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RESUMO

As estatinas, inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A redutase, sdo farmacos
utilizados para o tratamento de hipercolesterolemia - niveis elevados de colesterol no
sangue. Embora sejam considerados medicamentos seguros e eficazes, possuem inimeros
efeitos adversos como, por exemplo, miopatias e hepatopatias. Além disso, ha relatos de
lesdes em tenddes associadas ao uso destes medicamentos € 0s mecanismos responsaveis
por este efeito adverso ndo estdo bem esclarecidos. Portanto, este estudo teve como
objetivo avaliar as possiveis alteracdes morfoldgicas, bioquimicas e funcionais no tendao
calcanear de ratos apds tratamento crOnico com estatinas. Os ratos foram divididos nos
seguintes grupos: tratados com a atorvastatina (A-20 e A-80), sinvastatina (S-20 e S-80),
carboximetilcelulose utilizado como o veiculo (V) e um grupo que ndo recebeu tratamento
(ST). As doses de atorvastatina e sinvastatina foram calculadas utilizando extrapolacdo
alométrica com base nas doses de 20mg/dia e 80 mg/dia, recomendadas para os seres
humanos. Os ratos foram sacrificados apds dois meses de tratamento e os tenddes foram
coletados para andlises morfoldgicas, bioquimicas e funcionais. Para as andlises
morfoldgicas em microscopia de luz os cortes de tenddes foram corados com Hematoxilina-
eosina € Azul de Toluidina. Foram realizadas medidas de birrefringéncia através da
microscopia de polariza¢do. Para andlises bioquimicas, os tenddes foram processados e
analisados de acordo com as seguintes técnicas: eletroforese em gel de agarose para andlise
de glicosaminoglicanos sulfatados; zimografia para deteccao de metaloproteinases (MMPs)
dos tipos -2 e -9; Western Blotting para colageno I, dosagem de proteinas ndo-colagénicas,
glicosaminoglicanos e hidroxiprolina. Os tenddes também foram submetidos a testes
biomecanicos. Todos os resultados foram analisados utilizando ANOV A-one-way, seguida
pelo teste de Tukey, com exce¢ao dos dados de birrefringéncia, que foram analizados pelo
teste de Mann-Whitney. A concentracdo de proteinas ndo-colagénicas em todos os grupos
tratados com estatinas foi menor em relacdo ao grupo V. Houve um aumento significativo
de pro-MMP-2 no grupo A-80 e MMP-2 ativa em S-20 comparado ao grupo ST. Foi
observado também um aumento significativo de pro-MMP-9 nos grupos A-80 e S-20 e um

aumento de MMP-9 ativa no grupo A-20 em relacdo ao grupo ST. O grupo A-20
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apresentou menor quantidade de coldgeno I quando comparado ao grupo ST e no grupo S-
20 foi observada uma maior concentracdo de hidroxiprolina em relagdo aos grupos ST e V.
A dosagem de glicosaminoglicanos mostrou um aumento significativo no grupo A-20 e o
grupo S-80 apresentou menor concentracdo deste componente em relagdo ao grupo ST e V
respectivamente. As medidas de birrefringéncia dos grupos A-20, A-80 e S-80 revelaram
um menor grau de organizacdo das fibras de coldgeno nestes grupos em relacdo ao grupo V.
Durante os ensaios biomecanicos os tenddes dos grupos A-20, A-80 e S-20 foram menos
resistentes a ruptura quando comparados com o grupo ST. Nossos resultados sugerem
claramente que o tratamento com estatinas provoca notdveis alteragdes no tendao calcanear
de ratos. Além de promover o desequilibrio entre a sintese e degradacdo de componentes da
matriz extracelular e a desorganizacdo das fibras de coldgeno, as estatinas também
trouxeram prejuizos as propriedades biomecanicas dos tenddes, fatores que associados,

podem tornar os tenddes mais predispostos a rupturas e possivelmente induzir micro lesoes.
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ABSTRACT

Statins are inhibitors of 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase. These drugs
are used to treat hypercholesterolemia - high cholesterol levels in the blood. Although
considered safe and effective drugs, they have numerous adverse effects such as myopathy
and liver toxicity. In addition, there are reports of tendon lesions associated with statins and
the mechanisms responsible for this adverse effect are not clear. Therefore, this study
aimed to evaluate possible morphological, biochemical and functional alterations in
Achilles tendon of rats after chronic treatment with statins. The rats were divided into the
following groups: treated with simvastatin (S-20 and S-80), atorvastatin (A-20 and A-80),
carboxymethylcellulose used as the vehicle (V) and a group that received no treatment
(NT). Doses of statins were calculated using allometric scaling with reference to 80mg/day
and 20mg/day doses recommended for humans. The rats were euthanized after two months
of treatment and the tendons were collected for morphological, biochemical and functional
analysis. For morphological analysis by light microscopy, sections of tendons were stained
with hematoxylin-eosin and toluidine blue. Birefringence measurements were performed by
polarizing microscopy. For biochemical analysis, the tendons were processed and analyzed
according to the following techniques: Agarose gel electrophoresis for the analysis of
sulphated glycosaminoglycans; zymography for detecting metalloproteinases (MMPs) -2
and -9; Western Blotting for collagen I, dosage of non-collagenous proteins,
glycosaminoglycans and hydroxyproline. The tendons were also submitted to
biomechanical tests. All of the results were analyzed by ANOVA-one-way followed by
Tukey test, except the birefringence data that were analyzed by Mann-Whitney test. The
concentration of non-collagenous proteins in all groups treated with statins was lower than
in V group. There was a significant increase in pro-MMP-2 in A-80 group and active
MMP-2 in S-20 compared to the ST group. We observed a significant increase in pro-
MMP-9 in A-80 and S-20 groups. The A-20 group showed a significant increase in the
levels of active MMP-9 in relation to the ST group. The A-20 group showed less collagen I

when compared to the ST group and in the S-20 group was observed a higher concentration
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of hydroxyproline in relation to the both ST and V groups. The dosage of
glycosaminoglycans showed a significant increase in A-20 group and S-80 group showed
lower concentration of this component in relation to the ST and V groups respectively. The
birefringence measurements of the A-20, A-80 and S-80 groups showed a lower degree of
organization of the collagen fibers in these groups than in the V group. During the
biomechanical tests the tendons of the A-20, A-80 and S-20 groups were less resistant to
rupture when compared to the ST group. Our results clearly suggest that treatment with
statins causes remarkable changes in the Achilles tendon. Besides promoting the imbalance
between the synthesis and degradation of extracellular matrix components and
disorganization of collagen fibers, statins also brought losses to the biomechanical
properties of tendons. These factors associated can make the tendons more prone to

ruptures and possibly induce micro injuries.
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1. INTRODUCAO

Os tenddes sdo estruturas fibrosas, que promovem a unido entre musculos e 0ssos.
Sdo formados por tecido conjuntivo denso modelado onde, feixes de coldgeno estdo
dispostos paralelamente e cuja direcdo é determinada frente as tracdes impostas em um
determinado sentido (O’BRIEN, 2005). Macroscopicamente, um tenddo sauddvel possui
cor branca, brilhante e uma textura fibroelastica (SHARMA & MAFFULLI, 2005).

Devido ao arranjo paralelo das fibras de coldgeno, o tenddo é capaz de resistir a
altas forcas de tensdo e sua funcdo bésica € de suportar e transmitir for¢as entre musculos e
0sSOS para promover o movimento articular, ou seja, a forca exercida pelos musculos
converge para o tenddo e através deste, o osso € tensionado (JAMES et al., 2008).

O tenddo calcanear ou tenddo de Aquiles € o maior e mais resistente tendao do
corpo humano, sendo um sitio comum de lesdes (JUNGE, et al., 1987) que geralmente
ocorrem de 2 a 5 centimetros acima de sua insercdo, uma drea de pouca vascularizacao
(O’BRIEN, 2005). Frequentemente este tipo de lesdo ocorre em atletas de alto desempenho,
durante suas atividades fisicas (KANNUS & NIATRI, 1997), contudo na populagdo geral,
fatores como idade, sexo, sobrepeso ou a presenca de doencas como diabetes e artrite
reumatdide parecem estar envolvidos nas lesdes do tendao calcanear (SZARO, et al., 2009).

Por outro lado, ha também relatos de ruptura do tendao calcanear relacionada ao uso
de medicamentos, como por exemplo, corticosteroides (QUILLAN & GREGAN, 2005),
fluoroquinolonas (KADER et al., 2005; SEEGER et al., 2006) e estatinas (PULLATT et
al., 2007; MARIE et al., 2008; CARMONT et al, 2009; MARIE & NOBLET, 2009;
NESSELROADE & NICKELS, 2010; SAVVIDOU & MORENO, 2012). Considerando
que as estatinas sdo medicamentos amplamente prescritos, com beneficios clinicos
diversos, incluindo reducdo dos niveis séricos de colesterol, prevencdo de infarto do
miocardio, bem como a reducdo da formagdo de placas aterosclerdticas (RANG et
al.,2007), seus efeitos sobre aspectos estruturais, bioquimicos e funcionais do tendao

merecem atenc¢do especial.
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1.1 Anatomia do tendao calcanear

O tenddo calcanear € constituido pela fusdo das aponeuroses dos musculos
gastrocnémio (cabeca medial e lateral) e séleo que formam a parte posterior da perna
(panturrilha), possui ponto de inser¢do no osso calcaneo e ocupa o terco inferior da perna
(JUNGE, et al., 1987).

