortes, o tecido passou por processo de
crioprotecdo em solucdes crescentes de sacarose (10%, 20% e 30%) em temperatura
ambiente e depois mantidos na solucdo a 30% até o momento da criomicrotomia.

Apos a crioprotecdo, o material foi embebido em Tissue Tek® (Sakura Finetek,
Inc., Califérnia, USA) para ser cortado em 20 pum de espessura com orientagdo

longitudinal em criostato (Leica, CM3050 S) ajustado para -24°C.
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Os cortes foram transferidos para laminas histologicas previamente
gelatinizadas. As laminas, com no maximo 6 cortes, foram criteriosamente organizadas

e numeradas, sendo mantidas congeladas a -20°C em caixas até 0 momento do uso.

4.4.2 Coloragao com hematoxilina e eosina

Para avaliar a organizacdo tecidual, utilizamos a técnica de coloracdo por
hematoxilina e eosina. Para essa coloragdo as laminas foram inicialmente imersas em
agua destilada mantendo-as por 5 minutos. Apds esse periodo, as laminas foram imersas
em hematoxilina de Harris por 30 segundos e lavadas em &gua destilada corrente
posteriormente.

Em seguida, as ldaminas foram imersas em eosina por mais 30 segundos e entéo
lavadas em &gua destilada em &gua destilada corrente. Apds esse Ultimo passo, as
laminas foram imersas em alcool 70% e por fim montadas em Permount®(Fisher
Scientific. New Jersey, USA).

Um microscépio de luz (Nikon, Eclipse E800 Yokohama, Japan) com camera
digital (Nikon, DXM 1200, Japan) acoplada foi usado para analise histoldgica e captura
de imagens, as quais foram armazenadas para posterior analise semi-quantitativa e

qualitativa.

4.4.3 Autofluorescéncia do colageno

Para avaliar a progressdo da cicatrizacdo, trés cortes longitudinais foram
coletados e organizados em seccOes referentes as porgGes ventral, proximal e distal do
tenddo para em seguida serem analisadas em microscépio de fluorescéncia (Nikon,
Eclipse E800 Yokohama, Japan)

As laminas possibilitam identificar a organizacdo do colageno no tecido por duas
principais referéncias, a orientagdo das células no eixo do tenddo e a propria

organizacdo em paralelo das fibras colagenas pela autofluorescéncia do colageno
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utilizando o filtro de barreira 420/530 para fluorescéncia verde. Para uma melhor
diferenciacéo as sec¢Oes foram coradas com eosina por 30 segundos. Desse modo, trés
fotomicrografias de cada regido (proximal, medial e distal) foram sistematicamente
capturadas através de camera digital acoplada ao microscépio, utilizando objetiva de

20x e expressas convencionalmente em micrometros.

4.4.4 Contagem de células

A andlise do tecido consistiu no uso de sec¢des obtidas pelo criostato, como
mencionado acima, as quais foram lavadas em agua destilada por 5 minutos,
permeabilizadas em temperatura ambiente com Triton X-100 0,1% por 10 minutos e
tratadas com DAPI (1:10.000) por 1 minuto e meio para marcagao do nucleo. A seguir,
as seccOes foram lavadas 3 vezes com agua destilada para posteriormente serem
montadas com N-propilgalato.

Um microscopio de fluorescéncia (Nikon, Eclipse E800 Yokohama, Japan) foi
usado para andlise da ocorréncia da marcacdo, com excitagdo de luz
ultravioleta(358nm), detectado através de um filtro azul/ciano. Trés areas randémicas de
cada corte de modo independente, no total de trés cortes de cada animal, foram
avaliadas por fotomicrografias, utilizando objetiva de 20x, obtidas através de um
sistema de camera digital para posterior analise duplo-cego com auxilio do programa

Image J®.

4.5 AVALIACAO DO INDICE FUNCIONAL DE AQUILES (IFA)

O teste funcional realizado foi o Indice Funcional de Aquiles (IFA), proposto
por Murrel et al (1992). Esse teste foi conduzido em todos 0s animais no periodo pré-
operatorio, assim como na fase pds-operatoria em 7, 14 e 21dias.

