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RESUMO

As lesbes tendineas causam forte impacto sobre as pessoas em decorréncia da dor e
limitacdo funcional dela resultante. Apo6s a lesdo, o tecido passa a apresentar uma rede de
nervos. Adicionalmente, ha indicios da ocorréncia de plasticidade central na medula apés a
lesdo. Dentre os fatores moleculares envolvidos no reparo da lesdo, o 6xido nitrico (NO) é
implicado na remodelagem tecidual, contudo seus efeitos ainda ndo sdo bem compreendidos.
A proposta deste estudo é averiguar a existéncia de plasticidade central e a influéncia do NO
na plasticidade periférica, limitacdo funcional e regeneracdo tendinea em modelo murino.
Para estudar os efeitos do NO na plasticidade periférica, utilizamos animais controle (CTRL,
sem lesdo) ou tratados com salina (SAL, NaCl 0,9%), L-nitro-arginina-metil-éster (L-NAME,
inibidor da sintese de NO) ou nitroprussiato de sodio (SNP, doador de NO) em dias alternados
até 0 21° dia pos-lesdo (DPL). Para avaliar a ocorréncia de plasticidade central (segmento L5),
apenas a lesdo foi realizada e a medula coletada em 2 ou 21 DPL. Analisamos a integridade e
a organizacdo tecidual nas amostras de tenddo por H&E, microscopia eletrnica de
transmissdo e imunofluorescéncia, que também foi usada para avaliar a plasticidade
periférica. Para verificar a recuperacgdo funcional do tenddo, determinamos o indice funcional
de Aquiles, o angulo articular e o campo aberto. No estudo da medula espinhal, investigamos
a reatividade glial e o envolvimento neuronal ap6s a injaria através de colocalizagcbes com o
indicador de ativacdo celular c-Fos. Os achados desta pesquisa mostram que a inibicdo do NO
promove a organizacao tecidual em associacdo ao aumento da sintese, secrecdo e deposicao
de colageno. Além disso, a administracdo local de L-NAME parece favorecer a diferenciacdo
celular para tipos morfologicos anadlogos a tendcitos e melhorar a organizacdo de ramos
nervosos por dentre a malha de colageno em correlacdo com a recuperacao funcional em 21
DPL. Por outro lado, o aumento nos niveis de NO através de SNP promoveu uma piora em
quase todos os pardmetros analisados. Nossos dados mostram ainda que a injdria tendinea
desencadeia um processo de plasticidade central com aumento da reatividade glial em 2 DPL
e da ativacdo celular ipsilateral a lesdo em 2 e 21 DPL. Em suma, nossos achados indicam a
ocorréncia de plasticidade central apos a leséo tendinea e o favorecimento do reparo tecidual e
da plasticidade periférica através do bloqueio nitrérgico, revelando aspectos fundamentais da
recuperacdo tecidual que podem representar novos alvos para uma nova abordagem

terapéutica em lesdes tendineas.

Palavras-chaves: lesdo tendinea, 6xido nitrico, plasticidade neural, tenddo de Aquiles.



ABSTRACT

Tendon injuries cause strong impact on people due to pain and functional limitation
resulting therefrom. After injury, the tissue starts to present a network of nerves. Furthermore,
there is evidence for the occurrence of central plasticity after injury. Among the molecular
factors involved in injury repair, nitric oxide (NO) is implicated in tissue remodeling, but its
effects are not yet well understood. The purpose of this study is to ascertain the existence of
central plasticity and the influence of NO in peripheral plasticity, functional limitation and
tendon regeneration in murine model. To study the effects of NO in peripheral plasticity, we
used control animals (CTRL, without injury) or animals treated with saline (SAL, 0.9%
NaCl), L-nitro-arginine-methyl-ester (L-NAME, NO-synthesis inhibitor) and sodium
nitroprusside (SNP, NO donor) every other day until the 21st day post injury (DPI). To
evaluate central plasticity (L5 segment), an injury was performed alone and the spinal cord
collected at 2 or 21 DPI. We analyzed the integrity and tissue organization in tendon samples
by H&E, transmission electron microscopy and immunofluorescence, which was also used to
evaluate peripheral plasticity. To assess tendon functional recovery, we determined the
Achilles functional index, the joint angle and the open field. In spinal cord studies, we
investigated glial reactivity and neuron involvement after injury by co-localizations with the
cell activation indicator c-Fos. The findings of this research show that NO inhibition promotes
tissue organization in association to an increase in collagen synthesis, secretion and
deposition. Besides, L-NAME local administration seems to favor cell differentiation to
tenocyte-like morphological types and improve the organization of nerve branches in between
the collagen mesh in correlation with functional recovery at 21 DPI. On the other hand,
increased levels of NO by SNP promoted worsening in almost all parameters analyzed. Our
data also show tendon injury triggers a central plasticity process with an increase in glial
reactivity at 2 DPI and ipsilateral cell activation at 2 and 21 DPI. Afterall, our findings point
out occurrence of central plasticity after tendon injury and favoring of tissue repair and
peripheral plasticity through nitrergic blockage, unraveling fundamental aspects of tissue

recovery that may represent new targets for a therapeutical approach in tendon injuries.

