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RESUMO

Lesões tendinosas são frequentes em atletas ou atividades profissionais que

envolvam trabalho repetitivo. Dentre as diversas terapias disponíveis para o

tratamento de lesões musculoesqueléticas agudas destacam-se a terapia

ultrassônica (UST) e as correntes elétricas. A UST, quando utilizada para o

transporte transdermal de fármacos é denominada fonoforese. Na iontoforese o

transporte medicamentoso transcutâneo ocorre por eletroforese.

Nanopartículas de ouro (GNP) exibem propriedades antiinflamatórias e de

agente transportador de fármacos. O objetivo deste trabalho foi medir os níveis

de interleucina 1-â (IL-1â) e fator de necrose tumoral á (TNF-á) na lesão aguda

do tendão do calcâneo em ratos submetidos à administração de GNP isoladas

ou associadas à diclofenaco dietilamônio (DFDA) por fonoforese e iontoforese.

Foram usados, no total para os dois experimentos, 105 ratos Wistar machos,

divididos em grupos com quinze ratos em cada. Para o experimento utilizando

fonoforese foram quatro grupos: Grupo 1 – Grupo lesão sem tratamento. Grupo

2 – Grupo lesão tratado com DFDA via fonoforese. Grupo 3 – Grupo lesão

tratado com DFDA via iontoforese. Grupo 4 – Grupo lesão tratado com GNP via

fonoforese. Já para o experimento utilizando a iontoforese também foram

quatro grupos, sendo que o grupo controle foi o mesmo nos dois experimentos:

Grupo 2 – Grupo lesão tratado com GNP via iontoforese. Grupo 3 – Grupo

lesão tratado com GNP + DFDA via fonoforese. Grupo 4 – Grupo lesão tratado

com GNP + DFDA via iontoforese. As concentrações das citocinas foram

mensuradas por immunoblott. Observou-se uma significativa redução na

expressão da IL-1â e TNF-á nos grupos tratados por fonoforese e iontoforese

associando DFDA e GNPs em relação ao grupo lesão sem tratamento. Os

níveis observados de ambas as citocinas ao final do tratamento não mostrou

diferença significativa ao grupo 1. Este trabalho demonstrou que GNP

associadas ao DFDA administrados via transdermal por iontoforese e

fonoforese reduzem os níveis de IL-1â e TNF-á na fase aguda da tendinopatia.

Palavras–chave: Lesão tendinosa; citocinas pró-inflamatórias; diclofenaco;

nanopartículas de ouro; iontoforese; nanopartículas.
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ABSTRACT

Abstract

Tendinous injury is frequent in athletes and different work activities that involve

repetitive movements. Among the several therapy strategies developed to treat

musculoskeletal injury are the therapeutic ultrasound therapy (TPU) and electric

current. When used in transdermal transport of medicinal drugs, TPU is called

phonophoresis. In iontophoresis, the transport of drugs takes place by

electrophoresis. Gold nanoparticles (GNP) have anti-inflammatory properties

and also act as drug transporters. The present study measured the levels of

interleukin 1-â (IL-1â) and tumor necrosis factor á (TNF-á) in acute injury of the

calcaneal tendon of rats treated with GNP and GNP in association with

diethylammonium diclofenac (DFDA) by phonophoresis and iontophoresis. In

total for the two experiments 105 male Wistar rats were used, divided in groups

(n=15). For the experiment using phonophoresis were four groups: Group 1

(non-treated injury); Group 2 (injury treated with DFDA via phonophoresis);

Group 3 (injury treated with DFDA via iontophoresis); Group 4 (injury treated

with GNP via phonophoresis). For the experiment using iontophoresis were also

four groups, with the control group was the same in both experiments: Group 2

(injury treated with GNP via iontophoresis); Group 3 (injury treated with GNP +

DFDA via phonophoresis); Group 4 (injury treated with GNP + DFDA via

iontophoresis). Cytokine concentrations were measured by immunoblotting. A

significant decrease was observed in IL-1â and TNF-á expression in groups

treated with phonophoresis and iontophoresis associated to DFDA and GNP, in

comparison to untreated rats challenged with injury. The levels of both

cytokines at the end of the treatment did not statistically differ against Group 1.

The results demonstrate that GNP associated to DFDA and intradermally

administered by iontophoresis and phonophoresis reduce IL-1â and TNF-á

levels during the acute phase of tendinopathy.

Keywords: tendinous injury; pro-inflammatory cytokines; diclofenac; gold

nanoparticles; iontophoresis; nanopartícles.
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1. INTRODUÇÃO

1.1 Estrutura tendinosa, composição e função

Tendões são tecidos especializados que conectam músculos a ossos e

transmitem as forças geradas pelo músculo ao osso, gerando movimento

articular. Além disso, são tecidos vivos que respondem a forças mecânicas

pelas mudanças de seu metabolismo, assim como de sua propriedade

estrutural e mecânica (Wang, 2006).

O tendão possui uma estrutura hierárquica multi unidade, composta de

moléculas colágenas, fibrilas, feixes de fibras, fascículos e a unidade tendínea

que corre paralela ao longo eixo axial do tendão (fig 1).

Figura 1. Esquema da estrutura hieráraquica multimodal de tendão (modificado

por Silver et al, 2003).
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A fibrila é a menor unidade estrutural do tendão que consiste de uma

longa “cadeia” de moléculas colágenas alinhadas, com diâmetro variando de 10

a 50 nm, dependendo da espécie, idade e localização da amostra.

Os feixes de fibras formam o nível seguinte da estrutura do tendão,

compostas de fibrilas de colágeno e são revestidas pelo endotendão (Kastelic

et al, 1978), uma fina camada de tecido conjuntivo que contém vasos

sanguíneos, vasos linfáticos e nervos (Kastelic et al, 1978; Ochiai et al, 1979).

Feixes de fibras formam fascículos, e feixes de fascículos (unidade de tendão)

são envolvidos pelo epitendão, que é uma fina e solta bainha de tecido

conetivo contendo o suprimento vascular, linfático e nervoso do tendão

(Kastelic et al, 1978).

Sabe-se que o tendão é também cercado por três camadas de um tecido

conectivo chamado paratendão (conhecida como bainha sinovial em vários

locais). À associação do epitendão e do paratendão denomina-se peritendão,

responsável por reduzir a fricção com os tecidos adjacentes (Schatzker e

Branemark, 1969).

Os tendões se conectam ao osso e ao músculo em suas terminações. A

junção osteotendínea é chamada de entese. Há dois tipos de entese: fibrosa e

fibrocartilaginosa. Na entese fibrosa o tendão se firma no periósteo durante a

infância e diretamente ao osso na vida adulta. Já na fibrocartilaginosa, uma

zona tradicional de fibrocartilagem hialina que distribui cargas, está presente

(Benjamin et al, 2002). A entese pode ser tênsil, compressiva e de

cisalhamento de forças. As forças tênsil aplicadas sobre a junção

osteotendínea pode levar a mudanças histopatológicas da fibrocartilagem, a
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qual somada ao acúmulo de proteoglicanos na inserção do tendão são

descritos na entesopatia (McGonagle et al, 2003; Thomopoulos et al, 2003).