Os animais 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 atoxica, os animais foram colocados no aparato para caminhar em
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linha reta, deixando no papel as pegadas impressas. Este foi codificado pelo nimero do
animal e estocado para digitalizacdo e mensuragdo por um Unico avaliador com auxilio
do programa Image J®. As medidas foram tomadas a partir da segunda passada de

marcha do animal e o indice calculado de acordo com a equacéo:

IFA = 74(PLF) + 161(TSF) + 48(ITF) - 5.

Conforme os elementos da equacdo, 0 maximo comprimento da pegada é
definido como o fator de comprimento da pegada (PLF), e obtido por PLFesquerda -
PLFdireita / PLFdireita. A distancia entre o primeiro e o quinto dedo é chamado de fator
de espalhamento dos dedos do pé (TSF), e obtido por TSFdireita — TSFesquerda /
TSFesquerda e a distancia entre o segundo e o quarto dedo é o fator teste intermediario
(ITF), calculado por ITFdireita — ITFesquerda / ITFesquerda. Esses fatores, previamente

obtidos foram calculados e usados para a equacao do IFA.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

O programa estatistico usado na avaliacdo destes experimentos foi o BioEstat
5.0, onde os dados foram analisados utilizando o teste de anélise de variancia (ANOVA)
de um critério, seguida pelo teste tukey para compara¢Ges maltiplas. Os valores de p<
0,05 serdo considerados significativos. Os resultados foram expressos como média *

desvio padrao.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE DO NUMERO DE CELULAS NO TENDAO CALCANEO DE RATOS

O modelo de leséo tendinea e o tratamento com &cido ascdrbico ndo alteraram o
ganho de massa corpdrea (dados ndo mostrados).

Com o intuito de investigar se o tratamento com acido ascérbico influencia na fase
de proliferacdo celular no processo de reparo do tenddo, analisamos a quantidade de
células por campo do tecido tendineo nos dias 14 e 21 apo6s a lesdo (Figura 7).

As andlises feitas no 14° dia ap6s a lesdo apresentou diferencas estatisticamente
significativas em relagdo ao grupo controle (292+37,8, p<0,01) em relagdo os grupos
tratados com &cido ascorbico (1290+29,6) e solucédo salina (1315,3+57,0) demonstram
um processo comum a essa lesdo, o aumento da densidade celular. No entanto, a
quantidade de células comparada entre os grupos AA e VE ndo demonstraram
diferencas significativas.

No 21° pds-lesdo dia o numero de células do grupo VE (916,6 +30,4) e AA
(762,8 £30,0), mantiveram-se maior que no grupo controle (292 +37,8), porém a
comparacdo entre eles apresentaram diferencas valores estatisticamente significativos
(p<0,01).

Por fim, estes resultados indicam que em 21 dias ap0s a lesdo tendinea o numero

de células tende a ser menor quando administrado acido ascorbico no local (Figura 8).
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14 DIAS

21 DIAS
JAVAN

500Um

Figura?7 — Efeito do tratamento com AA na nimero de células em 14 e 21 dias p6s-lesdo. Grupo controle
(CTR), &cido ascérbico (30 mM) (AA) e veiculo (Salina 0,9%) (VE). Marcacdo em DAPI. Objetiva de
20x, barra da escala 500pum, n= 3.
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Figura 8 — Papel do tratamento com AA no nimero de células por campo nos dias 14 e 21 pés lesdo. Os
valores mostram Média + SEM, n=3 (ANOVA-Tukey. * p< 0,01 vs Salina).
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52 EFEITO DO TRATAMENTO COM ACIDO ASCORBICO NA
ORGANIZACAO TECIDUAL APOS A LESAO