A regido de insercao do tenddo com o osso € chamada de juncio osteotendinea e é
caracterizada por uma transicdo gradual de tecido fibrocartilaginoso a 6sseo lamelar. Em
contrapartida, a drea de conexdo entre o tenddo e o musculo é denominada juncdo
musculotendinea, sendo que durante a transmissao da for¢a de contragdo do musculo para o
tendao esta regido € submetida a um grande estresse mecanico (O’BRIEN, 2005).

O suprimento de sangue para o tenddo se dd pelas jun¢des musculotendinea e
osteotendinea. Na jun¢cdo musculotendinea a irrigacdo sanguinea se da pelas veias do
perimisio que sdo continuas com as dos fasciculos do tendao (SHARMA & MAFFULLI,
2005); ja na juncdo osteotendinea, o suprimento de sangue fica limitado no ponto de
insercdo do tendao (KANNUS, 2000; KADER et al., 2005).

O tenddo recebe inervacdo de estruturas adjacentes, ou seja, as fibras nervosas
atravessam a juncdo musculotendinea e entram no endotenddo. Estas fibras possuem
mecanorreceptores que detectam variacdes na pressdo ou tensdo exercidas sobre o tecido

(SHARMA & MAFFULLLI, 2005).

1.2 Caracteristicas estruturais e bioquimicas do tendao

Histologicamente, quando comparados com outros tecidos musculoesqueléticos, 0s
tenddes possuem baixa celularidade e sdo pouco vascularizados (RAISER, 2001). Os
elementos celulares do tenddo s@o os tenoblastos que possuem numerosas organelas
citoplasmadticas e maior atividade metabdlica; e tendcitos que sdo células mais maduras e
com uma atividade metabdlica mais baixa (SHARMA & MAFFULLI, 2005). Estas células

sao finas e fusiformes, orientadas longitudinalmente entre as fibras de coldgeno,
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desempenham o papel fundamental de sintetizar os componentes da matriz extracelular
como, por exemplo, o coldgeno, que constitui a unidade estrutural bésica do tendio
(RAISER, 2001).

O tendao possui uma organizacdo hierdrquica, composto por moléculas de coldgeno,
fibrilas, feixes de fibras e fasciculos que se dispdem paralelamente ao longo eixo do tenddo
(Figura 1) (WANG, 2006). O elemento estrutural fundamental no tendao é o coldgeno do
tipo I sob a forma de fibrilas. A unidade estrutural bésica de coldgeno é o tropocoldgeno,
uma proteina longa e fina produzida no interior do tenoblasto e secretada na matriz
extracelular como procoldgeno (SILVER et al., 2003). O tropocoldgeno vai se polimerizar
para formar as fibrilas de coldgeno que, por sua vez, vao se agregar e formar fibras de

coldgeno, visiveis ao microscopio de luz (SHARMA & MAFFULLLI, 2005).

Coliagen Molecule Collagen Fibril Collagen Fiber Fascicle Tendon Unit

Nerve and
Blood Vessels

Endotenon

- 1nm 100 nm)| -————————— 1-20 1M ~——20-200 p,soo
Figura 1. Organizacdo hierarquica do tendao (SILVER et al., 2003).
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As fibras de coldgeno sdo agrupadas em feixes e circundadas por uma bainha de
tecido conjuntivo frouxo, denominada endotenddo (O’BRIEN, 2005). O endotenddo ¢é
composto por fibras de coldgeno do tipo III que proporciona via de acesso para nervos,
vasos sanguineos e linfaticos, importantes no aporte de nutrientes para as células do tendao.
Cada feixe de fibras de coldgeno circundado pelo endotenddo recebe o nome de fasciculo
(KANNUS, 2000).

Os fasciculos sdo revestidos pelo epitenddo que contém fibras eldsticas e coldgenas
arranjadas irregularmente (RAISER, 2001). O epitendio € revestido pelo paratenddo o qual
possui duas camadas: uma em contato direto com o epitenddo e outra superficial. Entre o
epitenddo e o paratenddo encontra-se uma fina camada de fluido para permitir o movimento
do tendao com reducdo do atrito (KADER et al., 2005). O arranjo do endotenddo, epitendao
e paratenddo proporciona minima resisténcia ao movimento de deslizamento através dos
tecidos e € necessdrio que seja preservado a fim de manter a fun¢do do tenddo (RAISER,
2001).

A matriz extracelular que constitui o tendao possui dois componentes principais: 0s
elementos fibrosos e a substincia amorfa que é um meio de difusdo de nutrientes e gases. A
porcao fibrosa é composta principalmente de coldgenos do tipo I e III, além de elastina que
confere estabilidade e elasticidade aos tenddes (KANNUS, 2000). Outros coldgenos
também estdo presentes em tenddes como, por exemplo, os tipos V e XIV envolvidos com
o crescimento das fibrilas e os tipos II, VI, IX, X e XI encontrados principalmente na regiao
de insercdo do tenddo (ZHANG et al., 2005; WANG, 2006). A substancia amorfa consiste
em glicosaminoglicanos (GAGs), proteoglicanos como decorin e agrecam, glicoproteinas
estruturais e dgua, que corresponde em torno de 55% do peso do tenddo e é responsavel por
facilitar o deslizamento e reduzir o atrito entre as fibras de coldgeno (JAMES et al., 2008).

Os proteoglicanos, formados por um esqueleto proteico covalentemente ligado a
uma ou mais cadeias de GAGs, s@o os componentes principais da substidncia amorfa,
possuem carga negativa e ao interagirem com moléculas de dgua formam uma estrutura
tipo gel, agindo como um material de adesdo entre as microfibrilas de coldgeno
(DAHLGREN, 2007). Proteoglicanos como, por exemplo, decorim, biglicam,

fibromodulim e lumican desempenham um papel importante na fibrilogénese do coldgeno,
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orientando e estabilizando as fibrilas além de limitar o crescimento lateral do tenddo
(SILVER et al., 2003; FRANCHI et al., 2007).

Fibronectinas sdo glicoproteinas de alto peso molecular que desempenham um papel
na adesdo e migracdo celular por interagirem com hialuronato, um GAG, criando um
arcabouco para a migracao das células (KANNUS, 2000).

O componente fibroso mais importante do tenddo € o coldgeno tipo I JAMES et al.,
2008). Uma molécula de coldgeno € longa, rigida e apresenta uma fita tripla helicoidal,
onde trés cadeias polipeptidicas de colageno, chamadas cadeias o, estdo enroladas entre si
(BHATTACHARIJEE & BANSAL, 2005).

Apoés a sua sintese em ribossomos ligados ao reticulo endoplasmético rugoso, as
cadeias a sofrem uma série de modificagdes enzimdticas ainda no reticulo endoplasmatico.
Como modificagdo poés-traducional, as hidroxilas s@o incorporadas as prolinas e lisinas
presentes nas cadeias polipeptidicas de coldgeno pelas enzimas prolil hidroxilase e lisil
hidroxilase, respectivamente (GELSE et al., 2003). A hidroxiprolina estd envolvida na
ligacdo de hidrogénio (intramolecularmente) entre as cadeias polipeptidicas e a
hidroxilisina também, mas, além disso, a hidroxilisina estd envolvida na ligacdo covalente
(intermolecularmente) entre moléculas adjacentes de coldgeno. As ligacdes cruzadas sdo
importantes para aumentar a resisténcia a tracdo e tornam as moléculas de coldgeno menos
susceptiveis a acdo de proteases (O’BRIEN, 2005; JAMES et al., 2008). A proteina passa
entdo do reticulo endoplasmatico rugoso para o complexo de Golgi e € secretada (GELSE
et al., 2003).

No meio intracelular a molécula de coldgeno é denominada de procoldgeno e no
meio extracelular seus peptideos de registro sdo eliminados e ela passa a ser chamada de
tropocoldgeno que se polimeriza para formar as fibrilas de colageno (WANG, 2000).

Quase dois ter¢cos da molécula de colageno consistem de trés aminodcidos: glicina
(33%), prolina (15%), e hidroxiprolina (15%). Cada cadeia alfa € constituida por trés
repeti¢des de glicina e dois outros aminodcidos. Glicina € encontrada a cada trés residuos,
enquanto prolina e hidroxiprolina ocorrem com frequéncia nas outras duas posicoes

(O’BRIEN, 2005). Os grupamentos hidroxila destes aminodcidos formam pontes de
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hidrogénio intercadeias que ajudam na estabilizacdo da tripla hélice (RAMSHAW et al.,
1998).

Quando observados sob luz polarizada, os feixes de fibras de coldgeno apresentam
um padrdo ondulado denominado “crimp”, com bandas transversais claras e escuras
intercaladas. O crimp possibilita que o tenddo se acomode frente a forcas de tracdo, sem
que as fibras sejam danificadas, e, além disso, atua como um amortecedor de choques ao
longo do comprimento do tecido, oferecendo uma baixa rigidez a forcas de compressiao
(KER, 2002; FRANCHI et al., 2007).