A junção miotendínea transfere forças do músculo ao tendão e modifica

o tamanho do músculo (Benjamin e Ralphs, 1996). Nesta junção, fibrilas

colágenas são inseridas dentro do recesso formado pelos miofibroblastos

(Michina, 1983; Tidball, 1991). Esta também reduz a tensão no tendão durante

a contração muscular. Entretanto, a junção miotendínea é também o ponto

fraco da unidade músculo-tendão (Garrett, 1990; Jarvinen et al, 1991).

Os tendões consistem de colágeno, proteoglicanos, glicoproteínas, água

e células. O colágeno é a estrutura predominante do tendão. Há 27 tipos

diferentes de moléculas de colágeno identificadas. Embora o colágeno tipo I

conte com aproximadamente 65 a 80% da massa do tendão e represente cerca

de 95% do colágeno total em um tendão normal, outros colágenos, incluindo

colágenos tipo II, III, IV, V, VI IX, X, XII e XIV também têm sido descobertos em

pequena quantidade (Evans e Barbenel, 1975; Riley et al, 1994). Os 5%

restantes consistem basicamente de colágenos tipo III e V. No tendão normal,

o colágeno tipo III está localizado no endotendão e no epitendão (Duance et al,

1977). Entretanto, também é encontrado em tendões envelhecidos e em locais

de inserção de tendões com alta tensão tais como no supraespinhoso do

ombro (Fan et al, 1997). O colágeno tipo III forma fibrilas menores e menos

organizadas, a qual pode resultar num decréscimo da força mecânica. O

colágeno tipo V é intercalado no centro do colágeno tipo I e regula o

crescimento das fibrilas (Birk et al, 1990).

Mudanças no conteúdo e composição têm sistematicamente sido

descobertas na tendinopatia. Estas mudanças incluem: (1) redução no
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conteúdo normal de colágeno, um aumento da proporção dos colágenos tipos I,

III e V, e um aumento da taxa de colágeno tipo III em relação ao I; (2) alto

percentual desnaturado; e (3) uma baixa taxa de pentosidina e altas taxas de

resíduos de lisina hidroxilada.

Além do colágeno, os tendões também contêm proteoglicanos em

pequena quantidade. Proteoglicanos são complexos proteínas/polissacarídeos

localizados na matriz extracelular, que retêm água e afetam a propriedade

viscoelástica do tecido, ajudando nas forças de resistência compressiva do

tecido. Os proteoglicanos e seus constituintes glucosaminoglicanos podem

influenciar muitos processos fisiológicos do tendão, incluindo transporte iônico,

retenção d’água, difusão de nutrientes, mediação da interação célula-matriz,

resistência de compressão e seqüestro de fatores de crescimento e enzimas na

matriz. O conteúdo de proteoglicanos varia de acordo com o local do tendão e

depende das condições de carga mecânica sobre este (Riley et al, 1994;

Berenson et al, 1996). Há muitos tipos de proteoglicanos, incluindo os

agrecanos e a decorina (Vogel e Heinegard, 1985). Os agrecanos possuem

água dentro de uma fibrocartilagem e são resistentes à compressão. Já a

decorina é um proteoglicano pequeno rico em leucina, localizando-se na

superfície da porção média das fibrilas colágenas e serve para facilitar o

deslizamento das fibrilas durante a deformação mecânica (Pins et al, 1997).

Vários estudos demonstram que os proteoglicanos desenvolvem papel

importante na regulação da formação e maturação das fibras de colágeno

(Danielson et al, 1997; Chakravarti, 2002; Matheson et al, 2005).

Muitas glicoproteínas presentes na matriz extracelular do tendão incluem

tenascina-C e fibronectina. A tenascina-C contribui para a estabilidade
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mecânica da matriz extracelular através da interação com as fibras colágenas

(Elefteriou et al, 2001). A fibronectina está localizada na superfície do colágeno

e sua síntese aumenta a facilidade de reparo de lesão (Butler et al, 1978;

Williams et al, 1984; Jozsa et al, 1989). Além disso, os tendões possuem

elastina, que compõem cerca de 2% do peso tecidual do tendão. As fibras

elastinas, que incluem elastina e proteínas microfibrilares, podem contribuir

para a recuperação da configuração linear das fibras colágenas após

estiramento (Butler et al, 1978).

Embora as células endoteliais, células sinoviais e condrócitos estejam

presentes no tendão, os fibroblastos (tenoblastos e tenócitos) são as células

predominantes no tendão. Eles alinham linearmente as bandas de fibras

colágenas e também são responsáveis pela síntese de proteínas na matriz

extracelular (colágeno, fibronectina e proteoglicanos), produzindo uma

organização na matriz colágena e remodelando-a durante a cura do tendão

(Wang, 2006). Os fibroblastos são os maiores tipos celulares no tendão, e tem

sido histológicamente classificados como tenócitos alongados ou tenoblastos

ovóides. Estas células são importantes na manutenção do tendão saudável.

Podem proliferar e produzir colágeno para manter a matriz extracelular

apropriada. Há evidências que mudanças ocorrem nas células antes do

desenvolvimento claro da tendinopatia (Yinghua e George, 2008).

1.2 Tendinopatia

As lesões tendinosas são comuns e afetam uma porção substancial de

atletas profissionais e recreacionais, e também muitas ocupações envolvendo

trabalho repetitivo. A tendinite é uma condição dolorosa que ocorre em tendões
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em resposta ao uso repetitivo (“overuse”). A terminologia tendinite implica dor

associada a condições resultantes de um processo inflamatório. Há dois

problemas que envolvem esta afirmação. Primeiramente, existem evidências

de pouca ou nenhuma inflamação presente em tendões expostos a overuse.

Em segundo plano, as modalidades terapêuticas comumente utilizadas

objetivando a modulação da inflamação têm tido limitado sucesso nos casos

crônicos, em condições dolorosas surgindo pelo uso excessivo do tendão. Mais

recentemente, a terminologia tendinopatia tem sido utilizada para descrever a

variedade de condições dolorosas em reposta ao “overuse”(Bratt et al, 2008).

A patogênese da tendinopatia ainda é pouco conhecida. Embora muitos

medicamentos sejam prescritos, há poucas evidências da eficácia (Yinghua e

George, 2008).

A tendinopatia apresenta prevalência em indivíduos mais velhos, do

sexo masculino e em obesos. Corridas de longas distâncias, intensidade, e

trabalhos em subidas também são fatores de risco para desenvolver

tendinopatia Aquileu aguda (Yinghua e George, 2008).