Com o intuito de avaliar se o tratamento com &cido ascorbico influenciava na
estrutura e organizacdo tecidual apos 14 e 21 dias de lesdo, avaliamos sob microscopia
de fluorescéncia os cortes histologicos pela autofluorescéncia do colageno e em
microscopia de luz por marcagdo com HE. Os resultados demonstrados na figura 9
apontam que o grupo tratado com AA no dia 14 apresenta a matriz mais preservada em
relacdo ao grupo veiculo que demonstra bastante perda de matriz; no 21° dia ambos 0s
grupos tendem a melhorar sua estrutura, no entanto o grupo AA demonstra melhor
regeneracdo da matriz extracelular. As marcagcdes com HE (figura 10) revelam que o
grupo tratado com AA é constituido por um tecido com maior densidade celular em
relacdo ao grupo controle (CTR), tal qual o grupo veiculo (VE), porém notamos que, a
organizacdo tecidual tende a melhorar de 14 para 21 dias em ambos 0s grupos
lesionados, no entanto se diferem na estrutura dos nucleos de modo que se observam
mais células organizadas no grupo AA do que no grupo VE, além de ndcleos mais

alongados, diferindo do grupo veiculo que demostram nucleos mais arredondados.
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14 DIAS

21 DIAS

AA

50um

Figura 9 - Papel do AA na estrutura do colageno em 14 dias e 21dias pés-lesdo. Grupo controle (CTR),
acido ascorbico (30 mM) (AA) e veiculo (Salina 0,9%) (VE). Autofluorescéncia do colageno em verde.
Objetiva de 40x, barra da escala 50pum, n= 3. Asteriscos indicam perda de matriz colagena. Coloracdo
acinzentada nas imagens de autofluorescéncia indica a densidade celular.
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14 DIAS

21 DIAS

FiguralO — Efeito do tratamento com AA na organizacdo tecidual em 14 e 21 dias pés-lesdo. Grupo
controle (CTR), &cido ascérbico (30 mM) (AA) e veiculo (Salina 0,9%) (VE). Marcacdo em HE. Objetiva
de 20x, barra da escala 500um, n= 3. Asteriscos indicam perda de matriz extracelular. Seta branca indica
a orientacdo das células e seu formato fusiforme. Seta preta indica células arredondadas.
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5.3 ANALISE DO INDICE FUNCIONAL DE AQUILES DE RATOS TRATADOS
COM ACIDO ASCORBICO.

Para avaliar se o tratamento com &cido ascorbico influenciou no desempenho
funcional da pata posterior ap6s lesdo do tenddo calcaneo, utilizamos o indice funcional
de Aquiles (IFA). A avaliacdo da resposta funcional permite inferir a efetividade préatica
da recuperagcdo do tenddo lesionado. Primeiramente, o indice funcional de Aquiles
padrdo foi obtido do grupo controle, avaliado paralelamente aos animais experimentais.
Desse modo, os valores encontrado para esse grupo ndo apresentaram diferenca
estatistica entre os dias zero (-3.59 +11.47), 7 (-2.70 £12.49), 14 (-3.61 £10.46) e 21
(1.68 +11.87; p=0,8213). Para os grupos veiculo (2.41+22.3) e acido ascorbico (-
8.07£19.8) o IFA referente ao dia zero foi similar ao grupo controle, ndo havendo
diferenca entre os grupos (p=0,9872).

Quando a andlise foi feita para o 7° dia apds a lesdo, observamos significativa
reducdo do valor do indice para VE (-89.22 +23.93) e AA (-65.49+16.54) quando
referidos ao controle (-2.70 £12.49, p<0,01).

Na avaliacdo funcional do 14° dia ainda é notavel a diferenca dos grupos VE (-
74.22 £11.94) e AA (-44.24 £10.72) em relagdo ao grupo controle (-3.61+10.46,
p<0,01). No entanto, nessa fase, o grupo AA apresentou uma melhora significativa em
relacdo ao grupo VE (p<0,05).