Em um tenddo normal ha um equilibrio entre processos anabdlicos e catabdlicos.
Para a manutencdo da homeostasia da matriz extracelular dos tenddes € importante que haja
equilibrio entre metaloproteinases (MMPs) e inibidores teciduais de metaloproteinases
(TIMPs) (DAHLGREN, 2007). As MMPs sao membros de uma familia de enzimas que
requerem zinco para a atividade de seu sitio catalitico. As células do tenddo secretam
MMPs na forma de proenzimas inativas que, quando ativadas, sdo capazes de degradar
diversos componentes da matriz extracelular, tais como o coldgeno, elastina e
proteoglicanos (VISSE & NAGASE, 2003). Até hoje foram identificadas 23 MMPs que sdo
subdivididas em quatro classes: colagenases, gelatinases, estromelisinas e MMPs tipo
membrana (MT-MMPs) (MAGRA & MAFFFULI, 2005). Sendo assim, estas enzimas sao
importantes na degradacdo e remodelacdo da matriz extracelular de tendoes (SHARMA &
MAFFULLI, 2005).

TIMPs s@o proteinas reguladoras da atividade de MMPs, que se ligam ao sitio ativo
ou em sitios alternativos destas enzimas (MALEMUD, 2006). Um desequilibrio entre a
atividade de MMPs e TIMPs provoca distirbios no coldgeno, fazendo com que a
integridade da matriz extracelular de tenddes seja afetada (KAROUSOU et al., 2008).

Durante o processo de reparo do tendao, hd um aumento da atividade de MMPs que
estd relacionado com a degradacdo de coldgeno desnaturado. Varias MMPs estao
envolvidas nesse processo, sendo que a MMP-9 e MMP-13 apenas participam da
degradacdo de coldgeno, enquanto que a MMP-2, MMP-3 e MMP-14 participam da
degradacdo e remodelag@o do colageno (RILEY et al., 2002).
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1.3 Estatinas

As estatinas sdo agentes altamente eficazes na reducdo do colesterol e
demonstraram reduzir a morbidade e mortalidade em pacientes com doengas
cardiovasculares (SCHACHTER, 2004). Sendo assim, estes medicamentos sdo a primeira
escolha a para o tratamento de dislipidemias (CORSINI et al., 1999).

A 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) redutase é uma enzima que
catalisa a conversio da HMG-CoA a &4cido mevaldnico, precursor do colesterol. Esta
enzima € alvo para a intervencdo farmacolégica uma vez que ela atua na biossintese do
colesterol. Em nivel celular, as estatinas inibem a conversio da HMG-CoA para
mevalonato e como consequéncia, inibem a sintese hepatica do colesterol (MAGALHAES,
2005)

Devido a redugdo do colesterol intracelular hd um estimulo para a célula aumentar a
producdo de receptores de LDL. Com o aumento do nimero de receptores de LDL, as
células poderdo captar uma maior quantidade de LDL circulante, e consequentemente
baixar os seus niveis plasmdticos (SCHACHTER, 2004).

Atualmente sete estatinas sdao aprovadas para uso clinico: atorvastatina, fluvastatina,
lovastatina, pitavastatina, pravastatina, rosuvastatina e sinvastatina. A cerivastatina foi
retirada do mercado em 2001, por apresentar uma maior incidéncia de efeitos adversos
como, por exemplo, miotoxicidade severa (McKENNEY, 2003; SRINIVASA et al., 2011).

As estruturas moleculares das diferentes estatinas estdo mostradas na figura 2.
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Figura 2. Estrutura de diferentes estatinas (SCHACHTER, 2004)

A absorcao de estatinas ocorre no intestino e, posteriormente, sdo metabolizadas nas
células hepaticas pelo citocromo P450 (SRINIVASA et al., 2011). A lovastatina e
sinvastatina sdo administradas como pré-farmacos e sdo hidrolisadas no figado, sendo
convertida a forma hidroxidcida que possui atividade farmacolégica. As demais estatinas
sdo administradas na sua forma ativa (CAMPO & CARVALHO, 2007).

Com excec¢ao da pravastatina, a maioria das estatinas apresenta grande ligacao com

as proteinas plasmadticas, resultando em minima exposi¢do sistémica da droga
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farmacologicamente ativa e, consequentemente, um risco reduzido de efeitos adversos
sistétmicos (CORSINI et al., 1999; McKENNEY, 2003).

Altas concentragdes de estatinas no plasma ndo sdo esperadas, uma vez que a
maioria destes medicamentos tem uma meia-vida de aproximadamente 2 ou 3 horas, com
excecdo da atorvastatina e rosuvastatina que possuem meia-vida entre 11 e 30 horas. As
taxas de excrecdo renal das estatinas variam entre 2% e 60%, sendo que a pravastatina
apresenta uma taxa de excre¢ao renal mais elevada por ser um composto hidrofilico (IGEL

etal., 2002).

1.4 Efeitos adversos das Estatinas

Mesmo sendo medicamentos bastante eficazes, as estatinas apresentam alguns
efeitos adversos, dentre os quais podemos citar: constipacdo, dores de cabeca, distirbios no
sono, e outros mais graves como: hepatotoxicidade e complicacdes musculoesqueléticas
(O’ SULLIVAN, 2007; HOFFMAN et al., 2012). Embora a incidéncia de miopatias seja
muito baixa (cerca de 0,01%) ela aumenta proporcionalmente com as concentragdes
plasméticas de estatinas (OMAR ef al., 2001). Raramente, uma elevacdo extrema de
creatina fosfoquinase (CPK) pode ocorrer e estar associada a rabdomidlise e a insufici€éncia
renal, especialmente em pacientes idosos e que fazem uso de estatinas em associagdo com
determinados tipos de medicamentos como, por exemplo, fibratos e niacina (OMAR et al.,
2001; GOODMAN & GILMAN, 2006).

Recentemente, casos de tendinite e rupturas de tenddo t€m sido associados ao uso de
estatinas (MARIE & NOBLET, 2009). Estas complica¢des em tenddes sdo observadas em
diversos sitios como, por exemplo, tenddo distal do biceps braquial (SAVVIDOU &
MORENO, 2012), tenddo patelar (BERI et al., 2009), tenddo do musculo quadriceps
(NESSELROADE & NICKELS, 2010; RUBIN et al, 2011) e tenddo calcanear
(CHAZERAIN, et al., 2001; BERI et al., 2009; CARMONT et al., 2009), que parece ser o
mais acometido por lesdes (MARIE et al., 2008). Os mecanismos responsdveis por lesdes e

rupturas de tenddes ainda ndo foram esclarecidos.
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Sinvastatina e atorvastatina sdo algumas das estatinas mais empregadas em
tratamentos de hipercolesterolemia, possuem alta eficicia e tolerabilidade (MARON et al.,
2000), porém, sdo as principais estatinas envolvidas em tendinopatias (MARIE et al,
2008). As tendinopatias parecem ser um efeito adverso raro, mas ha a hipétese de que este
tipo de manifestacdo nem sempre é devidamente reportada aos 6rgaos de farmacovigilancia

(CHAZERAIN, et al., 2001).
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2. OBJETIVOS

Gerais

O presente estudo foi projetado com o objetivo de verificar as possiveis alteracdes
morfoldgicas, bioquimicas e funcionais no tenddo calcanear de ratos apds tratamento

cronico com estatinas.

Especificos

e Avaliar morfologicamente o tenddo calcanear de ratos e principalmente, a
organizag¢do dos feixes de coldgeno.

e Quantificar os niveis de hidroxiprolina, glicosaminoglicanos e proteinas nao-
colagénicas da matriz extracelular dos tendoes.

e Analisar em gel de agarose a presenca dos glicosaminoglicanos condroitin sulfato e
dermatan sulfato.

e Detectar possiveis alteragdes no perfil das isoformas das metaloproteinases MMP-2
e MMP-9.

e Avaliar por meio de Western Blotting a presenca de coldgeno 1.

e Realizar uma anélise funcional dos tenddes por meio de testes biomecanicos.
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Abstract

Background and purpose

Statins have been widely prescribed as lipid-lowering drugs and are associated with tendon
rupture. Therefore, this study aimed to evaluate the possible biochemical changes in the
Achilles tendon of rats after chronic treatment with statins.

Experimental approach

The rats were divided into the following groups: treated with simvastatin (S-20 and S-80),
treated with atorvastatin (A-20 and A-80), treated with carboxymethylcellulose as the
vehicle (V) and a group that received no treatment (NT). Dosages of statins were calculated
using allometric scaling with reference to the 80mg/day and 20mg/day, dosages
recommended for humans. The rats were euthanized after two months of treatment. The
levels of non-collagenous proteins, glycosaminoglycans (GAGs) and hydroxyproline were
quantified. Western blotting for collagen I was performed and the presence of
metalloproteinases (MMPs) -2 and -9 was investigated by zymography. The GAGs were
analyzed by agarose gel electrophoresis.

Key results

The concentration of non-collagenous proteins in all of the groups treated with the statins
was less than the V treated group. There was a significant increase in pro-MMP-2 in the A-
80 group and in active MMP-2 in the S-20 group. A significant increase in pro-MMP-9 was
observed in the both the A-80 and S-20 groups. In the A-20 group, there was a lower
amount of collagen I. In addition, a higher concentration of hydroxyproline was found in S-
20 group. The analysis of GAGs showed a significant increase in the A-20 group and a
significant reduction in the S-80 group.