Keywords: Achilles tendon, neural plasticity, nitric oxide, tendon injury.
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1 INTRODUCAO

O tenddo de Aquiles — ou tendao calcaneo, conforme nomenclatura atualizada — é
formado pela confluéncia dos tenddes dos musculos gastrocnémio (medial e lateral) e séleo,
0s quais se inserem através desse tenddo comum no osso calcaneo (Figura 1), garantindo a
alavanca durante o movimento de flexdo plantar ap6s a contragdo muscular (STROM &
CASILAS, 2009).

Apesar de ser um dos tenddes mais fortes e resistentes do corpo, o tenddo calcaneo néo
esta isento de lesbes. Pelo contrario, nas Gltimas décadas a prevaléncia de lesdes tendineas
aumentou entre a populacdo de meia idade, atletas de alto desempenho e recreacionais,
embora a literatura reporte que o fenémeno néo é restrito a esses grupos (CLEGG et al., 2007;
PADANILAM, 2009).

A tendinopatia ocupacional, causada por movimentos repetitivos (overuse), afeta cada
vez mais a populacdo economicamente ativa, gerando alto impacto financeiro na sociedade
devido ao grande numero de afastamentos do trabalho (RILEY, 2004; MOS et al., 2007;
ELLIOTT etal., 2008; LONGO et al., 2009).

Estudos realizados nas Ultimas décadas demonstraram que a injuria ndo se restringe a
inflamacéo e disfuncdo cicatricial, mas envolve também uma interagdo bastante complexa e,
até entdo, negligenciada com o sistema nervoso central e periférico (ACKERMANN et al.,
2003; BRING et al., 2007; SCHIZAS et al., 2010).

1.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E FISIOPATOLOGICOS DA LESAO
TENDINEA

A ruptura do tenddo de Aquiles era algo incomum antes de 1950, contudo esse quadro
mudou devido a dois eventos concomitantes e antagbnicos, a popularizacdo de atividades
esportivas e 0 aumento do estilo de vida sedentario, ambos fatores de risco para essa lesdo
(KVIST, 1994).

Um estudo realizado no Reino Unido mostrou que a ruptura do tenddo de Aquiles tem
incidéncia de 11,3 casos por 100.000 pessoas por ano (CLAYTON & COURT-BROWN,
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2008). Na Finlandia, a incidéncia aumentou de 2 para 12 casos em 100.000 dos anos 1970
para 0s 1990, e a maioria dos casos esteve relacionado a pratica esportiva (LEPPILAHTI et
al., 1996).

Em um estudo que fez o levantamento de pesquisas epidemiolégicas, foram
verificadas altas taxas de lesGes principalmente em atletas, de modo que 68% apresentavam
tendinopatia do tendd@o de Aquiles, enquanto 3% relataram a ruptura completa. Quando
comparado a presenca de lesdes entre atletas e controles, verificou-se que 29% dos atletas

contra 4% dos controles apresentavam les&o por uso repetitivo (JARVINEN et al., 2005).

No Brasil, sabe-se que as estatisticas do Instituto Nacional de Seguridade Social
(INSS) demonstram alto nimero de concessao de beneficios por Distarbios Osteomusculares
Relacionados ao Trabalho (DORT) (MENDONCA JR & ASSUNCAO, 2005). S6 no ano de
2014, o numero de beneficios do auxilio-doenca teve uma média mensal de 22 mil beneficios;
desses, 0 item que trata de doengas do sistema osteomuscular e do tecido conjuntivo, no qual
se enquadram também as lesdes tendineas de qualquer regido do corpo, teve por si S6 uma
média de 5.600 beneficios por més, ja demonstrando estar relacionado a um problema de
salde publica (INSS, 2015).

Acredita-se ainda que esses valores estejam subestimados, haja vista que nem toda a
populacdo que sofre com essa afeccdo busca tratamento, dificultando os levantamentos
epidemiolégicos (RILEY, 2008). Desse modo, é importante notar que a ruptura do tendao de
Aquiles, além da causa acidental, pode ser o desfecho final de um problema que acomete

muito mais pessoas: a tendinopatia.

Vérias disfungdes estdo associadas ao surgimento de lesbes tendineas, que podem ser
caracterizadas por dor, sensibilidade focal, edema, reducdo da forga, limitagdo funcional e
alteracdo do padrdo circulatério na area afetada (RILEY, 2005; RILEY, 2008; XU &
MURRELL, 2008; LONGO et al., 2009). A compreensdo dessa patologia ndo é totalmente
elucidada, o que dificulta consideravelmente o desenvolvimento de estratégias de tratamento
(MOS et al., 2007; LONGO et al., 2009).

Evidéncias sugerem que ndo ha inflamacdo na tendinopatia crénica (ALFREDSON et
al., 1999). Contudo, a presenca de um prolongado quadro incapacitante reflete a incerteza
guanto ao tempo de recuperacdo. Em alguns casos, 0 insucesso do tratamento leva a
convivéncia com dor e limitagdo funcional (MOLLOY et al.,, 2006; FREDBERG &
STENGAARD-PEDERSEN, 2008).
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Musculo
Gastrocnémio

Musculo Soleo

Flexao plantar

Figura 1. Tenddo de Aquiles. O tenddo é formado pela confluéncia dos tenddes dos
musculos gastrocnémio e séleo, sendo responsavel pela transmissdo de forcas gerada pela
contracdo dos musculos gastrocnémio e soleo ao 0sso calcaneo que, por sua vez, € puxado

para cima durante a contragdo muscular para produzir o movimento de flexao plantar.