No 21° dia o desempenho funcional do grupo VE (-41.04 £13.42) e AA (-31.19
+17.67), mantiveram-se abaixo do controle (-1.68 £11.87, p<0,01) apesar de assumirem
valores do IFA mais positivos em relagdo ao dia 14.

De modo geral isso indica que, os animais cujo antioxidante foi administrado a
recuperacdo mostrou-se precoce (dia 14) em 21 dias o padrdo de marcha estava ainda
insatisfatorio no grupo veiculo, enquanto que, nos animais cujo antioxidante foi

administrado a recuperagdo mostrou-se precoce (dia 14) (figura 11).
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Figura 11 - Papel do AA na recuperacéo funcional da marcha. O indice funcional de Aquiles foi avaliado
em animais controle ou com ruptura do tenddo e posterior tratamento com acido ascorbico (30 mM) e
com veiculo (Salina 0,9%). As analises foram feitas em 7, 14 e 21 dias ap6s a lesdo. Os dados indicam
que o tratamento com AA gerou progressiva melhora funcional comparado aos demais grupos. Os valores
sdo expressos em média £ DP, n=6 (ANOVA-Tukey. *p < 0,05 vs veiculo).

46



6 DISCUSSAO

Embora poucos estudos tenham abordado a influéncia do estresse oxidativo nos
processos de reparo em lesbes tendineas, estudos revelam que a acdo das espécies
reativas de oxigénio (EROs) representam um importante evento associado a leséo,
(MEIER et al, 1999, LEWIS, SANDFORD, 2009; LIN et al, 2001).

No presente estudo, procuramos avaliar o uso do antioxidante &cido ascorbico (AA)
como possivel tratamento no combate aos danos causados pelo estresse oxidativo
associado a ruptura total do tecido visto que reconhecidamente, este composto apresenta
tanto atividade antioxidante quanto participa ativamente da sintese do coldgeno
(MURAD, 1981; SHELDON, 1985; ENGLARD, SEIFTER, 1986; CANTY, KADLER,
2002; DU et al, 2012).

Na literatura poucos estudos utilizam o tratamento com AA in vivo para tratamento
de lesdo em tenddo. De fato, um Unico estudo realizado por Omeroglu et al (2009)
mostrou que o uso sistémico de altas doses de AA podem acelerar o processo de reparo
do tenddo calcaneo de ratos, contudo, também € bem descrito na literatura que a
utilizacdo de altas doses de AA pode resultar em um agédo pré-oxidante o que limitaria o
seu uso em tratamentos sistémicos. Destacamos diversos trabalhos que mostram que a
ingestdo de altas doses pode causar distirbios do trato alimentar (nduseas, azia e
diarreia) (TEMPLE et al, 2004; BLOCK et al, 2008). Além disso, pode atuar
paradoxalmente como pré-oxidante, reduzindo metais que reagem com oxigénio
formando iniciadores de peroxidacdo lipidica (PRAT; TURRENS, 1990).

Anélises de dosagem e de biodistribuicdo do acido ascérbico em roedores mostram
que a administracdo oral de acido ascorbico produz concentracdes que ndo excedem
0,2mM no plasma e fluidos extracelulares. Portanto, concentracdes farmacoldgicas de
acido ascorbico maiores que 0,2mM em fluidos corporais podem ser alcancadas
somente por rotas parenteral (i.v., i.p.) (PADAYATTY et al, 2004).

No entanto, dados consistentes sustentam a hipdtese de que as concentracfes
farmacoldgicas de acido ascorbico administrado por via intravenosa ou intraperitoneal
servem como um pro-farmaco para a entrega seletiva de perdxido de hidrogénio (H202)
para 0 espaco extracelular, sugerindo entdo seu uso no tratamento de células
cancerigenas, uma vez que, por ser uma espécie reativa de oxigénio podera causar danos
diretos a0 DNA e mitocéndrias ou entdo morte celular pela diminuicdo de ATP
(PADAYATTY et al, 2004; CHEN et al, 2007; DU et al, 2012).
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Chen et al (2008) investigaram dados farmacocinéticos em seres humanos que
receberam doses crescentes de acido ascorbico via intravenosa como parte de um
protocolo de tratamento exploratéria. As concentracdes plasmaticas maximas de acido
ascorbico aproximaram de 30 mM, semelhantes as concentracdes observadas em ratos
que receberam acido ascorbico parentérica.