Os modelos animais de tendinopatia têm sido considerados meios

eficientes e eficvazes para promover uma maior compreensão sobre os

mecanismos histopatológicos que envolvem uma tendinopatia humana.

Estudos histopatológicos têm demonstrado que a tendinopatia em seres

humanos é normalmente devida a uma tendinose. Esta é caracterizada

histológicamente por tecido degeneração com uma resposta reparativa

fracassada e uma ausência de células inflamatórias. O fator de risco para

desenvolvimento de um modelo animal de tendonose mais comumente

utilizado é o fator extrínseco, ou seja, uma sobrecarga mecânica. Estes fatores
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extrínsecos têm tido relativo sucesso em diversas condições de tendão.

Métodos utilizando fatores intrinsecos também têm sido sugeridas, mas sua

utilização de forma isolada têm sido questionável (Warden, 2007). Para a

utilização de uma carga em deslocamento com queda livre sobre o terço médio

do tendão para a produção de uma lesão tendínea sem haver a ruptura de

suas fibras, deve ser considerada à energia acumulada pela peça móvel que é

deixada cair sobre o corpo de prova, no caso o tendão.

1.2.1 Mudanças histopatológicas na tendinopatia

Um tendão normal é branco brilhante e com textura fibroelástica firme

(Yinghua e George, 2008). As mudanças histopatológicas associadas à

tendinopatia incluem degeneração e desorganização das fibras colágenas,

celuraridade aumentada e mínima inflamação (Khan et al, 1999). As mudanças

macroscópicas incluem espessamento tendíneo, perda da propriedade

mecânica e dor (Soslowsky et al, 2000). Microscopicamente, os feixes

colágenos são desorganizados, há um aumento da substância e os núcleos

são escuramente tingidos, e em maior número. Isto contrasta com a

organização paralela das bandas colágenas no tendão normal com formas

arredondadas dos núcleos tenócitos arranjados no alinhamento paralelo.

Recentes estudos demonstram as muitas mudanças que ocorrem em

respostas ao “overuse” e ao trauma, resultando em um desequilíbrio entre

proteção/regeneração, incluindo a produção de uma matriz metaloproteinase,

apoptose de células tendíneas, metaplasia condróide do tendão, e expressão

de fatores de proteção tais como fator de crescimento insulina 1 (IGF-1) e óxido

nítrico sintase (NOS) (Yuan et al, 2002; Scott et al, 2005; Takahashi et al, 2006;
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Jones et al, 2006; Archambault et al, 2007; Lian et al, 2007; Longo et al, 2007;

Scott et al, 2007). O tendão tendinopático, freqüentemente tem infiltrações

vasculares de pequenos vasos sanguíneos, uma autorregulação do fator de

crescimento endotelial vascular (VEGF). O VEGF é uma potente citocina

angiogênica e um sinalizador peptídeo. VEGF regula muitos genes que dirigem

a resposta angiogênica e adaptativa à inflamação ou hipoxia celular. Em

patologias como câncer e em reparos teciduais promove a proliferação de

células endoteliais, a migração e sobrevivência, assim como a permeabilização

de capilares levando ao edema localizado (Scott et al, 2008). VEGF não se

apresenta aumentado no tendão humano adulto, mas esta expressão é

aumentada em muitos modelos animais de lesão aguda ou sobrecarga

mecânica, como no overuse (Perry et al, 2005; Pufe et al, 2005). Os níveis de

VEGF e mRNA são elevados em biópsias tendinosas aquileu homogenizadas

e pode surgir em tendões fibroblásticos, células endoteliais ou populações

celulares extrínsecas recrutadas no sítio da lesão (Pufe et al, 2005). Então, o

mecanismo de sobrecarga, lesão e inflamação, condições de hipóxia ou a

combinação destas levam ao aumento da expressão VEGF no tendão (Pufe et

al, 2001). Scott, Bahr e Duromio (2005) coletaram tecido tendíneo patelar de 22

pacientes que sofreram ruptura parcial e de 10 pacientes com retirada da parte

intramedular da inserção na tíbia para controle e verificaram uma expressão

VEGF ausente nos controles e presente no grupo de pacientes com evidências

histopatológicas de tendinose angiofibroblástica (Perry et al, 2005). Estas

evidências de mudanças patológicas são consistentes com degeneração e

tentativas de regeneração.
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Estudos imunohistoquímicos demonstram que o número de fibras

nervosas nociceptoras está aumentado em amostra tendinopáticas dolorosas

em comparação com amostras de tendões normais (Schubert et al, 2005; Lian

et al, 2006). Microdiálises mostram um aumento nos níveis do

neurotransmissor glutamato nas tendinoses patelares e aquileu crônicas

comparadas com tendões controles livres de dor. Maffulli et al (2000) e

Danielson et al (2007) recentemente relataram que os tenócitos no tendão

patelar danificado exibem mais imunoreações para receptores adrenérgicos e

catecolaminas. Estas descobertas são importantes, pois estudos têm

demonstrado que a estimulação de receptores adrenérgicos pode levar a

proliferação celular e/ou a degeneração celular e apoptose.

A transformação de células tendíneas através de um fenótipo

fibrocondrogênico tem sido observada em sofrimento de tendões do manguito

rotador. Tenócitos do local da tendinopatia também produzem quantidades

anormais de colágeno tipo III, comumente associada com cicatrização de

ferimentos, mesmo quando o movimento repetitivo não está presente

(Danielson et al, 2007).

A ciência básica apresenta diversas opções terapêuticas para

abordagem da tendinopatia, tanto na fase aguda ou inflamatória quanto na fase

tardia ou crônica. Dentre as modalidades terapêuticas para abordagem da fase

inflamatória, dispomos do ultrassom e da eletroterapia.

1.3 Mecanismos fisiopatológicos da lesão tendínea

Um aumento de apoptose ocorre em um tendão degenerado. Em um

tendão do supraespinhoso do ombro com ruptura se encontram duas vezes
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mais células apoptóticas do que no tendão normal. Pode ser induzida pelo alto

uso mecânico do tendão. Ativação do c-Jun N-terminal Kinase (JNK), o

aumento do citocromo c relatado e ativação da caspase-3 podem ser duas vias

potenciais para a indução da apoptose tendinosa. Estas duas vias são

associadas com estresse oxidativo, que pode ser induzido durante alta dose de

esforço físico em humanos e em células tendinosas animais in vitro e em ex

vivo (Yinghua e George, 2008).

“Espécies reativas de oxigênio” (EROs) é um termo coletivo para

espécies reativas radicais e não radicais derivadas do oxigênio. Um radical livre

é qualquer espécie capaz de existir independentemente que contém um ou

mais elétrons não pareados. A presença de tal elétron não pareado

freqüentemente confere considerável reatividade (Halliwell e Guttridge, 1999).