Fonte: Adaptado de Nucleus Medical Media, Inc. ©, 2011.
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1.2 ALTERACOES NA ORGANIZACAO, INERVACAO E VASCULARIZACAO DO
TENDAO

Subsequente a uma lesdo tendinea, o encadeamento de eventos que acontecem é muito
bem coordenado pela liberacdo de diversos agentes que conduzem as fases de reparo tecidual,
sendo didaticamente divididas nas fases aguda (1-5 dias p6s-lesdo), proliferativa (em torno de
14 dias) e de remodelagem (21dias em diante) (BRING et al., 2007; ABATE et al., 2009).

O tenddo saudavel é constituido por um pequeno nimero de células denominadas
tendcitos. Essas células sdo fibroblastos especializados, cuja morfologia alongada e
disposicdo em fileiras sdo caracteristicas inconfundiveis. A matriz extracelular nesse tecido é
abundante e representada, sobretudo, pelo colageno do tipo I. Essa proteina se organiza em
feixes de fibras paralelas, sendo, portanto, um tipo de colageno bastante resistente (CRIBB &
SCOTT, 1995; KANNUS, 2000; RILEY, 2004).

Na lesdo, o colageno é intensamente degradado e o tecido € invadido por fibroblastos
imaturos, as células-tronco mesenquimais progenitoras do tenddo. A proliferacdo dessas
células ocorre de maneira progressiva e toma conta do tecido lesionado proporcionalmente a
intensidade do dano. A fungéo dessa expressiva proliferacdo ainda ndo e totalmente elucidada,
contudo, algumas evidéncias apontam seu envolvimento na producdo de fatores da resposta de
reparo (XU & MURRELL, 2008; ABATE et al., 2009).

A migracdo celular para o local da leséo € decorrente das alteracbes na permeabilidade
vascular causadas pelo aumento na expressao do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) em resposta a fase aguda da lesdo (MOLLOY et al., 2006). O tecido, naturalmente
pouco vascularizado, torna-se hipervascularizado em funcéo da leséo (PUFE et al., 2005).

Junto as mudancas vasculares, a configuracdo da inervacdo é alterada, sendo essa
observacao relativamente nova no estudo da lesdo tendinea, com relatos a partir da ultima
década (PUFE et al., 2005; ACKERMANN et al., 2002).

Os tenddes sdo conhecidos por possuirem grande fungdo proprioceptiva, dotados de
terminais nervosos: corpusculos de Ruffini (tipo 1), corpusculos de Vater-Pacini (tipo 1),
orgédo tendinoso de Golgi (tipo I11) e terminacdes nervosas livres (tipo 1V). Dessa forma, o

tend&o é sensivel a pressédo, tensao, aceleracdo e desaceleracdo e dor (ABATE et al., 2009).
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Esta inervagdo é dada por ramos de fibras nervosas que ficam confinadas ao
paratenddo (camada de tecido conjuntivo frouxo que envolve o tenddo propriamente dito),
contudo, a degradacdo tecidual apos a lesdo favorece a penetracdo de ramos nervosos por
entre a malha de coldgeno do tend&o, caracterizando entdo uma plasticidade neural no tecido
(Figura 2) (LIAN et al., 2006; SHARMA & MAFFULLLI, 2006; BRING et al., 2007).

A nova configuracdo do tecido também ¢é atribuida ao aumento na expressdo de
metaloproteases de matriz extracelular (MMPSs) e inibidores teciduais de metaloproteases
(TIMPs), as quais sdo induzidas em resposta a citocinas pro-inflamatdrias. Essas enzimas
participam diretamente da modulacdo das taxas de colageno degradado na matriz e, portanto,
da degeneracéo tecidual (PUFE et al., 2005; POITEVIN et al., 2008; ABATE et al., 2009).

Apesar das hipoteses existentes, os fatores que levam a manutencdo do quadro
degenerativo e doloroso na regeneracdo da tendinopatia ainda ndo sao bem claros (RILEY,
2008).

1.3 PLASTICIDADE NEURAL NA TENDINOPATIA

Novas evidéncias apontam para a producdo de substancias sinalizadoras ndo neuronais
por tendcitos, tais como a substancia P, a acetilcolina e o glutamato (ALFREDSON et al.,
2001; FORSGREN et al., 2005; DANIELSON et al., 2006; DANIELSON et al., 2007).

E possivel que essas substancias estejam envolvidas na sinalizagio de dor por ativacio
de fibras nervosas aferentes. Além disso, o brotamento axonal de fibras sensoriais no tendéo
pode contribuir para a sensacdo de dor e consequente perda de funcdo, ainda que isso néo
explique totalmente de onde se origina a quimica da dor na tendinopatia, ja que ndo ha mais
indicios de inflamacéo na fase cronica da lesdao (DANIELSON, 2009).