Dentro desse contexto, torna-se justificavel a administracdo local, garantindo a
concentracdo desejada (30 mM) no local da lesdo evitando possiveis danos celulares em
outras regides sistémicas a lesdo.

Mostramos em nosso trabalho que o tratamento com AA acelerou o processo de
reorganizacdo da matriz colagena. No 14° dia poés-ruptura as fibras ja tendem a
organizacdo nos animais tratados com AA. Esse mesmo periodo ainda corresponde a
fase de proliferacdo. Podemos corroborar esse fato também ao observar o grupo néo
tratado, onde ainda ha bastante desorganizacdo. Em 21 dias apds a injdria, o quadro
visto no grupo que recebeu tratamento com AA é de um tecido mais organizado, cujas
celulas apresentam caracteristica mais fusiforme em relacéo ao grupo veiculo (fig.10/dia
21-VE e AA).

Estudo prévio demonstrou melhor padrdo de organizacdo tecidual em 21 dias
semelhante aos obtidos neste trabalho, por meio da inibicéo nitrérgica (MORAES et al,
2013). Dessa forma, concluimos que o efeito do tratamento com AA acelera o processo
de organizacdo das fibras de colageno apds lesdo do tenddo calcaneo de ratos. De fato,
nossos dados estdo de acordo com os resultados da literatura que mostram a importancia
do AA como um cofator enziméatico essencial para sintese de colageno (MURRAD,
1981; SHELDON, 1985). Da mesma forma que a reconhecida participacdo nitrérgica
cuja acdo local parece estar associada ao blogueio da sintese de colageno, pode também
representar um alvo do tratamento local com AA.

Juntamente com a desorganizacao das fibras de colageno, hd um decrescimento do
contetido de colageno apos a injuria (RILEY et al, 1994; BANK et al, 1999). Em nossos
resultados podemos observar pelas imagens da autofluorescéncia do coladgeno essa
perda de matriz colagena em determinadas regides no tecido tendineo (fig.9/14 e
21dias-VE). Esse processo de degeneragéo ocorre pela ativagdo e aumento na expressao
de MMPs no tecido, bem como desequilibrio com os inibidores de metaloproteases,
comum a esse tipo de processo patologico. A colagenase | (MMP-1) é uma das poucas

enzimas capazes de clivar as fibras de colageno tipo 1, representa parte do processo de
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remodelagem tecidual (NAGASSE, WOESSNER, 1999; RILEY et al, 2002; PERCHES
et al, 2012).

Estudos referente a degeneracdo de tenddo investigaram o efeito do estresse
oxidativo a partir da supressdo de antioxidantes enziméaticos GSHPx, Catalase (RADAK
et al, 2002) e SOD (MORIKAWA et al, 2014) e concluiram que a degeneracdo do
tenddo pode ocorrer em resposta ao estresse oxidativo intracelular. Logo, o uso de
antioxidantes no processo de reparo de lesdo tendinea, apesar de pouco estudado, retine
dados que j& sugerem efeitos positivos quanto a inibicdo dos danos oxidativos
(SIMONIN et al, 2000; LEWIS, SANDFORD, 2009; PARK et al, 2010; KIM et al,
2014).

Em nosso trabalho observamos que o tenddo que sofreu ruptura e foi tratado com
acido ascorbico apresentou fibras de colageno mais integra nos dias 14 e 21 em relacao
ao grupo que recebeu apenas solucdo veiculo, que por sua vez, mesmo 21 dias apés a
lesdo ndo apresentou uma melhora satisfatéria que pudesse ser comparada a boa
recuperacdo vista em 14 dias do grupo tratado (figura 9).