Conclusions and Implications

The treatment induced remarkable alterations in the Achilles tendon. The presence of
MMP-2 and MMP-9 is evidence of the degradation and remodeling processes in the
extracellular matrix of the tendons. Our results show that statins induce imbalance of
extracellular matrix components and possibly induce micro damage in tendons.

Keywords

Simvastatin, atorvastatin, collagen, extracellular matrix
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INTRODUCTION

Statins are a group of drugs prescribed for the treatment of hyperlipidemia, and they
act by inhibiting 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A (HMG-CoA) reductase, an
enzyme involved in cholesterol production. HMG-CoA reductase catalyzes the conversion
of HMG-CoA to mevalonate, and therefore serves as a therapeutic target for the action of
statins (Campo and Carvalho, 2007). Consequently, HMG-CoA reductase inhibitors induce
a reduction of low-density lipoprotein (LDL) in the plasma, a reduction of intracellular
cholesterol and an increase of the LDL receptors (Maron et al., 2000).

Statins are widely prescribed medications with various clinical benefits, including
the prevention of myocardial infarction and the formation of atherosclerotic plaques
(O’Sullivan, 2007). Additionally, many studies have shown that the clinical benefits
associated with statins are either independent of or indirectly dependent on a reduction in
LDL-cholesterol (Campo and Carvalho, 2007). These pleiotropic effects, have been well-
studied in an effort to identify additional potential uses for these drugs in the treatment of
other pathologies (Liao and Laufs, 2005), such as hypertension (Yang et al, 2005),
Alzheimer's disease (Campo and Carvalho, 2007), sepsis (Giusti-Paiva et al,, 2004) and
osteoporosis (Jadhav and Jain, 2006).

Despite being quite effective medicines, statins have some adverse effects, including
constipation, headaches, sleep disturbances, and other more serious effects, such as
hepatotoxicity and musculoskeletal complications (O'Sullivan, 2007; Hoffman et al., 2012).
More recently, cases of tendinitis and tendon ruptures have been associated with the use of
statins (Marie and Noblet, 2009). These complications have been observed in several
tendons, including the distal biceps (Savvidou and Moreno, 2012), the patellar (Beri et al.,
2009), the quadriceps (Nesselroade and Nickels, 2010; Rubin et al., 2011) and the Achilles
tendons (Chazerain, et al., 2001; Beri et al., 2009; Carmont et al., 2009), the latter of which
are commonly injured (Marie et al., 2008).

Simvastatin and atorvastatin are some of the most widely used statins in the
treatment of hypercholesterolemia, and they are highly efficacious and tolerable (Maron et
al., 2000). However, they can also result in tendinopathies (Marie et al, 2008).

Tendinopathies seem to be a rare adverse effect of statins, but it is also thought that many
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of these types of adverse effects are left unreported to pharmacovigilance centers
(Chazerain, et al., 2001).

Recent studies have shown that statins are responsible for inhibiting the secretion of
metalloproteinases (MMPs) in lung fibroblasts (Kamio ef al., 2010) and endothelial cells
(Izidoro-Toledo et al., 2011). Furthermore, they reduce the expression of collagen I in
smooth muscle (Schaafsma et al., 2010). Of note, tendons are formed primarily by collagen
I, and MMPs play an important role in maintaining and remodeling the extracellular matrix
in tendons (Kannus, 2000).

In addition to lowering cholesterol and inhibiting MMPs (Izidoro-Toledo et al.,
2011), statin use has also been shown to promote apoptosis in fibroblasts (Yokota et al.
2008), further suggesting an association between statin use and tendon rupture. Together,
these factors can weaken the integrity of the tendon tissue and thus predispose the tendon to
rupture.

Statins are widely prescribed drugs, and investigating the biochemical changes in
tendons caused by statins may help to understand the causes of tendinitis and tendon
rupture associated with the use of these drugs. Because there are no studies that address the
effects of statins on the components of the extracellular matrix in tendons, this study was
designed to investigate the effects of chronic oral statin treatment on the Achilles tendon in
rats. We found that chronic use of statins triggered notable changes in the extracellular
matrix of the Achilles tendon and therefore, statins should be used with caution especially

in patients who have a history of tendinopathy.

METHODS
Experimental groups

Animal care was in accordance with the European Convention for the Protection of
Vertebrate Animals used for Experimental and Other Scientific Purposes and was
consistent with the ethical principles of animal experimentation adopted by the Brazilian
College of Animal Experimentation (COBEA), was approved by the Ethics Committee on
Animal Experiments of State University of Campinas, SP, Brazil and was filed under n°

2473-1.

35



We used male Wistar rats, with 45 days, weighing on average 300 grams. The rats
were housed two per cage in a 12 h light:dark cycle at 23°C, with free access to standard rat
chow and water.

The animals were divided into six experimental groups: rats treated with a daily
dose equivalent to 20mg of atorvastatin (A-20) or simvastatin (S-20), rats treated with a
daily dose equivalent to 80mg of atorvastatin (A-80) or simvastatin (S-80), a vehicle group
(V) that received an aqueous solution of 0.5% carboxymethylcellulose, and the group that
received no treatment (NT). The treatment lasted for two months and a gavage was used to
administer the solutions (Camerino et al., 2011).

We accounted for the metabolic rate of the animals and used allometric scaling to
calculate the necessary drug dosage (Pachaly and Brito, 2001). Thus, it was necessary to
use an animal model in which the pharmacokinetic and pharmacodynamics parameters of
the drug of interest were known. In this study, we used as animal model the human and
animal target Wistar rats. After two months of treatment, the animals were euthanized with

isoflurane, and the tendons were collected for biochemical analysis.

Extraction procedures

The Achilles tendon was cut in small pieces and treated with 50 volumes of 4 M
guanidine hydrochloride (GuHCI) containing 20 mM EDTA, 1 mM PMSF in 50 mM
sodium acetate buffer, pH 5.8, for 24 h at 4°C with mild stirring (Heinergard and
Sommarin, 1987). Afterwards, the material was centrifuged (13,000g, 25 min, 4°C) and the
supernatant was used for non-collagenous proteins dosage (NCPs) and western blotting for

collagen I.
Quantification of proteins
NCPs were quantified according to the Bradford method (1976), using bovine serum

albumin as standard. The absorbance was measured at 595 nm.

Hydroxyproline quantification
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After washing in PBS (Phosphate-Buffered Saline—5 mM phosphate buffer, 0.15
M NaCl and 50 Mm EDTA), fragments from the tendons were immersed into acetone for
48 h and then into chloroform:ethanol (2:1) for 48 h. Fragments were weighed and
hydrolyzed in 6 N HCI (1 mL for each 10 mg of tissue) for 16 h at 110 °C. The hydrolysate
was neutralized with 6 N NaOH, and 20 pL of each sample was treated with chloramine T
solution, as described by Stegemann and Stalder (1967) and Jorge et al. (2008), with some
modifications. The absorbance was measured at 550 nm in a spectrophotometer.

Hydroxyproline concentrations from 0.2 to 6 pg/mL were used for a standard curve.

Agarose gel electrophoresis

The fragments of the tendons were dehydrated, and sulfated glycosaminoglycans
were released from proteoglycans by digestion with a papain solution (Merck) (40 mg/g of
dry tissue) containing 100 mM sodium phosphate buffer, pH 6.5, 40 mM EDTA, and 80
mM B-mercaptoethanol (Sigma) (Harab & Mordo, 1989). The reaction was stopped by the
addition of 4 mM iodoacetic acid (Sigma) for 1 hr. The sulfated GAGs were precipitated in
ethanol and separated by agarose gel electrophoresis (0.6%) in 0.05 M propylenediamine
(Sigma) accordingto Dietrich and Dietrich (1976).

Quantification of sulfated GAGs

The samples digested by papain solution were used to quantify the GAGs of the
tendons of the different experimental groups. The quantification was determined using the
dimethylmethylene blue method (Farndale ef al., 1986) using chondroitin sulfate as the
standard. The absorbance was measured at 540 nm using an Asys Expert Plus Microplate

Reader (Biochrom, Holliston, MA, USA).

Western Blotting for Collagen I

For collagen I detection, were precipitated 10 ug of total protein from the guanidine
extract, using a solution containing 1M sodium acetate buffer pH 7.4 (100 mL)
and 9 volumes of ethanol (1350 mL) for 24 hours at4° C. After three
washes (150 mL acetate buffer 1M sodium pH 7.4 and 1350 mL of ethanol), the precipitate
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obtained was dried at 37 °© C and ressuspended in reducing sample buffer (0.5 M Tris-
HCI pH 6.8, 26% glycerol, 20% SDS, 0.1% Bromophenol  Blue).  Proteins subjected to
electrophoresis on SDS-polyacrylamide (6%) were transferred to nitrocellulose membrane,
as described by Towbin (1979).

The membranes were transferred to the device Snap i.d. (Millipore). They were
blocked with BI@k-CH reagent for 15 seconds and thenthe membranes
were incubated with primary antibody (C2456 - Sigma Aldrich for collagen I) at a dilution
of 1:500 for 10 minutes. The membranes were washed three times in TBS. Incubation
with secondary antibody (A8786 - anti-mouse Sigma Aldrich and A2306 - anti-rabbit
Sigma Aldrich) was performed for 10 minutes and washed again. The revelation
was performed with DAB (dimethylaminobenzaldehyde). The band densitometry was made
using the Scion Image software Alpha 4.0.3.2 (Scion Corporation).