A participacdo neural nessa lesdo parece mais extensa do que se sabia até entdo.
Existem trés vias neuronais pelas quais o sistema nervoso central (SNC) pode regular o
processo de reparo e amplificar a inflamacdo: a regulacdo autondmica, a sensorial e a
glutamatérgica. Essas vias modulam a resposta inflamatdria através da liberacdo combinada
de diversos neuropeptidios, tais como o neuropeptidio Y, a acetilcolina, a substancia P, o
CGRP, dentre outros (ACKERMANN, 2013; ACKERMANN et al., 2014).
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*Compartimentalizado
*Fibras Orientadas
*Pouco Vascularizado
*Nervos nao penetram na
malha colagena

*Auséncia de compartimento
entre feixes de fibras
*Desorganizagao de fibras
*Neoangiogénese
*Proliferagao de Nervos
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Figura 2. Neuroplasticidade no tenddo. Desenho esquematico mostrando a neuroplasticidade e

angiogénese apds ruptura do tenddo de Aquiles.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor
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1.3.1 Ativacgdo central decorrente de lesbes periféricas: a resposta medular

Reforcando a ideia da participacdo do SNC apds a lesdo tendinea, alteragdes na pata
contralateral a lesdo em modelo murino sugerem que o SNC tem forte envolvimento nesse
controle neuroinflamatério (ANDERSSON et al.,, 2011). Apesar de ainda ndo ser bem
elucidado como e em que fase inflamatéria ocorre, tal implicacdo traz um novo ponto de vista
sobre a evolucéo da lesdo e esclarece o porqué da ndo efetividade de drogas voltadas para a

inflamac&o classica nessa lesdo (RILEY, 2008).

A participacdo do SNC no reparo apos lesdes periféricas se reflete principalmente em
alteracdes observadas na medula. A medula espinhal estd localizada no interior do canal
vertebral da coluna entre o bulbo, como limite superior, e a segunda vértebra lombar, como
limite inferior (LENT, 2010; MACHADO; HAERTEL, 2013).

Assim como o encéfalo, a medula é organizada em substancia branca e cinzenta, sendo
a cinzenta composta predominantemente por neurénios e a branca por células gliais. As
funcbes motoras estdo vinculadas a regido ventral da medula, que convencionalmente se
subdivide, na substancia cinzenta, em cornos ventrais direito e esquerdo. Ja as informacdes
sensoriais sdo conduzidas pelos cornos dorsais direito e esquerdo. O processamento de
informacdo reflexa ou conducédo de informag@o motora ou sensorial ¢ ipsilateral ao hemicorpo
(PURVES et al., 2001; MACHADO; HAERTEL, 2013).

A medula espinhal também ¢é dividida em segmentos cervical, toracica, lombar, sacral
e coccigea. Os nervos periféricos que inervam o corpo surgem a partir de 31 pares de nervos
da medula espinhal, dos quais 8 sdo cervicais, 12 toracicos, 5 lombares, 5 sacrais e 1
coccigeo. Esses nervos deixam a coluna através dos forames intervertebrais e sao
responsaveis por conduzir impulsos nervosos motores, a partir das raizes ventrais, e
sensoriais, nas raizes dorsais (PURVES et al., 2001; MACHADO; HAERTEL, 2013).

Nas regibes cervical e lombar, existe uma area mais espessa que o diametro médio da
medula, que constitui as intumescéncias cervical e lombar, respectivamente. Essas regides
acomodam um maior numero de neurbnios e conexdes necessarias para processar e
retransmitir informacdes relacionadas aos movimentos de membros superiores e inferiores
(PURVES et al., 2001). Os neurdnios responsaveis por processar informacdes do tenddo de
Aquiles e dos musculos gastrocnémio e soéleo estdo localizados na intumescéncia lombar,
mais especificamente, no segmento L5 (YOUNG et al., 1983; PHILLIPS; PARK, 1991).
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Diversas anélises mostraram o envolvimento do SNC apds uma lesdo no SNP através
da avaliacdo dos segmentos lombares da medula espinhal poés-neuropatia induzida por
diferentes modelos de lesdo em nervo periférico (GARRISON et al., 1991; COYLE, 1998;
WANG et al., 2009; ZHANG et al., 2012; MARINELLI et al., 2012). O estudo da expresséo
de marcadores celulares associados a ativacdo celular, tal como o c-Fos (produto do gene
imediato c-fos) e da reatividade glial, como o GFAP, sdo abordagens bastante utilizada para

avaliar a plasticidade apos uma lesdo (WANG et al., 2009).

Sabe-se que estimulos menos lesivos, tais como a retirada da carga suportada pela pata
através da microgravidade e o contato do membro com estimulos térmicos, mecénicos e
quimicos, sdo capazes de causar respostas na medula. Apesar disso, notamos que ndo ha
descricdes acerca de alterac6es medulares em resposta a condicdo de lesdo tendinea. Portanto,
ainda existe uma enorme lacuna relativa as respostas centrais ap6s uma injaria no tenddo
(YANG et al., 2008; McCOY et al., 2012; CHELYSHEV et al., 2014).