Os EROs incluem o ânion superóxido, peróxido de hidrogênio (H2O2), radical

hidroxil e radicais peroxil. São comumente desenvolvidos durante o

metabolismo celular normal. Tradicionalmente, EROs impõem dano

tecidual/celular através da peroxidação lipídica, modificação de proteínas,

clivagem da fita DNA e modificação da base oxidativa. Então, a produção de

EROs é implicada em numerosos aspectos fisiopatológicos incluindo

tumorigêneses, doença coronariana cardíaca, doenças auto imunes, exercícios

excessivos e recuperação de fraturas (Gorkturk et al, 1995; Halliwelli e

Gutteridge, 1999).

Há uma escassez de estudos na participação de EROs em modelos

clínicos de tendinopatia. Entretanto, uma recente investigação mostrou um

aumento da expressão do peroxiredoxina 5, uma tioredoxina peroxidase com

propriedades anti oxidantes no tendão tendinopático, sugerindo que o estresse
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oxidativo pode estar envolvido na patogênese da degeneração tendinosa

(Wang et al, 2003).

EROs são potentes indutores e modificadores do processo apoptótico,

mas esta relação é bastante complexa. Por exemplo, altas concentrações de

peróxido de hidrogênio podem prevenir apoptose. Reciprocamente, pulsos de

EROs e a diminuição de enzimas anti oxidantes freqüentemente acompanham

a indução de apoptose, e o estresse oxidativo é uma característica comum na

fase tardia da apoptose. Recentes trabalhos mostraram que estresse oxidativo

induz apoptose em tenócitos humanos envolvendo um lançamento clássico do

citocromo c mitocondrial dentro do citosol e ativação da caspase-3 protease

(Yuan et al, 2003).

Metaloproteases (MMPs) são uma grande família de enzimas que

degradam todos os componentes da matriz do tendão e estas enzimas e seus

inibidores fazem o maior papel na degradação de matriz durante o

desenvolvimento, adaptação e reparo. Em adição ao seu importante papel nos

eventos fisiológicos normais na homeostase do tendão e reparo, estas enzimas

podem ter efeitos chaves no processo patológico da doença tendínea (Yinghua

e George, 2008).

Arnoczky et al (2007) demonstraram em um estudo in vitro que os

inibidores MMPs podem prevenir a ativação das MMPs-13, inibir a

degeneração da matriz pericelular e a perda da propriedade material associada

com privação de estresse. Relataram também um aumento na atividade e na

expressão mRNA das MMPs-1, -9, -11 e -13 na tendinopatia. A elevação das

MMPs-13 é associada ao remodelamento do tendão e reparo no tendão normal
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e lesado. Já a diminuição da atividade e a expressão mRNA das MMPs-3

foram descobertas na tendinopatia do supraespinhoso e do Aquiles.

O balanço entre metaloproteinases e seus inibidores são provavelmente

essenciais na manutenção da homeostasia da matriz extracelular do tendão e

um desequilíbrio pode resultar em um dano incontrolado no tendão (Yinghua e

George, 2008).

1.4 Ultrassom e Fonoforese

A terapia ultrassônica tem sido utilizada a mais de 50 anos para o

tratamento de diversas lesões nos tendões, ligamentos, músculos, inflamação

da cápsula articular, bursites e disfunções musculoesqueléticas (Ramirez et al,

1987; Kitchen e Patridge, 1990). O ultrassom é uma forma de energia acústica

freqüentemente utilizada na fisioterapia pelos seus efeitos de calor profundo e

analgésico. Quando a onda ultrassônica penetra no organismo, interage com

células e tecidos através de mecanismos térmicos e não térmicos. Estruturas

aquecidas pelo ultrassom são preferencialmente músculos fibrosados, bainhas

tendíneas e raízes nervosas (Guffey e Knaust, 1997). Evidências indicam,

entretanto, que utilizando o mecanismo não térmico ocorra uma transformação

primária de energia na produção de significativos efeitos terapêuticos, ou seja,

a estimulação da regeneração tecidual, caracterizando-se pelos aumentos na

taxa de permeabilidade de membrana, de difusão celular e dos níveis de cálcio

intracelular, além de mudanças nas atividades elétricas de nervos periféricos

(Currier et al, 1978; Ter Haar, 1999).
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Figura 2. Efeito mecânico, direção e profundidade da onda ultrassônica. (Agne,

2010)

A fonoforese e a iontoforese são sistemas de liberação de fármacos via

transcutânea que usam agentes físicos (mecânicos e elétricos) para introduzir

uma medicação tópica no local da lesão. Isto diminui os riscos e

inconveniências da terapia intravenosa, reduzindo a passagem da medicação

pelo fígado e fornecendo pouca chance de overdose ou baixa dose, permitindo

fácil término dos efeitos (p.e remover o fármaco da pele) (Chien, 1987; Chien,

1987; Bronaugh e Maibach, 1991).

A fonoforese é a migração de moléculas de fármacos através da pele por

estímulo mecânico por ultrassom. Na fisioterapia, a fonoforese com fármacos

antiinflamatórios não esteroidais é comumente usada para tratar lesões

inflamatórias dos tecidos (Hsiech, 2006). Becker et al (2005) relataram que a

profundidade de penetração do medicamento pelo ultrassom varia de acordo

com a freqüência do equipamento. Sabe-se que a freqüência do ultrassom é

inversamente proporcional a sua capacidade de penetração no organismo. Kim

et al (2004) avaliaram os efeitos anestésicos da lidocaína em duas freqüências

distintas de ultrassom (0.5 e 1 MHz). A fonoforese em ambas as freqüências
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apresentou um aumento no limiar de dor e significativa mudança no potencial

de ação dos nervos sensitivos. O ultrassom de 0,5 MHz mostrou-se mais

efetivo do que o de 1 MHz. Outro estudo avaliou o efeito do ultrassom na

absorção de dexametasona aplicada via um curativo fechado por 30 minutos

antes da aplicação do ultrassom, mostrando que a fonoforese foi efetiva com a

saturação da pele (Saliba et al, 2007). Hsiech (2006) avaliou o efeito da

fonoforese utilizando diclofenaco na supressão do óxido nítrico sintase (NOS)

induzida em ratos artríticos e constatou uma diminuição quando comparado ao

grupo controle na fase inicial da inflamação (Yuan et al, 2003). Outro estudo

avaliou a comparação dos níveis tecidual e plasma de Cetoprofeno nas

aplicações por fonoforese e tópica, confirmando que a fonoforese permitiu

alcançar uma alta concentração local, enquanto que a exposição sistêmica foi

mínima (Cagnie et al, 2003).