Zymography

Metalloproteinase analyses were made according to Marquetti et al., (2006). The
samples were incubated in extraction buffer (Tris-HCI 50mM pH 7.4, Na C1 0,2 M, Triton
X-100 0,1%, Ca C1 2 10mM and protease inhibitor 100ul/10mL) at 4°C for 24 hours. For
MMP-2 and MMP-9 analysis were applied 20 pg of proteins in each lane of sodium
dodecyl sulfate (SDS) - 10% polyacrylamide gels prepared with 2 mg/mL gelatin. Then, the
gel was incubated in incubation buffer (Tris-HCI 50mM pH 8.4, SmM de CaCl2 e 1uM de
ZnCl12) overnight at 37°C. Gels were stained with Coomassie Brilliant Blue R-250 and
bleached (methanol solution 30% and 10% acetic acid in water). Finally, the gel was placed
in shrinking solution (30% methanol and 3% glycerol). The band densitometry was made

using the Scion Image software Alpha 4.0.3.2 (Scion Corporation).

Statistical analysis

All results were expressed as mean + standard deviation. The results were analyzed
by analysis of variance (ANOVA-one-way) followed by Tukey test. The level of
significance was p <0.05. The analysis was carried out in GraphPad Prism 3.0 program. It

was used n=5 per group for each technique.
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RESULTS

Quantification of proteins

There was a significant reduction (p<0.05) in non-collagenous proteins in all groups
treated with statins relative to the V group and in the S-20 group relative to the NT group
(Figure 1).

Hydroxyproline quantification

The quantification of hydroxyproline (Figure 2), which indirectly measures the total
collagen content in the tissue, revealed a significant increase (p<0,05) in the S-20 group
compared to both the NT and V groups. No significant differences were found among the

other groups.

Quantification of sulfated GAGs

There was a significant increase (p<0.05) in glycosaminoglycans (Figure 3) in the
A-20 group compared to the NT group; additionally, the S-80 group showed a minor
amount in glycosaminoglycans relative to the V group (p<0.05). Statistical analysis also
revealed differences between the A-20 group and the A-80group and between the S-20
group and the S-80 group (p<0.05); there were lower levels of GAGs in the groups that
received dosage equivalent to 80mg/day relative to those that received dosage equivalent to

20 mg/day.

Agarose gel electrophoresis
The analysis of GAGs using agarose gels showed the presence of dermatan sulfate
in all groups (Figure 4). Densitometric analysis of the bands showed no significant

differences (data not shown).
Western Blotting for Collagen 1

Analysis of the Western blotting for collagen I (Figure SA) showed that the A-20

group had a smaller band than other groups. Densitometric analysis of the bands (Figure
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5B) revealed a statistically significant reduction (p<0.05) of collagen I in the A-20 group
compared to the NT group. No significant differences were found in the other groups

relative to NT group.

Zymography

In zymography, the presence of active MMP-9 and pro-MMP-9 was detected in all
of the groups except for the NT group (Figure 6A). Densitometric analysis of the bands of
the MMP-9 isoforms (Figure 6B) showed that groups A-80 and S-20 had significantly more
pro-MMP-9 relative to the NT group (p<0.05). The A-20 group showed a significant
increase (p<0.05) in the levels of active MMP-9 compared to the NT group. Although no
significant differences were found among other groups, it is noteworthy that there was an
increase in the levels of active MMP-9 in all of the groups treated with statins; moreover
groups A-20 and S-20 showed higher levels of this isoform than groups A-80 and S-80.

Both active MMP-2 and pro-MMP-2 were observed in all of the groups (Figure
6A). The densitometric analysis of the bands (Figure 6C) showed a significant increase
(p<0.05) in pro-MMP-2 in the A-80 group and active MMP-2 in the S-20 group relative to
the NT group.

DISCUSSION AND CONCLUSIONS

Statins belong to a class of drugs prescribed for the treatment of dyslipidemia.
These drugs are effective and relatively safe with few adverse effects (O'Sullivan, 2007).
However, there have been reports of tendon complications because of statin therapy (Pullatt
et al., 2007; Marie et al., 2008; Beri et al., 2009; Carmont et al., 2009; Nesselroade &
Nickels, 2010). Therefore, in this study, we analyzed the possible biochemical changes in
the Achilles tendon of rats after chronic treatment with simvastatin or atorvastatin.

In this work, allometric scalling was used to calculate de appropriate dosage of drug
to administer to the rats to mimic the dosage administered in man (Pachaly and Brito,
2001). In humans, pharmacokinetic and pharmacodynamic parameters of statins are well

established. The dosages of 20mg/day and 80mg/day were determined because they
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correspond to the minimum and maximum dosages, respectively, employed in human
therapy (Goodman and Gilman, 2006).

After treatment whit statins, there was a significant reduction in levels of non-
collagenous proteins in the tendons of the groups treated with simvastatin and atorvastatin,
thus indicating protein degradation or reduced protein synthesis in tenocytes. Of note, there
is an increase in protein degradation associated with tendinopathies (Karousou et al., 2008;
Vieira et al, 2011), and probably this protein degradation may be increased due to
treatment with statins.

MMPs are enzymes that participate in the maintenance of tissue homeostasis of
various organs (Malemud, 2006). The presence of MMP-2 and MMP-9 are signs of
degradation and matrix remodeling, and if their activities are not properly regulated, the
integrity of the tissue can be affected, which makes the tendon more susceptible to injury
(Karousou et al., 2008). It has been reported that simvastatin inhibit the expression of
MMPs, an effect mediated by a reduction in the intermediates of the HMG-CoA reductase
pathway, such as the isoprenoid farnesyl pyrophosphate and geranylgeranyl pyrophosphate.
These intermediates are important in the post-translational modification of proteins such as
Rho, which is present in signaling pathway for the secretion of MMPs (Turner et al. 2005).
Nevertheless, in our study, we found an increase of pro-MMP-2 and active MMP-2 in the
A-80 and S-20 groups, respectively. These groups also showed a significant increase in
pro-MMP-9. In vitro experiments conducted by Lee et al. (2012) demonstrated that
atorvastatin and simvastatin can increase the expression of MMP-9 in macrophages,
thereby increasing the phosphorylation of MAP kinases that are involved in the signaling
pathway mediated by lipopolysaccharides. Thus, depending on the cell signaling pathway
and tissues involved, these drugs appear to exert different effects on the activity of MMPs.

The active isoform of MMP-9 is generally involved in inflammatory processes and
tendon rupture. In these cases, there is an increase in the expression of MMP-9 (Jones et al.,
2006). The A-20 group showed a pronounced increase of this enzyme in comparison to the
NT group. Although we did not find significant differences in the remaining groups that
received statins, both active MMP-9 and pro-MMP-9 were present. An excess of MMPs

proteolytic activities can lead to progressive tendon degeneration, weakening of the tendon
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extracellular matrix, and a consequent reduction in the biomechanical properties of the
tendon (Karousou et al., 2008). Thus, based on the profile of pro-MMPs and active MMPs
found in our study, an inflammatory process may have been induced by statin treatment
that detrimentally affected the integrity of the tendon.

Our results showed an increase in hydroxyproline in the S-20 group, which is
consistent with the analyses of total collagen content in patellar tendinopathy, in which
greater amounts of hydroxyproline in lesion regions have been observed (Samiric et al.,
2009). The highest concentration of hydroxyproline was found in the S-20 group and may
be a result of an increase in collagen fragments resulting from the increased activity of
MMPs -2 and -9 (Vieira et al., 2011). Furthermore, if statins caused injuries to the tendons
analyzed in this study, it was expected that tenocytes would synthesize more collagen to
restore the normal composition of the tendons.

Although only the A-20 group showed a significant reduction in collagen I, trend
toward a reduction in collagen I in the remaining groups that received statins was observed.
Morphological analysis of atherosclerotic plaques performed by Cherpachenko et al. (2009)
showed a decrease in collagen fibers in the plaques of patients who used statins for the
treatment of hyperlipidemia. In another study, it was found that simvastatin inhibited the
synthesis of collagen I in smooth muscle cells, an effect that is closely related to the
reduction of intermediate isoprenoids in the cholesterol synthesis pathway (Schaafsma et
al., 2010). Therefore, our results suggest that atorvastatin was mainly responsible for
drastically inhibiting the synthesis of type I collagen in tendon. Type I collagen is the major
extracellular matrix component of tendons; it forms highly oriented fibrils that confer the
tensile strength of this tissue (Gelse et al., 2003). Therefore, any imbalance between
collagen synthesis and degradation may weaken the tissue and thereby predispose the
tendon to micro damage and ruptures (Riley ez al., 2002).

As mentionated previously, in the A-20 group, MMP-9 showed augmented
activities; therefore, the reduction of collagen type I found in the same group may be due to
the proteolytic activity of this enzyme. It is important to note that collagen I is one of the
substrates of the MMP-9 and that this enzyme degrades fragments of collagen after tendon
rupture (Chakraborti et al., 2003; Riley et al., 2002).