1.4 DOR E LIMITACAO FUNCIONAL NA TENDINOPATIA

Boa parte do conhecimento sobre as respostas fisiopatoldgicas as lesGes tendineas
decorrem de pesquisas envolvendo o modelo murino, um excelente modelo animal para
estudar alteracdes fisiol6gicas e comportamentais. A limitacdo funcional apds a leséo tendinea
nestes animais é claramente observada pela alteracdo no padrdo da marcha, bem como através

da diferenca na dimensao da pegada impressa (Figura 3) (MURRELL et al., 1992).

Durante a locomocdo, os ratos, apesar de quadripedes, apresentam analogias com o
padrdo de marcha humano. Os membros anteriores e posteriores precisam se dissociar para
que seja mantido o equilibrio e, portanto, sempre ocorre alternancia entre membros. Esses
movimentos sdo coordenados por centros geradores de padrdes ritmicos na medula e regides
supramedulares, ndo precisando de ativacdo consciente coordenada pelo cértex cerebral.
Somente o conjunto completo de movimentos, a marcha propriamente dita, que depende da
voligdo. Assim, involuntariamente, durante as fases de apoio medio e terminal, o tornozelo
estd em dorsiflex&o, e no inicio da fase de balango estd em flexdo plantar (YU et al., 2001;
LENT, 2010; LIANG et al., 2012).
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Figura 3. Diferengas no padréo de pegadas durante a marcha livre de um animal sadio

(normal) e com lesdo tendinea em fase inicial (experimental).

Fonte: Adaptado de Murrel et al, 1994.
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AlteracGes na biomecénica dessas regides podem ocorrer em fungéo de lesdes. Como
consequéncia, variacGes na frequéncia e amplitude de movimentos, na distancia percorrida
pelo animal e na maneira como o animal posiciona a pata e os dedos no solo para a descarga
de peso indicam perda funcional decorrente de dor ou perda da integridade do tecido (YU et
al., 2001).

Para mensurar as alteragdes funcionais, Murrell e colaboradores (1992) propuseram o
indice funcional de Aquiles (IFA). Esse indice, além de sensivel a lesdo, possui significativa
correlagdo com propriedades biomecénicas, tornando-se um importante indicador da
recuperacdo funcional do animal (MURRELL et al., 1992; BEST et al., 1993; NG et al.,
2003; SEE et al., 2004).

Outra maneira de medir a funcéo do tendao de Aquiles é através da andlise do angulo
articular durante a marcha. Essa analise, baseada no registro de imagem e posterior avaliacdo
dos angulos da articulagdo do tornozelo do animal durante as diferentes fases da marcha,
permitem identificar a melhora funcional e correlaciona-la com o IFA e estudos biomecénicos
(LIANG et al., 2012).

A alteracdo funcional também pode estar associada a dor, definida como uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel relacionada a um dano tecidual real ou
potencial (LONGO et al., 2009; LARSSON & BROMAN, 2011).

A dor, entretanto, ndo é o Unico fator limitante para 0 movimento. A orientagdo
aleatdria e a pouca coesdo entre as fibras apos a lesdo favorecem um maior estiramento com
menor forca de tracdo, prejudicando as propriedades biomecanicas e promovendo a limitacédo
funcional (REDDY et al.,, 1999; WREN et al.,, 2001; GIGANTE et al., 2009). Essas
modificacBes estruturais parecem contribuir para a penetracdo de nervos entre a malha
colagena (BRING et al., 2007).

1.5 OXIDO NITRICO NO REPARO TENDINEO

Em paralelo a todas as alteragdes descritas até agora, é reportado na literatura que apos
a lesdo também ocorre 0 aumento temporalmente ordenado na expressao das enzimas da
familia Oxido nitrico sintase (NOS) e, por conseguinte, na producdo de NO a partir do
aminoéacido L-arginina (LIN et al., 2001; LIN et al., 2001b; MURREL et al., 1997).



27

As enzimas da familia NOS podem ser expressas constitutivamente nos tecidos, como
as isoformas I (NOSI) e Il (NOSIII), ou apéds ativacdo do sistema imunoldgico, como a
isoforma Il (NOSII), que produz NO em larga escala e desempenha, consequentemente, papel
essencialmente citotdxico (MONCADA & HIGGS, 1995; MONCADA et al., 1991;
MONCADA, 1999; VALLANCE, 2003; ABRAMSON, 2008).

O dilema sobre a contribuicdo ou o prejuizo do NO no processo de regeneracdo é
extenso, principalmente quando levado em conta que essa molécula desempenha papel dual —
muitas vezes dependente da concentracdo, do momento do reparo em que a intervencdo é
realizada, do modelo em questdo (in vivo ou in vitro) e/ou do 6rgdo analisado (HSU et al.,
2006; DOOLEY et al., 2007; MATTHIESEN et al., 2008; VERCELINO et al., 2010;
CORSETTI et al., 2010).