Alguns estudos analisaram o efeito terapêutico do ultrassom na

tendinopatia. Dyson et al (1968) sugeriram que o ultrassom pode interferir na

formação química associada a polimeralização do colágeno. Também sugere

que o ultrassom estimula a ação fibroblástica, células fundamentais no reparo

do tecido conetivo, além de ser responsável pela síntese de colágeno e outras

proteínas da matriz (Dyson et al, 1968). Outro estudo avaliou o efeito

terapêutico do ultrassom, tanto de forma pulsada como contínua, no reparo do

tendão aquileu de rato. Os resultados mostraram uma alta birrefrigência para

os tendões tratados com ultrassom pulsado, com uma melhor organização e

agregação das bandas colágenas (Cunha et al, 2001). Com relação ao uso de

medicamentos no reparo do tendão aquileu via ultrassônica, um estudo

comparou a eficácia terapêutica da aplicação tópica do medicamento
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hidrocortisona e via fonoforese, verificando que apenas a via fonoforese foi

eficiente na resposta de estímulo das moléculas de colágeno (Koeke et al,

2005).

1.5 Eletroforese e Iontoforese

Iontoforese tem sido estudada há mais de um século pela sua

capacidade de liberação medicamentosa transcutânea através de correntes

elétricas de baixa freqüência (Banga, 1998; Kalia et al, 2004). Apesar de

aumentar a permeabilidade da pele, a iontoforese fornece principalmente carga

de transporte elétrico através do estrato córneo da pele. Medicamentos com

cargas elétricas são transportados via eletroforese, enquanto medicamentos

com cargas elétricas fracas ou compostas sem gradiente elétrico podem ser

movidos pelo fluxo eletro osmótico da água gerada pelo movimento

preferencial dos cátions móveis (p.e Na+) ao invés dos anions fixos no estrato

córneo (Pikal, 2001).

Os fármacos comumente usados no sistema transcutâneo têm uma

variedade de mecanismos de liberação com marcadores específicos. Na

reabilitação, entretanto, os marcadores de liberação de fármacos via

transcutânea são basicamente locais, com três tipos mais comuns de

medicamentos: (1) anestésicos, (2) contra irritantes e (3) antiinflamatórios tais

como medicações não esteróides ou esteróides (Byl, 1995).
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Figura 3. Mecanismo de eletrólise da aplicação da corrente contínua (Agne,

2010).

1.6 Nanopartículas de Ouro

Recentemente, nanomateriais, cujas dimensões estão compreendidas

na faixa de 1 a 100nm, têm sido usados para criar dispositivos únicos numa

escala nanométrica, apresentando novas propriedades funcionais físicas e

químicas. Os nanotransportadores têm fornecido uma nova plataforma para

transporte a alvos específicos de agentes terapêuticos. No final da década

passada, muitos veículos carreadores foram designados baseados em

diferentes nanomateriais, tais como polímeros, dendrímeros, liposomas,

nanotubos e nanofios. Estas nanopartículas inorgânicas cujas estruturas

exibem funcionalidade e propriedades biológicas devido ao seu tamanho têm

despertado muito interesse de diferentes grupos e áreas de pesquisa

(Bhattacharya e Mukherjee, 2008).

Dentre elas, destacam-se as nanopartículas de ouro, que recebem

atenção especial devido às propriedades ópticas, eletrônicas, redox e

catalíticas (Daniel e Astruc, 2004). Nanopartículas de ouro (GNPs) tem

recentemente emergido como um candidato atraente para transporte de várias

proteínas e seus marcadores. Podem ser pequenas moléculas de drogas ou

grandes biomoléculas, proteínas, DNA ou RNA. Uma eficiente liberação destes
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agentes terapêuticos é um pré-requisito para uma efetiva terapia (Ghosh et al,

2008).

GNPs apresentam propriedades químicas e físicas ímpares para

transporte e descarregamento de fármacos. Primeiro, o núcleo do ouro é

essencialmente inerte e não tóxico. A segunda vantagem é sua facilidade de

síntese. Nanoparticulas monodispersas podem ser formadas com tamanhos

variando entre 1 nm a 150 nm (Ghosh et al, 2008).

Os sistemas de liberação de medicamentos, como as GNPs, fornecem

atributos positivos para uma medicação livre por fornecer solubilidade,

estabilidade in vivo e biodistribuição. Também podem alterar de forma

favorável a farmacocinética. Além disso, o transporte de farmacocinéticos

nestes sistemas pode servir como reservatório de fármacos para liberação

controlada e mantida, bem como manter os níveis da droga dentro da janela

terapêutica. Por exemplo, uma nanopartícula de ouro com 2 nm de diâmetro

deveria ser, a princípio, conjugada com aproximadamente 100 moléculas com

ligantes disponíveis na monocamada. As GNPs são capazes de liberar grandes

moléculas sem a restrição de ter que carregar apenas fármacos com moléculas

pequenas. Eles têm mostrado sucesso na entrega de peptídeos, proteínas ou

ácidos nucléicos do DNA ou RNA (Ghosh et al, 2008) Sonavane et al (2008)

avaliaram a penetração das GNPs na pele e no intestino de ratos, bem como

se o tamanho de partícula (15, 102 e 198 nm) influenciava nesta penetração.

Os resultados mostraram que a GNPs são excelentes carreadores tanto via

transcutânea como oral, e que as partículas de ouro de tamanhos menores se

mostraram mais permeáveis na forma transcutânea (Ghosh et al, 2008).

PDF Creator - PDF4Free v3.0                                                    http://www.pdf4free.com

http://www.pdfpdf.com/0.htm


29

As GNPs têm sido ativamente investigadas em uma ampla variedade de

aplicações biomédicas, devido a sua biocompatibilidade e facilidade de

conjugação com biomoléculas. Já que o ouro se liga fortemente a grupo tióis e

aminos, GNPs inibem a proliferação endotelial pelo VEGF165-induzido pela

interação com o enxofre/aminos presente neste campo heparina-ligante, e

desse modo inibe a sinalização da permeabilidade do VEGF165-induzido em

modelos de tumor de ouvido e tumor de ovários em ratos (Sonavane et al,

2008). Tsai et al (2007) avaliaram a entrega intra articular de nanopartículas de

ouro em artrite induzida em ratos, e observaram que o nanoouro inibiu a

proliferação e migração celular na artrite induzida, bem como os escores

histológicos, densidade de microcapilares, infiltração de macrófagos e níveis de

TNFá e IL-1â. Outro estudo avaliou os efeitos antinflamatórios de

nanopartículas de ouro com 20-45 nm de diâmetro em lesões cerebrais focais,

mostrando que o tratamento reduziu de forma significativa os níveis cerebrais

de TNFá, dano oxidativo no DNA e de marcadores pró apoptose (Tsai et al,

2007). Outro estudo avaliou as propriedades antiangiogênicas das GNPs em

um modelo animal de tumor de ovário, e constatou que o nanoouro inibiu

seletivamente o VEGF165-induzido e a proliferação induzida de â-FGF (fator de

crescimento fibroblástico básico) de células endoteliais vasculares umbilicais

humanas (HUVEC) e fibroblastos, respectivamente (Pedersen et al, 2009).
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2 JUSTIFICATIVA E PROBLEMA