42



There are no reports that statins may directly affect the synthesis of GAGs.
However, in our study, we observed a greater amount of sulfated glycosaminoglycans in
the A-20 group relative to the NT group. It is possible that the increased MMPs found in
the A-20 group caused degradation of the collagen, thereby inducing the tenocytes to
synthesize more glycosaminoglycans to assist in the repair process. A biochemical analysis
of patellar tendons in chronic degenerative processes showed an increase in the synthesis
and deposition of GAGs compared to normal tendons (Samiric et al., 2009). Conversely, in
the S-80 group there was a reduction in GAGs compared to the V group. In acute
inflammation, there is a striking degradation of the extracellular matrix in the tendon, and
after induction of inflammation in the rat paws, a decrease of GAGs in the deep digital
flexor tendon was observed (Vieira et al., 2011). Thus, our results suggest that treatment
with atorvastatin and simvastatin may be involved in acute and chronic disorders of
tendons.

When administered orally, statins undergo intensive first-pass metabolism in the
liver, and a small proportion of the administered dose is accumulated in extra-hepatic
tissues (Blum, 1994; Corsini et al., 1999). Despite having a low systemic bioavailability
(Schachter, 2004), our results suggest that these drugs were active in the tendons.

Finally, our results clearly suggest that statins cause remarkable changes to the
extracellular matrix in the Achilles tendon. The presence of MMP-2 and MMP-9 suggest
that the degradation and remodeling of the extracellular matrix were triggered. Our results
provide evidence indicating that statins promote an imbalance between the synthesis and
degradation of several molecules, particularly collagen 1, and possibly induce micro
damage in the tendons. Therefore, it is necessary to monitor all patients using statins,
especially those who have tendon complications or those that have potential risk of

developing tendinopathy.
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FIGURES AND TABLES
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Figure 1. Concentration of non-collagenous proteins (mg/g wet tissue) in the different
groups. There is a significant difference between all of the groups treated with statins
compared to the V group. The S-20 group had smaller amounts of non-collagenous proteins

compared to the NT group. (a) p<0.05 relative to NT; (b) p<0.05 relative to V.
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Figure 2. Concentration of hydroxyproline (mg/g dry tissue) in the different groups. A high
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concentration was detected in group S-20 compared to the NT and V groups. (a) p<0.05 in

relative to NT; (b) p<0.05 in relative to V.
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Figure 3. Concentration of sulfated glycosaminoglycans (mg/g dry tissue) in the different
groups. In group A-20, there are higher concentrations of GAGs compared to the NT group.
A smaller amount of GAGs was observed in groups that received statins equivalent to
80mg/day. (a) p<0.05 in relative to NT; (b) p<0.05 relative to V; (c) p<0.05 between the A-
20 and the A-80 groups; (d) p<0.05 between the S-20 and S-80 groups.
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Figure 4. Agarose gel electrophoresis. HS (heparan sulfate), DS (dermatan sulfate), and CS
(chondroitin sulfate) standards are shown on the left. No difference was detected between

the groups after two months of treatment.
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Figure 5. A: Western Blotting for collagen I. Collagen I is found in all of the groups. B:
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Densitometry of the bands corresponding to Collagen type I of the groups. (a) p<0.05
relative to NT; Group A-20 had less type I collagen compared to group NT. When
compared with group NT, all of the groups treated with statins had a tendency towards

reduction of type I collagen.
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Figure 6. A: Zymography for analysis of MMP-2 and MMP-9. Observe the presence of pro-
MMP-9 (92 kDa) and active MMP-9 (83 kDa) in the V, A-20, A-80, S-20 and S-80 groups.
All groups studied show pro-MMP-2 (72 and 68 kDa) and active MMP-2 (62 kDa). B:
Densitometry of the bands corresponding to the MMP-9 isoforms. The activity of pro-
MMP-9 is elevated in the A-80 and S-20 groups compared to the NT group; a higher value
was observed for the active MMP-9 in the A-20 group compared to the NT group. C:

Densitometry of the bands corresponding to the MMP-2 isoforms; pro-MMP-2 is more
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active in the A-80 group when compared to the NT group and active MMP-2 shows
increased activity in the S-20 group. (a) p<0.05 relative to NT.
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RESUMO

As estatinas sdo medicamentos prescritos para o tratamento de hipercolesterolemia e
geralmente ndo apresentam efeitos colaterais. Casos de tendinopatias e rupturas de tendao
tém sido reportados como efeitos adversos associados ao uso de estatinas. Neste trabalho
foram avaliadas possiveis alteragdes nas propriedades estruturais e biomecanicas de tendoes
de ratos submetidos ao tratamento cronico com estatinas. Os ratos foram divididos nos
seguintes grupos: tratados com a atorvastatina (A-20 e A-80), sinvastatina (S-20 e S-80),
carboximetilcelulose utilizado como veiculo (V) e um grupo que ndo recebeu tratamento
(ST). As doses de atorvastatina e sinvastatina foram calculadas utilizando extrapolacao
alométrica, com base nas doses de 20mg/dia e 80 mg/dia recomendadas para os seres
humanos. Os ratos foram sacrificados apds dois meses de tratamento e os tenddes foram
coletados para andlises morfoldgicas e ensaios biomecanicos. Para as andlises morfoldgicas
em microscopia de luz os cortes de tenddes foram corados com Hematoxilina-eosina (HE) e
Azul de Toluidina (AT). Foram realizadas também medidas de birrefringéncia através da
microscopia de polarizacdo. Nos grupos A-80 e S-80 a regido de compressdo apresentou
uma metacromasia menos acentuada. As medidas de birrefringéncia dos grupos A-20, A-80
e S-80 revelaram um menor grau de organizacdo das fibras de coldgeno em relagdo ao
grupo V. Durante os ensaios biomecanicos os tenddes dos grupos A-20, A-80 e S-20 foram
menos resistentes a ruptura. Portanto, as estatinas se mostraram prejudiciais apds uma
exposicdo prolongada, afetando a organizacdo das fibras de coldgeno e diminuindo a

resisténcia biomecanica dos tenddes, tornando-os mais predispostos a rupturas.

Sinvastatina, atorvastatina, coldgeno, birrefringéncia
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INTRODUCAO

As estatinas sdo andlogos estruturais do 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A
(HMG-CoA), e sua funcdo € inibir competitivamente a enzima HMG-CoA redutase,
responsdvel pelo primeiro passo da via de biossintese do colesterol (CAMPO &
CARVALHO, 2007). Ao reduzir os niveis intracelulares de colesterol, ocorre uma maior
expressao receptores de LDL (low-density lipoprotein) em células do figado, levando a um
aumento da captacdo de LDL da corrente sanguinea (SCHACHTER, 2004). As estatinas
sdo os farmacos mais usados para tratamento das hiperlipidemias, com o propdsito de
diminuir os niveis de lipoproteinas plasmadticas ricas em colesterol e reduzir os riscos de
doenca arterial coronariana (FONSECA, 2005).

Em geral, as estatinas sdo bem toleradas e efeitos adversos graves siao raros
(BELTOWSKI et al., 2009). Porém, alguns efeitos de menor gravidade sdo mais comuns,
dentre eles podemos citar: desconforto gastrointestinal, perturbacdes no sono e aumento
transitorio de enzimas hepéticas (KIORTSIS er al., 2007; O’SULLIVAN, 2007). O efeito
adverso mais grave associado a terapia com estatinas é a miopatia, que se progredir para
rabdomidlise pode ser fatal (SCHACHTER, 2004). Recentemente, muitos estudos associam
o uso de estatinas com casos de tendinites e rupturas de tenddo que, muitas vezes, nao sao
devidamente reportados aos 6rgdos de farmacovigilancia (CHAZERAIN, et al., 2001;
MARIE & NOBLET, 2009; NESSELROADE & NICKELS, 2010; RUBIN et al., 2011;
SAVVIDOU & MORENO, 2012).

As estatinas que parecem estar mais associadas com desordens em tenddes sdo a
atorvastatina e sinvastatina e o tenddo calcanear aparece como um dos tenddes mais
acometidos por lesdes (MARIE et al., 2008). Foi relatado que as estatinas sdo responsaveis
por inibir a sintese de colageno I em células musculares lisas (SCHAAFSMA et al., 2010).
O colédgeno I € o principal constituinte da matriz extracelular de tenddes, forma fibras bem
orientadas, arranjadas em fasciculos que conferem forga e resisténcia aos tenddes (WANG,
2006). Além disso, ja foi demonstrado que as estatinas inibem a sintese e a atividade de
metaloproteinases (MMPs) (TURNER et al., 2005), enzimas responsaveis pela manutencao

da homeostase da matriz extracelular de tenddes (DAHLGREN, 2007).
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Pouco se conhece a respeito do efeito das estatinas sobre os tenddes e, atualmente,
ndo existem investigacdes que correlacionem o uso destes medicamentos com as
propriedades biomecanicas do tenddo calcanear. Do mesmo modo, os mecanismos pelos
quais estes farmacos provocam desordens em tenddes nao estdo bem esclarecidos.

Portanto, sabendo que muitos casos de tendinites e rupturas de tenddes estdo
associados ao uso de estatinas e que estes medicamentos afetam a sintese de componentes
fundamentais da matriz extracelular de tenddes, no presente estudo foram avaliadas
possiveis alteracdes estruturais e biomecanicas no tendao calcanear de ratos Wistar, apds

tratamento cronico com inibidores de HMG-CoA redutase.