Com relacao ao efeito do NO especificamente na regeneracdo tendinea, a maioria dos
trabalhos baseia-se na administragdo sistémica de drogas que modulam a formacao de NO (tal
como ingestdo da droga solubilizada na agua ou injetada via intraperitoneal). Como resultado
desse tipo de intervencgdo, foi observado que o NO é importante para a regeneragdo do tenddo,
pois seu bloqueio pode aumentar a desorganizacdo tecidual, interferir na transcricdo e
traducdo de genes relacionados a regeneracao e intensificar a resposta inflamatéria (MURREL
et al., 1997; DARMANI et al., 2004; MURREL, 2008; MURREL et al., 2007; TOMIOSSO
et al., 2009; MOLLOQY et al., 2006).

Contudo, 0 nosso grupo de trabalho resolveu considerar as préprias limitagdes desses
estudos, representadas principalmente pelos efeitos colaterais que os animais apresentavam
com a administracéo sistémica, e conduzir uma pesquisa visando analisar o efeito do bloqueio
nitrérgico apenas no local da lesdo. Nossos dados mostraram que a inibicdo nitrérgica local foi
bastante benéfica para o reparo tecidual do ponto de vista histologico e funcional, melhorando
0s aspectos estruturais do colageno e a organizacdo celular bem como acelerando a
recuperacdo funcional (MORAES et al., 2013).

Reiterando esse achado, Xia et al (2006) buscavam verificar se o bloqueio da isoforma
NOSII era mais influente no suposto prejuizo da recuperacdo do tecido tendinoso lesionado
em camundongos nocaute, entretanto o estudo findou por mostrar que esses animais
recuperavam-se espontaneamente bem apos a lesdo no tenddo, ou seja, a auséncia dessa

isoforma ndo implicava em problemas cicatriciais.
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Frente aos resultados animadores sobre a remodelagem e a melhora funcional obtidas
pelo nosso grupo através da modulacgdo nitrérgica (MORAES et al., 2013), somados a extensa
literatura sobre a ocorréncia de plasticidade neural periférica apds a lesdo (ALFREDSON et
al., 2001; FORSGREN et al., 2005; DANIELSON et al., 2006; DANIELSON et al., 2007,
BRING et al., 2007; ACKERMANN, 2013; ACKERMANN et al., 2014) e as mais recentes
descobertas que sugerem uma possivel plasticidade central (ANDERSSON et al., 2011) este
trabalho busca investigar os efeitos da modulacao nitrérgica na plasticidade periférica apos a
ruptura tendinea e verificar, pela primeira vez, se ocorre plasticidade central em resposta a

lesdo.
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OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar os efeitos da lesdo tendinea na plasticidade do sistema nervoso central e

investigar o efeito da modulacdo nitrérgica na plasticidade periférica e na limitagdo funcional

em modelo murino.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

No tendao:

Identificar o efeito da modulacdo nitrérgica na organizacdo tecidual do tenddo de
Aquiles de ratos.

Identificar o efeito do sistema nitrérgico sob a proliferacdo e morfologia celular na
fase de remodelagem da leséo;

Detectar o efeito da modulagéo nitrérgica na producéo de colageno tipo | na fase de
remodelagem da leséo;

Comparar o efeito da modulacéo nitrérgica no padrdo de organizacédo ultraestrutural do
colageno na fase de remodelagem da lesao;

Identificar o perfil de frequéncias do diametro de fibras coladgenas na fase de
remodelagem da lesdo ap6s modulacéo nitrérgica;

Avaliar a presenca e organizacdo de terminais axonais no tenddo na fase de
remodelagem da lesdo em nosso modelo;

Avaliar o efeito da modulacdo nitrérgica no padrdo de inervacado tendinea ap6s a leséo,
na fase de remodelagem;

Avaliar o efeito da modulagdo nitrérgica sobre pardmetros de recuperacao funcional

(IFA, angulo articular e locomocéo) apos a lesao;

Na medula:

Caracterizar a regido lombar da medula espinhal especificamente no segmento

vertebral L5 por histoquimica, comparando-o entre 2 e 21 dias apés a lesdo tendinea.
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Avaliar possiveis alteracdes no perfil de expressdo de GFAP na medula (segmento
vertebral L5) na fase inicial e tardia da leséo.

Detectar quais células sdo ativadas na medula (segmento L5) na fase inicial e tardia da

lesdo através de dupla marcagdo para neurdnio-c-Fos ou glia-c-Fos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1  ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para o desenvolvimento do presente trabalho utilizamos ratos adultos (Rattus
novergicus) da linhagem Wistar, todos machos, os quais foram obtidos do Biotério Central do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Para (ICB-UFPA). Os animais
foram alojados em gaiolas de polipropileno padrdo, mantidas em ambiente com ciclo
claro/escuro de 12 horas e recebendo &gua e racao balanceada ad libitum.

O manuseio e os procedimentos com 0s animais seguiram 0s preceitos éticos que
regem a execucao de testes experimentais, além disso o projeto foi aprovado pelo Comité de

Etica em Pesquisa Animal da UFPA sob parecer 114-13.