Semelhante as condicbes de reparo visto em nossos trabalho, Lima et al (2009)
mostrou o efeito cicatrizante de AA na pele de ratos em 14 dias apds lesdo, sugerindo
que o tratamento promove ambiente e condi¢bes favoraveis para a reparacdo tecidual
abreviando o tempo de cicatrizacdo. O &cido ascorbico é um co-fator de lisil e prolil
hidroxilase, duas enzimas essenciais na biosintese de colageno, o que pode justificar a
melhor integridade do tecido tendineo visto em nossos resultados

O aumento na sintese de colageno visto em nossos resultados reproduz in vivo o que
foi demonstrado in vitro por Russell e Manske (1991), onde a adicdo de &cido ascérbico
no meio de cultura a cada 48h pelo periodo de 1, 2 ou 3 semanas manteve de forma
otimizada a cultura de tend&o flexor profundo de coelhos, e a partir dos resultados foi
sugerido que niveis de acido ascorbico em excesso S40 necessarios para otimizar a
manutencdo da cultura de tenddo. Logo, a adicdo de AA no local da leséo feita em nossa
pesquisa de forma constante (a cada 48h), semelhante a administracdo feita em cultura
de células, pode ter beneficiado o processo de sintese de colageno.

Um aumento significativo do nimero de células apos a lesdo é visto em nosso
trabalho em 14 dias apds a injaria (figura 7 e 8) e corrobora com a literatura que define
a fase proliferativa como parte do processo de reparo, ocorrendo por volta da segunda
semana (SHARMA; MAFFULLI, 2006; BRING, 2007; RILEY, 2008). Este fendbmeno

é esperado, pois as células séo responsaveis pela sintese de moléculas da matriz
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extracelular, entre elas o colageno, fundamental para a reconstrucdo do tecido. Sendo
assim, faz-se necessario maior niumero de células, para que consequentemente ocorra
mais sintese (O’BRIEN, 1997; COOK et al, 2002; FRANCHI et al, 2007).

Os dados comparativos da quantidade de células ndo apresentaram diferenca
estatistica no 14° dia apds a lesdo (figura 8). Em analise paralela as fotomicrografias
obtidas (figura 9) sugerimos que, nesse periodo, ambos 0s grupos necessitam de sintese
intensa de colageno em resposta a degradacdo da matriz, observada em ambos o0s
grupos, logo, um maior nimero de células é necessario para essa demanda de
reconstituicdo da matriz colagena.

No dia 21 ap06s a injuria o grupo tratado com AA apresentou um menor nimero
de células marcadas quando comparado com o grupo veiculo (p<0,01). Nesse periodo o
grupo que utilizou AA como tratamento apresenta matriz integra, diferente do que se vé
no grupo nao tratado. Supde-se entdo, que a diminui¢cdo no numero de células marcadas
do grupo tratado se deu em decorréncia do tratamento, que acelerou o processo de
restauracdo do tecido. Durante essa fase ocorre o declinio de metabolismo dos tendcitos
e posterior morte programada, eliminando células desnecessarias por mecanismos ainda
pouco conhecidos, devolvendo ao tenddo a caracteristica de poucas células, como
observado no grupo controle (figura 8) (SHARMA, MAFFULLI; 2006; ALBERTS et
al, 2010).

O efeito do tratamento com AA em parametros funcionais na lesdo tendinea nédo
possui dados na literatura. Contudo, buscamos agregar as nossas analises o efeito do AA
na marcha dos ratos considerando que, as limitages de movimento decorrentes da lesdo
do tenddo calcAneo geram déficits funcionais significativos que podem interferir nas
atividades da vida diaria dos individuos atingidos (PADANILAM, 2009).

Além do mais, a disfuncdo ap0s cicatrizacdo € comumente apontada e representa um
grande problema por apresentar rigidez, incapacidade e dor (RILEY, 2004b; XU;
MURRELL, 2008).