As lesões tendinosas estão entre as lesões musculoesqueléticas de

maior grau de dificuldade de tratamento. As modalidades terapêuticas

comumente utilizadas para modular a inflamação tem tido limitado sucesso nas

condições dolorosas surgidas pelo overuse do tendão. Mais recentemente, a

terminologia tendinopatia tem sido utilizada para descrever a variedade de

condições dolorosas em reposta ao “overuse”(Bratt et al, 2008). Recentes

estudos demonstraram as muitas mudanças que ocorrem em respostas ao uso

repetitivo e ao trauma, resultando em um desequilibrio entre

proteção/regeneração, incluindo inflamação, produção de uma matriz

metaloproteinase, apoptose de células tendíneas, metaplasia condróide do

tendão, e expressão de fatores de crescimento (Archambault et al, 2007; Lian

et al, 2007; Jones et al, 2008). O TNF-á e a IL-1â são duas importantes

citocinas pró inflamatórias envolvidas na patogênese da fase inflamatória da

lesão tendínea (Tsai et a, 2007l). TNF-á encontra-se expresso em tendinócitos

em condições inflamatórias e há excessiva proliferação de tendinócitos em uma

inflamação tendínea (Hosaka et al, 2005).

Nos recentes anos surgiram os nanomateriais, estes com uma de

suas dimensões compreendida na faixa de 1 a 100nm. Estes têm fornecido

uma nova plataforma para transporte a alvos específicos de agentes

terapêuticos (Bhattacharya R; Mukherjee P, 2008). GNPs emergem como um

candidato atraente para transporte de várias proteínas (Ghosh et al, 2008). As

GNPs fornecem atributos positivos para uma medicação livre por fornecer

solubilidade, estabilidade in vivo e biodistribuição. Também podem alterar de
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forma favorável a farmacocinética e servirem como reservatório de fármacos

para liberação controlada.

Dentre os diversos recursos terapêuticos propostos para a

tendinopatia, dispomos de recursos físicos, químicos e a associação entre os

dois. Os recursos fisioterapéuticos estudados para a abordagem terapéutica da

lesão tendínea são amplos, tendo como base da reabilitação a cinesioterapia.

Já dentre os recursos eletroterapêuticos, dispomos da fonoforese e a

iontoforese. Estes objetivam a introdução transcutânea de um fármaco

diretamente no local da lesão, seja através de uma onda mecánica ou através

da corrente elétrica contínua.

Existem diversos estudos abordando o uso das GNP como agente

transportador de fármacos (Tsai et al, 2007; Chwalibog et al, 2010). Contudo,

nenhum estudo foi encontrado utilizando GNP pura ou associada a fármaco

(p.e DFDA) com transporte transdermal através de fonoforese e iontoforese.

Não encontramos na literatura estudos integrando fármacos a GNPs e sua

administração transdermal através da fonoforese e iontoforese em lesões

musculoesqueléticas.

Nosso grupo de pesquisa vem estudando a associação das GNP aos

recursos físicos usados rotineiramente na fisioterapia. Estudo realizado

avaliando o efeito do dimetilsulfóxido administrado através da fonoforese

avaliou os parâmetros de estresse oxidativo num modelo animal de lesão

muscular. Os resultados mostraram uma diminuição do dano oxidativo no

grupo tratado asociando dimetilsulfóxido e UST (Silveira et al, 2009) Os

resultados parciais apresentados aquí fazem parte de um projeto maior que

contempla um amplo estudo do desenvolvimento de uma lesão tendinopática e
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o uso das GNP como agente terapéutico e carreador de fármacos

administrados por recursos físicos, as amostras aquí relatadas já contemplam

uma série de avaliações moleculares, bioquímicas e histológicas futuras que

ainda serão realizadas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo avaliar os mecanismos envolvidos no

efeito terapêutico agudo da administração de nanopartículas de ouro através

da fonoforese e da iontoforese em tendinopatia induzida em ratos.

3.1 Objetivos Específicos

1. Dosificar os níveis da citocina pró-inflamatória IL-1â após tratamento

de lesão tendínea em ratos através da fonoforese administrando

nanopartículas de ouro.

2. Dosificar os níveis da citocina pró-inflamatória TNF-á após

tratamento de lesão tendínea em ratos através da fonoforese

administrando nanopartículas de ouro.

3. Dosificar os níveis da citocina pró-inflamatória IL-1â após tratamento

de lesão tendínea em ratos através da iontoforese admnistrando

nanopartículas de ouro.

4. Dosificar os níveis da citocina pró-inflamatória TNF-á após

tratamento de lesão tendínea em ratos através da iontoforese

admnistrando nanopartículas de ouro.
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PARTE II – RESULTADOS
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4. ARTIGO I

Gold nanoparticles and diclofenac diethylammonium administered by

iontophoresis reduce inflammatory cytokines expression in achilles tendinitis

Marcelo B Dohnertab, Mirelli Venâncioa, Jonathann C Possatoa, Rodrigo C

Zeferinoa, Luciana H Dohnertb, Thais F. Lucianoa, Alexandra I Zugnoa, Cláudio

T de Souzaa, Marcos M S Paulaa

Artigo aceito para publicação no periódico International Journal of

Nanomedicine
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5. ARTIGO II

Inflammatory signaling in achilles tendinopathy after phonophoresis treatment

combined with gold nanoparticles and diclophenac diethylammonium in rats

Marcelo B. Dohnert, PT, MS1, 3 Mirelli Venâncio, PT2, 3 Jonathann C. Possato3

Rodrigo C. Zeferino, MS3 Luciana H. Dohnert4 Alexandra Ioppi Zugno, Dr3 Ph

Cláudio Teodoro de Souza, Dr.3 PhD Marcos M. S. Paula, Dr.3 PhD

Artigo submetido ao periodic Ultrasound in Medicine and Biology
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FIGURE 1. Effect of phonophoresis with diclophenac diethylammonium, GNPs gel and

association thereof on IL-1â expression after a 5-day treatment period. Data expressed

as mean ± SD for 15 animals of each treatment group.

* p < 0.05 in comparison to the control of the group not exposed to injury.

# p < 0.05 in comparison to the group exposed to injury.

$ p < 0.05 in comparison to the groups treated with TPU + diclophenac and TPU +

GNPs.

Cont: External control tendon, no treatment; Injury: lesion tendon without treatment;

TPU +C/C: ultrasound treatment + diclophenac / internal control tendon; TPU +C/L:

ultrasound treatment + diclophenac / internal control tendon / lesion tendon; TPU

+N/C: ultrasound treatment + GNPs / control tendon; TPU +N: ultrasound treatment +

GNPs / internal control tendon / lesion tendon; TPU + N + C/C: ultrasound treatment +

GNPs + diclophenac / internal control tendon; TPU + N + C/L: ultrasound treatment +

GNPs + diclophenac / internal control tendon / lesion tendon.
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FIGURE 2. Effect of phonophoresis with diclophenac diethylammonium, GNPs gel and

association thereof on TNF-á expression after a 5-day treatment period. Data expressed

as mean ± SD for 15 animals of each treatment group.