Para a execucdo dos experimentos, os animais foram divididos em seis grupos
experimentais, conforme descrito na Tabela 1. Os grupos SAL, L-NAME e SNP receberam
tratamento entre 0 2° e 0 21° dia pos-lesdo (DPL), o que foi estabelecido em fungdo da
preocupacdo em manter as defesas naturais atribuidas a fase aguda da inflamacdo. A
administracdo do volume de 50 ul dos produtos, especificados na Tabela 1, foi realizada com
auxilio de uma seringa de insulina na regido paratendinea, a partir do 2° dia pds-lesdo, e
ocorreu em dias alternados visando minimizar o estresse causado pelas injecdes e

manipulacdes no animal.

3.2 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Para a realizacdo da ruptura cirurgica do tenddao de Aquiles, os animais foram
anestesiados com a mistura das solucGes de cloridrato de cetamina 10% (80 mg/kg) e
cloridrato de xilazina a 2% (12 mg/kg) por via intraperitoneal. Apos testar os reflexos
dolorosos do animal para confirmar a efetividade do plano anestésico, a pele sobre a regido
posterior da pata posterior direita foi tricotomizada e em seguida realizou-se a assepsia do

local com solucgéo de iodo 2%.
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Tabela 1. Grupos experimentais e concentragoes das drogas utilizadas.

Grupo Tratamento Concentracéao

CTRL Controle, sem cirurgia -

SAL Salina, cirurgia + Solucéo isotnica de 0,9%
NaCl

L-NAME Cirurgia + L-nitro-arginina-metil-éster 5 mm*

(Sigma, St. Louis, Mo. USA), inibidor da

sintese de 6xido nitrico.

SNP Cirurgia + Nitroprussiato de sodio 3 mm?
(Sigma, St. Louis, Mo. USA), um doador
de NO.
2 dias Cirurgia. Representa a fase aguda -
21 dias Cirurgia. Representa a fase de -

remodelagem

A concentracdo de 5 mM ja mostrou-se efetiva em trabalho previamente publicado pelo grupo (Moraes et al,
2013).

2A concentragcdo de 3 mM foi escolhida apds busca na literatura sobre uso local e incubagdo de tecidos ou
células em nitroprussiato de sédio com o modelo murino. Verificamos efetividade, nessas condigdes, entre as
faixas de 1 mM a 3 mM, ja apresentando toxicidade associada ao NO. A fim de verificar um efeito bem efetivo
da droga, escolhemos a maior concentragdo (IZUME et al., 1993; SIU et al., 2004; BASTIANETTO et al., 2010).
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O procedimento cirargico (Figura 4) consistiu de uma incisdo longitudinal na pele
acima da insercdo calcanea para ter acesso ao tenddo de Aquiles, o qual foi dissecado dos
tecidos envolventes e seccionado totalmente por cisalhamento transversal com auxilio de uma
tesoura, seguido imediatamente por reparo segundo a técnica modificada de Kessler
(MURREL et al., 1992; MORAES et al., 2013). A pele também foi suturada com fio de
poliamida monofilamento ndo absorvivel nimero 4.0 e submetida novamente a assepsia.

Apos a lesdo tendinea ndo houve nenhuma restricdo ou imobilizacdo do segmento,
apenas higienizacdo diaria com solucdo fisioldgica até a cicatrizacdo da pele. Ao final dos
tratamentos estabelecidos para cada grupo experimental os animais foram decapitados ou
perfundidos via transcardiaca com solucdo salina isotonica seguido de paraformoldeido 4%
(PFA), ambos com pH 7,4. A técnica de perfusdo foi realizada com prévia anestesia do animal
por cloridrato de cetamina 10% (80mg/kg) e cloridrato de xilazina a 2% (12 mg/kg) e na

auséncia de sinais dolorosos.

3.3 PESAGEM DOS ANIMAIS

Como um dos efeitos notaveis da inibicdo nitrérgica sistémica é a perda de massa
corporal (YUAN et al, 2003), acompanhamos esse pardmetro para averiguar se alteracoes
sisttmicas chegam a ser induzidas pela administragdo local da droga. Para isso, todos 0s
animais foram pesados antes do inicio dos experimentos e uma vez por semana até o dia da

decapitacdo ou perfusdo para posterior analise comparativa com o grupo controle.

3.4 MICROTOMIA

As amostras de tenddo e medula espinhal foram dissecadas a fim de remover os
tecidos adjacentes. As amostras de tendGes e de medula espinhal foram pds-fixados em PFA
4%, ambos overnight. Passado o tempo final de fixacdo, os tecidos foram lavados em tampéao
fosfato (TF) 0,1M, pH 7,4, por 3 vezes consecutivas de 5 minutos cada e mantidas em TF a
4°C até o preparo para os cortes. Antes da execucdo dos cortes, o material passou por
crioprotecdo em solucdes crescentes de sacarose (10%, 20% e 30%) em temperatura ambiente

e depois mantidos em uma solucdo a 30% até o momento da criomicrotomia.
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gastrocnémio

Tendao plantar
(intacto)

Sutura de Kessler
modificada
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(cortado)