Dada a importancia funcional do tenddo de Aquiles, interessou-nos esclarecer se as
melhoras histologicas relacionadas ao tratamento com AA se estenderam aos
parametros funcionais. Utilizamos para isso o IFA (indice funcional de Aquiles), um
teste bastante usado pela confiabilidade e sensibilidade ao tempo de reparo, com
excelente correlagdo com as propriedades mecanicas (MURREL, 1992; BEST et al,
1993).
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Os nossos resultados com o IFA apontaram um ganho funcional significativo em 14
dias ap6s ruptura associado ao tratamento com AA se comparado ao grupo veiculo
(p<0,05). Sugerimos que a contribuicdo do AA esta antecipa a melhora da fungdo, uma
vez que em 21 dias apds injdria 0s grupos experimentais nao se diferiram.

Os resultados funcionais utilizando indice funcional de Aquiles (IFA) somado as
melhoras teciduais visto em nosso trabalho podem ser comparados aos encontrados em
outros trabalhos que também mostraram correlagdo entre a funcdo do tenddo e a
organizacdo da matriz (KRIVIC et al, 2006; 2008; MORAES et al, 2013), angiogénese
(KRIVIC et al, 2006), resisténcia a tracdo e forca (NG et al, 2003; 2004).

O reparo da lesdo tendinea é um processo complexo que requer acontecimentos
celulares e bioquimicos locais que séo ativados por uma série de mediadores, tais como,
citocinas, fatores de crescimento e atividades enzimaticas. Em nosso estudo foi
mostrado que o uso local de &cido ascorbico influenciou neste processo contribuindo
para uma melhor organizagéo tecidual e funcional na recuperagdo de lesdo do tendéo
calcaneo de ratos submetidos a tenotomia.

Nessa perspectiva, estudos posteriores sao necessarios para investigar outros
parametros envolvidos no processo de reparo da lesdo tendinea referentes ao efeito de
antioxidantes, bem como os fatores bioquimicos que possam elucidar os efeitos

funcionais e morfoldgicos do acido ascdrbico apontados em nosso trabalho.
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7 CONCLUSAO

e O tratamento com &cido ascorbico promoveu reducdo no nimero de células em

21 dias ap0s a ruptura do tendao.

e A administracdo local de &cido ascorbico implicou em uma estrutura tecidual

mais conservada em 14 dias ap0s a lesdo

e O uso de &cido ascérbico na lesdo tendinea apresentou melhor organizacéo das

fibras colagenas.

e O tratamento com acido ascérbico promoveu melhora no desempenho funcional

em 14 dias apos a lesao.
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9 ANEXO

A

\_?4

comité de ética em pesquisa @

C \\«(éepae com animais de experimentagao m..._.’:

PARECER 161-13

Projetos: EFEITO DO TRATAMENTO COM ACIDO ASCORBICO NO REPARO DA
LESAO TENDINEA EM RATOS
Coordenador: Prof. Dr. Anderson Manoel Herculano

Area Tematica: Neurociéncias Vigéncia: 04/2013 a 05/2015

Nono CEPAE-UFPA: 161-13

O projeto acima identificado foi avaliado pelo Comité de Etica Em Pesquisa Com
Animais de Experimentacdo da Universidade Federal do Pard (CEPAE). O tema eleito para a
investigacdo e de alto teor cientifico justificando a utilizacdo do modelo animal proposto. Os
procedimentos experimentais utilizados seguem as normas locais e internacionais para
tratamento e manipulacdo de animais de experimentacdo. Portanto, o CEPAE, através de
seu presidente, no uso das atribuicGes delegadas pela portaria No 3988/2011 do Reitor da
Universidade Federal do Para, resolve APROVAR a utilizagdo de animais de
experimentacdo (N=72, ratos Wistar) nas atividades do projeto em questdo, no periodo de
vigéncia estabelecido.

As atividades experimentais fora do periodo de vigéncia devem receber nova
autorizacdo deste comité.

Belém, 02 de abril de 2013.

(A/a' 1ct (pmu j .
rof. Or. Welace Gones Lest
Presidents do CEPAE-UFPA
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