MATERIAIS E METODOS

Grupos experimentais

Os cuidados com os animais estiveram de acordo com a Conveng¢do Européia para a
Protecdo dos Animais Vertebrados utilizados para fins experimentais ou outros fins
cientificos e € consistente com os principios éticos da experimentacdo animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), além de ter sido aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacio Animal da Universidade Estadual de Campinas, SP,
Brasil e arquivado sob o n © 2473-1.

Foram utilizados 110 ratos Wistar, machos, com 45 dias, pesando em média 300
gramas. Os ratos tiveram livre acesso a racdo e dgua e foram mantidos num ciclo de
claro:escuro de 12 h a 23°C.

Os animais foram divididos em seis grupos experimentais: ratos tratados com
atorvastatina (A-20 e A-80), sinvastatina (S-20 e S-80, que receberam doses didrias
equivalentes a 20mg e 80mg da respectiva estatina, grupo veiculo (V) que recebeu solugao
aquosa de carboximetilcelulose 0,5% utilizado para administrar as estatinas; € o grupo sem
tratamento (ST). O tratamento teve a duracdo de dois meses e foi utilizada gavagem para a
administracao das solu¢des (CAMERINO et al., 2011).

Para calcular a dose dos medicamentos foi utilizado o célculo de extrapolacdo

alométrica (PACHALY & BRITO, 2001), levando em considera¢do a taxa metabdlica do
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animal. Dessa forma, € necessdrio ter como referéncia um animal modelo cujos parametros
farmacocinéticos e farmacodindmicos do medicamento de interesse sejam conhecidos.
Neste estudo, tomamos como animal modelo o homem e como animal alvo, ratos da
linhagem Wistar. Depois de dois meses de tratamento os animais foram sacrificados por
overdose de anestesia inalatéria com Isoflurano, e os tenddes foram retirados para andlises

morfoldgicas e testes biomecanicos.

Analises em microscopia de luz

Os tenddes (n = 3) foram fixados com formaldeido a 4% em tampdo Millonig (0,13
M fosfato de sédio, 0,1 M de NaOH, pH 7,4) durante 24 horas a 4°C. Em seguida, os
tendoes foram lavados em d4gua, desidratados com etanol, diafanizados com xilol e
embebidos em parafina (Histosec). Foram obtidos cortes longitudinais seriados de 7 um de
espessura.

Para uma visualizacdo geral do tecido alguns cortes foram corados com
Hematoxilina-eosina (HE) e outros com Azul de Toluidina (AT) (0.025%) em tampao
Mcllvaine (0.03M éacido citrico, 0.04 M fosfato de sodio dibasico - pH 4.0). As seccdes
foram analisadas com microscépio de luz Olympus BX53.

A birrefringéncia foi analisada com microscépio de polarizacdo Olympus BX53 e as
imagens foram capturadas e analisadas usando o analisador de imagens cellSens Dimension
1.6. Para a aquisi¢do das imagens os cortes foram posicionados a 45° em relacdo ao
polarizador e ao analisador. Foi avaliada a frequéncia do valor da média de cinza em pixels
nas dreas analisadas. Quanto maior o valor em pixels, maior € a intensidade da
birrefringéncia e, portanto, maior € a organizacdo das fibras de coldgeno. As medidas de
cada grupo experimental foram feitas apds a imersdo dos cortes em dgua, uma condi¢do na
qual a birrefringéncia total é altamente detectavel (VIDAL, 1980, 1986; VIDAL &
MELLO, 2010).

Ensaios biomecanicos

Os testes foram realizados em um texturdmetro, modelo TAXT2, marca Micro

Stable Systems, do Departamento de Engenharia de Alimentos da Faculdade de Engenharia
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de Alimentos da UNICAMP, segundo Almeida et al. (2009). Foram utilizados cinco
tenddes de cada grupo. Os tenddes foram mantidos em solucgdo fisiologica até o momento
do teste. Antes do teste, o comprimento, largura e espessura dos tenddes foram medidos
com um paquimetro, sendo que os dois ultimos foram determinados no ponto médio da
regido distal de cada tenddo, e a drea da seccdo transversal foi calculada a partir destas
medicdes. Adaptadores de metal acoplados ao equipamento prenderam os tenddes por suas
extremidades.

Durante o ensaio, os tenddes foram submetidos a um aumento gradual de carga, a
uma taxa constante de deslocamento de 1 mm/s, utilizando-se uma carga de 5 N até que o
tenddo fosse rompido. A tensdo (MPa) foi calculada pela relagdo entre a carga (N) e a drea
de seccao transversal (mmz). O deslocamento maximo foi determinado até o momento que

o tenddo pode resistir antes de romper.

Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média + desvio padrao. Os resultados da
biomecanica foram analizados utilizando a ANOV A-one-way seguida pelo teste de Tukey.
O teste de Mann-Whitney foi utilizado para a andlise das medidas de birrefringéncia. O
nivel de significancia foi de p <0,05. As andlises foram realizadas no programa GraphPad

Prism 3.0.

RESULTADOS

O aspecto geral dos tenddes pode ser visualizado nos cortes corados com HE
(Figura 1), onde se observa que os grupos A-20, S-20 e S-80 apresentaram uma coloracao
mais palida da matriz extracelular em comparacdo com o grupo ST, V e A-80. A andlise
dos cortes corados com AT (Figura 2) mostrou pouca diferenca estrutural nas regides de
tensdo dos tenddes dos diferentes grupos, mas na regido de compressao, onde ocorre maior
presenca de proteoglicanos, foram encontradas diferencas nos grupos S-20 e S-80, que
apresentaram uma metacromasia menos acentuada quando comparados aos demais grupos.

A intensidade de birrefringéncia dos cortes foi medida em média de cinza e revelou

diferencas significativas entre os grupos estudados (Figura 3). O grupo S-20 apresentou
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maior birrefringéncia quando comparado com os grupos ST e V. Na figura 4 podem ser
observadas areas mais brilhantes no grupo S-20, indicando maior organizagdo e agregacao
do coldgeno. Nos grupos A-20, A-80 e S-80 as medidas de birrefringéncias foram
significativamente mais baixas quando comparadas aquela encontrada no grupo V (Figura
3). Isto € evidenciado na figura 4, onde se pode observar um brilho menos intenso nestes
grupos.

Nos testes biomecanicos ndo houve diferencas significativas com relacdo aos dados
de deslocamento maximo e drea transversal dos tenddes entre os grupos estudados (Figuras
5A e 5B). A carga maxima (Figura 5C) foi estatisticamente menor nos grupos V, A-20, A-
80 e S-20 comparados ao grupo ST. No que diz respeito a tensdo mixima (Figura 5D), os
grupos A-20, A-80 e S-20 foram significativamente menores comparados a ST. O grupo S-

80 apresentou valores estatisticamente maiores em relacio a S-20.

DISCUSSAO

O uso de inibidores de HMG-CoA redutase implica em um risco de desenvolver
desordens musculares como, por exemplo, rabdomidlise, uma condicdo patolégica grave e
muitas vezes assintomatica (BALLANTYNE et al.,, 2003). Recentemente, t€m sido
reportados efeitos adversos relacionados a casos de rupturas de tenddo e tendinopatias
(MARIE & NOBLET, 2009; NESSELROADE & NICKELS, 2010; RUBIN et al., 2011;
SAVVIDOU & MORENO, 2012). Estas lesdes em tenddes sdo mais frequentemente
associadas ao uso de sinvastatina e atorvastatina, duas das estatinas mais utilizadas no
tratamento de hipercolesterolemia (MARON et al., 2000; MARIE et al., 2008). Alguns
estudos ainda indicam que o tenddo calcanear parece ser um dos sitios mais afetados pelas
estatinas (CHAZERAIN, et al., 2001; BERI et al., 2009; CARMONT et al., 2009).

As doses de estatinas utilizadas neste trabalho foram determinadas pelo célculo de
extrapolagdo alométrica (PACHALY & BRITO, 2001), adequando as doses dos
medicamentos para os ratos, tomando como animal modelo o homem. As doses minima e

maxima recomendada na terapéutica em humanos sdo, respectivamente, de 20mg/dia e
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80mg/dia e, portanto, foram as doses empregadas nos cilculos (GOODMAN & GILMAN,
20006).

Em cortes de tenddes normais corados com HE observa-se que a cor do coldgeno é
rosa avermelhado, mas em condi¢des degenerativas, o coldgeno apresenta uma colora¢io
aparentemente mais pdlida (TALLON et al., 2001; MAFULLI et al., 2012). Dessa forma,
as caracteristicas morfoldgicas encontradas nos grupos A-20, S-20 e S-80 sdo similares
aquelas encontradas em processos degenerativos de tendoes.

A observacdo de cortes corados com AT indica uma aparente reducdo de
metacromasia grupos A-80 e S-80 quando comparados com os grupos ST e V, indicando
uma possivel reducdo de glicosaminoglicanos na regido de compressdo de tenddes destes
grupos. A metacromasia ocorre quando os radicais negativos presentes nos
glicosaminoglicanos se associam com a molécula de azul de toluidina, de tal modo que o
corante passa a absorver luz em comprimentos de onda diferentes, fazendo com que o
corante mude de cor, sem mudar a sua estrutura quimica (SRIDHARAN & SHANKAR,
2012). Vieira e colaboradores (2012) induziram inflamacdo na pata de ratos e observaram
uma extensa degradacdo de moléculas da matriz extracelular do tendao flexor digital
profundo, sendo que o conteido de glicosaminoglicanos sofreu uma reducdo significativa.
Neste sentido, € possivel que os tenddes dos grupos A-80 e S-80 tenham sofrido uma
reducdo do conteido de glicosaminoglicanos principalmente na regido de compressao,
devido ao desenvolvimento de um processo inflamatério apds o uso prolongado de
estatinas.