* p < 0.05 in comparison to the control of the group not exposed to injury.

# p < 0.05 in comparison to the group exposed to injury.

$ p < 0.05 in comparison to the groups treated with TPU + diclophenac and TPU +

GNPs.

Cont: External control tendon, no treatment; Injury: lesion tendon without treatment;

TPU +C/C: ultrasound treatment + diclophenac / internal control tendon; TPU +C/L:

ultrasound treatment + diclophenac / internal control tendon / lesion tendon; TPU

+N/C: ultrasound treatment + GNPs / control tendon; TPU +N: ultrasound treatment +

GNPs / internal control tendon / lesion tendon; TPU + N + C/C: ultrasound treatment +

GNPs + diclophenac / internal control tendon; TPU + N + C/L: ultrasound treatment +

GNPs + diclophenac / internal control tendon / lesion tendon.
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6. DISCUSSÃO

A baixa freqüência do UST altera a estrutura do stratum corneum,

melhorando a sua permeabilidade (Merino et al, 2003). Alguns estudos

demonstraram histologicamente à eficácia da terapêutica ultrassônica no

reparo de lesões tendinosas em modelo animal. Cunha, Parizotto e Vidal

(2001) avaliaram a eficácia da terapêutica ultrassônica de 1 MHz com uma

intensidade de 0.5 W/cm2 na forma contínua e pulsada após tenotomia no

tendão de Aquiles de ratos, e demonstraram uma melhor organização e

alinhamento das bandas colágenas no ultrassom aplicado na forma pulsada.

Em nosso estudo, também utilizamos um modelo de ultrassom de 1 MHz na

forma pulsada, com intensidade de 0,5 W/cm2.

A fonoforese pode ser administrada para melhorar a penetração de

fármacos e outros princípios ativos na dermatologia (Ka-yun & Yang, 2002). Em

nosso estudo, realizamos a administração de diclofenaco dietilamônico, GNPs

e a associação destes dois através do UST em um modelo induzido de

tendinopatia em ratos e avaliamos a expressão das citocinas inflamatórias IL-

1â e TNF-á. Nossos resultados demonstraram uma diminuição da expressão

da IL-1â nos três grupos terapêuticos, quando comparado ao grupo lesão sem

tratamento. Porém, foi na associação do fármaco à GNPs que se observou a

menor expressão desta citocina, com valores de referência próximos do grupo

controle sem lesão. Com relação à expressão do TNF-á, apenas o grupo que

associou o diclofenaco dietilamônico a GNPs mostrou uma redução expressiva

desta citocina. Não encontramos, na literatura, estudos associando o uso de

GNPs na forma gel a outros medicamentos e administrado via transdermal pelo

UST. Também não foram encontrados estudos analisando a expressão de
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citocinas inflamatórias com este tipo de intervenção. Tsai et al (2007) avaliaram

a liberação intra articular de nanopartículas de ouro em um modelo de artrite

reumatóide induzida em ratos, e observaram que o nanoouro inibiu a

proliferação e migração celular na artrite induzida, bem como os escores

histológicos, densidade de microcapilares, infiltração de macrófagos e níveis de

TNFá e IL-1â. Ter Haar (1999) avaliou os efeitos antinflamatórios de GNPs

com 20-45 nm de diâmetro em lesões cerebrais focais, mostrando que o

tratamento reduziu de forma significativa os níveis cerebrais de TNFá, dano

oxidativo no DNA e de marcadores pró apoptose. Outro estudo avaliou as

propriedades antiangiogênicas das GNPs em um modelo animal de tumor de

ovário, e constatou que o nanoouro inibiu seletivamente o fator de crescimento

endotelial vascular (VEGF165-induzido) e a proliferação induzida de â-FGF

(fator de crescimento fibroblástico básico) de células endoteliais vascular

umbilical humana (HUVEC) e fibroblastos, respectivamente (Pedersen et al,

2009). Hsich (2006) avaliou o efeito da administração de diclofenaco através da

corrente ultrassônica em um modelo induzido de artrite em ratos na supressão

da NOS. Seus resultados demonstraram que a fonoforese modulou e preveniu

a reação inflamatória articular induzida nos ratos. Já Koeke et al (2005)

realizaram um estudo comparativo avaliando a eficácia da aplicação de

hidrocortisona, UST e fonoforese no reparo do tendão de ratos, e seus

resultados demonstraram que o grupo tratado com hidrocortisona tópica não

apresentou um transporte transdermal eficaz. Já a aplicação do UST de forma

isolada promoveu uma resposta das moléculas de colágeno. Porém, a

administração da fonoforese com hidrocortisona foi o método de maior

eficiência. Pedersen et al (2009) avaliaram os efeitos das GNPs nos níveis de
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TNF-á em uma lesão cerebral focal, e seus resultados demonstraram uma

redução significativa nos níveis cerebrais de TNF-á no grupo tratado com

GNPs. Os resultados destes estudos corroboram com os nossos achados,

onde as GNPs, além de mostrarem sua capacidade de reduzir a expressão das

citocinas IL-1â e TNF-á, demonstraram sua capacidade de nanotransporte de

fármacos até os sítios inflamatórios ativos, conforme relatado por Gosh et al.

(2008). Selvakannan et al (2003) relataram a preparação de GNPs

estabilizadas por lisina, na forma de um stable powder hidrossolúvel. Isto se

deve a interação dos grupos amino e carboxílico com as GNPs. O diclofenaco

dietilamonio também apresenta em sua estrutura grupo amino e grupo ácido

carboxílico. É razoável supor que as GNPs possam ter se ligado ao fármaco e

potencializado sua ação na administração via fonoforese. Acreditamos que

novos estudos devam ser realizados para aprofundar e confirmar os achados

encontrados neste estudo.