Estudos sugerem que as tendinopatias do tendao calcanear resultam em um tendao
mecanicamente mais fraco, predisposto a rupturas (JAMES et al., 2008; ARYA & KULIG,
2010; VOLETT et al., 2012). Neste trabalho, os ensaios biomecanicos permitiram medir
tensdo méxima e a carga maxima suportada pelos tenddes e assim, estabelecer uma
comparacdo do efeito das estatinas nos tenddes dos diferentes grupos. Os baixos valores de
tensdo e carga maximas encontrados nos grupos A-20, A-80 e S-20 sugerem que o
tratamento com estatinas foi prejudicial as propriedades biomecanicas dos tendoes,
deixando-os mais susceptiveis a rupturas. Ainda ndo se sabe por que o grupo V apresentou

baixos valores de carga maxima quando comparado ao grupo ST, tendo em vista que o
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grupo V recebeu somente uma soluc@o de carboximetilcelulose 0,5% que serviu de veiculo
para administracdo das estatinas. Estudos conduzidos por Shelanski & Clark (1948)
mostram que a carboximetilcelulose € um agente fisiologicamente inerte e ndo téxico e,
portanto, nao € esperado que provocasse alteragdes no tendao. Além disso, a andlise
bioquimica de tenddes de grupos que receberam veiculo nao revelou nenhuma alteragdo na
matriz extracelular destes tenddes. Sendo assim, mais estudos sdo necessdrios para
investigar o ocorrido nos ensaios biomecanicos.

Uma das propriedades anisotrOpicas das fibras de coldgeno é a birrefringéncia
(VIDAL, 1986). Em diversos estudos a birrefringéncia vem sendo utilizada para mensurar o
grau de organizagdo das fibras coldgenas (ARRUDA et al., 2007; TOMIOSSO et al., 2009;
VIDAL & MELLO, 2010; ALMEIDA et al., 2012; ARO et al., 2012). Nossos resultados
de medidas de birrefringéncia revelaram que o tratamento com atorvastatina nas doses
equivalentes a 20mg/dia e 80mg/dia e sinvastatina equivalente a 80mg/dia prejudicaram a
organizagdo das fibras de coldgeno no tenddo. Em tendinopatias do tenddo calcanear foi
reportado que tenddes observados ao microscopio de polarizagdo possuiam birrefringéncia
reduzida em relagdo aos tenddes normais, com a perda do arranjo paralelo dos feixes de
coldgeno (KHAN et al., 1999; MAFULLI et al., 2012). Nossos resultados também sao
consistentes com andlises histopatoldgicas de tenddes que sofreram lesdes, onde foi
observada uma notdvel desorganizacdo das fibras de coldgeno (XU & MURRELL, 2008;
MAFULLI et al., 2012). Sendo assim, com base em nossos resultados, é possivel inferir
que o tratamento com estatinas desencadeou um processo degenerativo no tendao calcanear
de ratos.

Durante o reparo do tendao a matriz extracelular assume um aspecto desorganizado,
resultando em um tenddo com propriedades biomecanicas inferiores as de um tendao
intacto (JAMES et al., 2008; VOLETI et al., 2012). A andlise de birrefringéncia revelou
uma desorganizacdo das fibras de coldgeno nos grupos A-20, A-80 e S-80 e nos testes
biomecanicos, estes mesmos grupos sofreram ruptura mais facilmente. Estes resultados
sugerem que os tenddes de grupos tratados com estatinas poderiam estar sob um processo
de reparo de sua matriz extracelular apds uma possivel lesdo causada pelos medicamentos.

Apesar do grupo S-20 apresentar uma melhor organizacdo das fibras de coldgeno, este foi o
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grupo que apresentou a menor resisténcia durante os testes biomecanicos. Uma vez que a
resisténcia dos tenddes estd diretamente relacionada ao alto grau de organizagcdo e
agregacdo do coldgeno (VILARTA & VIDAL, 1989), este resultado ainda ndo esta claro e,
portanto, mais andlises devem ser realizadas para encontrar uma possivel explicacdo para
1Ss0.

Uma analise bioquimica realizada anteriormente em nosso laboratério revelou que
as estatinas foram responsaveis por notdveis alteracdes em componentes da matriz
extracelular de tenddes como, por exemplo, metaloproteinases (MMP-2 ¢ MMP-9),
glicosaminoglicanos e coldgeno. Portanto, fica evidente que a acdo direta das estatinas
sobre a matriz extracelular dos tenddes parece ser a principal causa de toxicidade observada
no presente trabalho.

As propriedades farmacocinéticas das estatinas apresentam considerdveis diferencas
entre si (FONSECA, 2005). Apdés a administracdo oral, as estatinas apresentam uma
biodisponibilidade relativamente baixa, uma alta ligacdo a proteinas plasmdticas e um
intenso metabolismo hepatico (SCHACHTER, 2004). Ainda que os tecidos extra-hepdticos
estejam expostos a uma pequena fracdo do medicamento (CORSINI ez al., 1999), todos os
resultados encontrados oferecem indicios de que as estatinas prejudicam a estrutura e a
biomecanica de tenddes. Além disso, vale ressaltar que a atorvastatina e sinvastatina
possuem metabdlitos ativos (FONSECA, 2005), que também podem gerar danos a matriz
extracelular de tendoes.

Dado o exposto, este trabalho demonstrou que o tratamento com estatinas afeta
negativamente os tenddes. O prejuizo das propriedades biomecanicas e a desorganizacio
das fibras de coldgeno fazem com que os tenddes se tornem mais predispostos a rupturas,
oferecendo risco de lesdes aos usudrios de estatinas. Assim sendo, durante o tratamento
com algum medicamento desta classe de hipolipemiantes, os pacientes devem ser
cuidadosamente monitorados quanto a sinais e sintomas relacionados a tendinopatia.
Estudos futuros devem ser realizados para elucidar os mecanismos moleculares envolvidos
na fisiopatologia dos tenddes submetidos ao tratamento com estatinas. Além disso, €
necessdrio verificar se todas as estatinas t€ém o mesmo potencial de desencadear

complicacdes em tenddes.
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FIGURAS

Figura 1. Cortes longitudinais da regido de tensdo de tenddes corados com hematoxilina-
esosina (HE). Observa-se uma coloragdo mais palida da matriz extracelular nos grupos A-

20, S-20 e S-80 em relacdo aos grupos ST e V. Barras: 100 pm.
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Figura 2. Cortes longitudinais da regido de compressdo de tenddes corados com azul de

toluidina (AT). Notar uma metacromasia menos acentuada nos grupos A-80 e S-80 em

relagc@o aos demais grupos. Barras: 100 pm.
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Figura 3. Valores da média de cinza da birrefringéncia obtidos das fibras de coldgeno dos
tenddes apds o eixo longo dos mesmos ter sido posicionado a 45° em relagdo ao plano da
luz polarizada. Os grupos A-20, A-80 e S-80 apresentaram valores menores quando
comparados a V. O grupo S-20 apresentou valores maiores comparados aos grupos ST, V e

S-80. (a) p<0,05 em relagdo a ST; (b) p<0,05 em relagdo a V; (d) p<0,05 entre S-20 e S-80.
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Figura 4. Imagens do brilho de birrefringéncia das fibras coldgenas de se¢des de tendao
usando microscopia de polarizagdo. Os eixos maiores dos tenddes foram orientados a 45°
em relacdo ao plano da luz polarizada. Os grupos A-20, A-80 e S-80 apresentaram menor
intensidade de birrefringéncia em relacdo ao grupo V. O grupo S-20 apresentou maior

intensidade de birrefringéncia em comparacao com os demais grupos. Barras: 100 pm.
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Figura 5. Propriedades biomecénicas dos tenddes calcanear dos diferentes grupos. Nao
foram encontradas diferencas significativas na drea transversal e no deslocamento. A carga
e tensdo méximas foram menores nos tenddes dos grupos V, A-20, A-80 e S-20 quando
comparados a ST. Houve também diferencas significativas na tensdo maxima entre os

grupos S-20 e S-80. (a) p<0,05 em relacdo a ST; (d) p<0,05 entre S-20 e S-80.
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CONCLUSOES

As estatinas promovem um desequilibrio entre a sintese e degradacdo de diversas
moléculas, principalmente no que diz respeito ao coldgeno I e possivelmente causa
micro lesdes em tendoes.

A presenca de MMP-2 ¢ MMP-9 € uma evidéncia de que os processos de
degradacdo e remodelacdo estdo ocorrendo na matriz extracelular em resposta ao
tratamento com estatinas.

O tratamento com estatinas traz prejuizo as propriedades biomecénicas dos tenddes
e também promove a desorganizagdo das fibras de coldgeno fazendo com que os
tenddes se tornem mais predispostos a rupturas.

As estatinas causam notdveis alteracOes na matriz extracelular de tenddes, apos

tratamento cronico.
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