A iontoforese é uma das estratégias que tem grande potencial de facilitar o

transporte transdermal de fármacos. Pode ser definida como o movimento

facilitado de íons e sais solutos através da membrana devido a uma diferença

de potencial aplicado externamente (Singh & Maibach, 1996). A variabilidade

deste potencial intra e inter sujeitos é extremamente reduzido na iontoforese,

visto que a taxa de entrega de fármaco é proporcional a corrente aplicada

(Bellantone et al, 1986; Burnette & Marreo, 1986; Burnette & Ongpipattanakul,

1987; Phillips et al, 1989). É um sistema de transporte de fármacos não

invasivo, com nenhum trauma, sem risco de infecção ou dano em uma ferida

ou lesão cutânea e, consequentemente, uma excelente alternativa a terapia

injetável (Singh & Maibach, 1996). Em nosso estudo, realizamos a
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administração de diclofenaco dietilamônico, GNPs e a associação destes dois

através da corrente contínua (iontoforese) em um modelo induzido de

tendinopatia em ratos e avaliamos a expressão das citocinas inflamatórias IL-

1â e TNF-á. Nossos resultados demonstraram uma diminuição da expressão

da IL-1â nos três grupos terapêuticos, quando comparado ao grupo lesão sem

tratamento. Porém, foi na associação do fármaco à GNPs que se observou a

menor expressão desta citocina, com valores de referência próximos do grupo

controle sem lesão. Com relação à expressão do TNF-á, apenas o grupo que

associou o diclofenaco dietilamônico a GNPs mostrou uma redução expressiva

desta citocina. Não encontramos, na literatura, estudos associando o uso de

GNPs na forma gel a outros medicamentos e administrado via transdermal pela

iontoforese. Também não foram encontrados estudos analisando a expressão

de citocinas inflamatórias com este tipo de intervenção. Baseado no princípio

geral da eletricidade, isto é, íons de mesma carga se repelem e de cargas

opostas se atraem, então para transportar um fármaco de carga negativa

através da membrana, este deve ser colocado no eletrodo negativo para que

seja repelido e então atraído pelo eletrodo de carga oposta colocado no outro

lado da lesão, e vice versa (Singh & Maibach, 1996) Chwalibog et al (2010)

avaliaram as características morfológicas de nanopartículas de ouro, prata,

platina e diamante na interação com bactéria e fungo. Foi verificado um

potencial zeta negativo nas nanopartículas de platina (-9,6 mV), prata (-9,2 mV)

e ouro (- 1,9 mV), o que fez com que estas nanopartículas fossem prejudiciais

a estas bactérias e fungos. Em nosso estudo, os eletrodos foram posicionados

de forma que o eletrodo positivo foi posicionado junto à inserção do tendão

aquileu ao calcâneo, e o eletrodo negativo no músculo gastrocnêmio. O
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nanogel e o composto associando nanogel + diclofenaco dietilamônico foram

colocados em ambos os eletrodos como meio de condução. Por apresentar

este potencial zeta negativo, o fluxo destas nanopartículas de ouro fluiu do

gastrocnêmio (pólo negativo) em direção ao tendão aquileu (pólo positivo).

Vários estudos corroboram com os nossos achados mostrando níveis

apreciáveis de outros fármacos em camadas mais profundas de tecido

acompanhando sua aplicação iontoforética transdermal. Glass et al (1980)

demonstraram a penetração de dexametasona em tecidos abaixo de sítios

aplicados de macacos. Outros estudos relataram a profundidade de penetração

de lidocaína aplicada via fonoforese no tecido subcutâneo em humanos. Estes

verificaram uma penetração de aproximadamente 1,25 cm abaixo da aplicação

(Russo et al, 1980; Chien et al, 1989). Kigasawa et al (2011) utilizaram a

iontoforese para realizar o transporte transdermal do CpG-

oligodeoxinucleotídeo na imunoterapia do câncer melanoma, observando a

indução de uma potente atividade antitumorígena desta substância através da

iontoforese, que se mostrou ser uma abordagem simples, não invasiva e

eficiente na imunoterapia do câncer.

Sonanave et al (2008) avaliaram a influência do tamanho da partícula de

ouro na penetração através da pele do rato. Foi utilizado nanopartículas com

15 nm, 102 nm e 198 nm. As GNps mostraram um potencial zeta negativo,

quanto menor foi o tamanho da partícula, maior foi a taxa de penetração das

mesmas. Estes concluíram que as GNPs se mostraram transportadores

transdermal interessantes, especialmente com partículas de tamanhos

menores. Em nosso estudo, utilizamos GNPs com tamanho aproximado de 30
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nm e, possivelmente, a ligação desta nanopartícula ao diclofenaco ofereceu um

melhor transporte transdermal deste ao sítio de lesão.

Pedersen et al (2009) avaliaram os efeitos das GNPs nos níveis de TNF-á

em uma lesão cerebral focal, e seus resultados demonstraram uma redução

significativa nos níveis cerebrais de TNF-á no grupo tratado com GNPs. Tsai et

al (2007) induziram um modelo animal de artrite reumatóide e avaliaram a

respostas inflamatória após administração de GNPs intra articular. Neste

estudo, os níveis de IL-1â e TNF-á intra articular apresentaram uma redução

significativa nos ratos tratados.

Os resultados destes estudos corroboram com os achados em nosso

estudo, onde as GNPs, além de mostrarem sua capacidade de reduzir a

expressão das citocinas IL-1â e TNF-á, demonstraram sua capacidade de

nanotransporte de fármacos até os sítios inflamatórios ativos, conforme

relatado por Gosh et al (2008). Acreditamos que novos estudos devam ser

realizados para aprofundar e confirmar os achados encontrados no nosso

estudo.
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7. LIMITAÇÕES DO ESTUDO

Apesar de haverem estudos publicados na literatura abordando o

aspecto da citotoxicidade das nanopartículas, bem como sua capacidade de

ultrapassar a barreira da pele de acordo com o tamanho da partícula, nosso

estudo não avaliou estes aspectos. As partículas de tamanhos menores

possuem maior permeabilidade através das barreiras da pele (Sonanave et al,

2008)(De Jong et al, 2009), porém se tornam mais tóxicas com tamanhos muito

pequenos (Cho et al, 2009). Outra limitação do estudo é o fato de não termos

medido a quantidade de dose do DFDA e da GNP que realmente atingiram o

tendão lesado.
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8. CONCLUSÃO

Nosso estudo é um dos primeiros a administrar GNPs em associação a

fármacos e administração destes via transdermal utilizando corrente elétrica

contínua ou corrente ultrassônica em um modelo animal de tendinopatia. Os

resultados sugerem que GNPs exibiram sua capacidade antiinflamatória e de

transporte de fármacos, potencializando a intervenção terapêutica tanto da

iontoforese como da fonoforese no controle da citocinas inflamatórias IL-1â e

TNF-á em um modelo animal de tendinopatia.
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9. PERSPECTIVAS

1. Avaliar a expressão de VEGF na formação de neovasos.

2. Avaliar a expressão de metaloproteinases após administração de

nanopartículas de ouro via fonoforese e iontoforese na tendinopatia

induzida em ratos.

3. Avaliar os efeitos bioquímicos da fonoforese e iontoforese na

produção de espécies reativas de oxigênio após indução de lesão

tendínea em ratos Wistar machos.

4. Avaliar a modulação de defesas antioxidantes após a administração

de fonoforese e iontoforese em lesão tendínea de ratos Wistar

machos.

5. Avaliar os efeitos da fonoforese e iontoforese associada à

nanopartículas de ouro sobre a oxidação de lipídeos, proteínas e

DNA após indução de lesão tendínea em ratos Wistar.
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