Figura 4. Procedimento de ruptura cirargica e sutura do tendao de Aquiles. Em A, notar
o isolamento do tenddo (cabeca de seta) e 0 momento de ruptura cirdrgica com a tesoura
(seta). Em B, a representacdo esquemaética da sutura do tenddo é mostrada através da técnica
de sutura de Kessler, com algumas adaptac@es para o tamanho reduzido do tenddo de Aquiles
de ratos. A linha tracejada indica que o fio de sutura esta por dentro do tecido e a linha

continua mostra o que esta por cima.
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Para obtencdo das sec¢des histoldgicas, o material foi embebido em Tissue Tek
(Sakura Finetek, Inc., Califérnia, USA) no ambiente do criostato (Leica, CM3050 S), cuja
temperatura era mantida a -24°C. Os tecidos foram cortados em seccdes de 20 pm de
espessura com orientacdo longitudinal para o tendao e transversal para a medula. Todas as
seccOes obtidas foram transferidas para ldminas histolégicas previamente gelatinizadas. Cada
lamina, com no mé&ximo 6 secg¢des, foi criteriosamente organizada, numerada e armazenada a
-20°C em caixas organizadoras de laminas até o momento do uso para histoquimica ou

imunohistoquimica.

35 COLORACAO POR HEMATOXILINA EOSINA

Para avaliar a integridade e organizacdo tecidual no tenddo de Aquiles e na medula
espinhal, bem como a presenca de vasos no tenddo, utilizamos a técnica de coloracdo por
hematoxilina e eosina (H&E). Como o material obtido foi congelado para a obtencdo dos
cortes, ndo necessitando de desidratacdo nem imersdo em parafina, varios passos do protocolo
convencional da H&E foram eliminados.

Sendo assim, as ldminas foram imersas em agua destilada por 5 mim e em seguida em
solucdo de hematoxilina de Harris (Sigma-Aldrich) por 40 segundos, lavadas em agua
deionizada por 20 minutos, imersas em solucdo de eosina por mais 30 segundos e entdo
lavadas em agua deionizada por mais 20 minutos. Apos esse ultimo passo, as laminas foram
desidratadas ao passar por uma bateria crescente de alcool e montadas em glicerol a 30%.

Um microscopio de luz (Nikon, Eclipse Ni, Yokohama, Japan) com camera digital
(Nikon, DXM 1200, Japan) acoplada foi usado para analise histoldgica e captura de imagens,

as quais foram armazenadas para posterior analise.

3.6 CONTAGEM DE CELULAS

Ap0s obtencdo das seccbes do tenddo de Aquiles na espessura de 20 um, o material foi
marcado com o classico marcador nuclear 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). A marcacgéo
obtida por esse método permitiu utilizar as imagem capturadas através do microscopio de
fluorescéncia para a quantificacdo do numero de células. Apds a aquisi¢cdo das imagens,
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utilizamos os recursos do programa de computacdo Image J® (National Institute of Mental
Health, USA). As imagens passaram por um tratamento para aumentar o contraste,
evidenciando ainda mais apenas os nucleos e evitando marcacdo inespecifica de fundo

azulado.

A seguir, as imagens foram convertidas para o formato binario, conforme indicado
pelo programa, e entdo foi solicitado que o programa de computacao realizasse a analise de
particulas, as quais tiveram os valores maximos e minimos previamente medidos com auxilio
da ferramenta “straight line” para ajuste do programa. Os dados de cada imagem foram salvos

para posterior analise estatistica.

3.7 IMUNOFLUORESCENCIA

Para esta técnica foram utilizadas sec¢des histolégicas provenientes do tenddo de
Aquiles e da medula espinhal no local correspondente ao segmento vertebral L5, conforme
mencionado previamente. Os procedimentos descritos a seguir baseiam-se no protocolo
disponivel no site da ABCAM®.

As secces histologicas foram lavadas em PBS por 3 vezes durante 5 minutos cada,
tratados com cloreto de aménio por 40 minutos, permeabilizado a temperatura ambiente com
solugédo de triton X-100 0,3% mais BSA 1% por 1 hora, lavados em PBS novamente e
incubados overnight em cdmara Umida a 4°C com o anticorpo primario diluido em solucéo de
triton X-100 e BSA1%.

No dia seguinte os cortes foram lavados em PBS por 3 vezes durante 5 minutos e
depois incubados por 2 horas em temperatura ambiente e protegido da luz com o anticorpo
secundario diluido em solucdo de BSA 1%. Por fim, o material foi lavado novamente em
PBS, tinham os nucleos corados com DAPI por 2 minutos e foram lavados mais 3 vezes em
PBS para remover o excesso de DAPI sendo em seguida montados em N-propil-galato (20
).

Grupos controle negativo foram usados para avaliar a especificidade da marcacao
imunohistoquimica através da omissdo do anticorpo primario. Para as duplas marcacdes,
utilizamos nas fases de incubacdo um mix de anticorpos primarios e posteriormente
secundarios, mantendo-se 0s mesmos passos acima descritos. As especificacbes dos

anticorpos e as dilui¢fes utilizadas estdo descritas na Tabela 2.
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Tabela 2. Lista de anticorpos primarios e secundarios utilizados para a
imunofluorescéncia.
ANTICORPO ESPECIFICACAO DILUICAO
_ IgG de coelho. Policlonal
Anti-GFAP (H-50) ) 1:200
Santa Cruz Biotechnology
_ ] IgG de coelho. Policlonal.
Anti-Neurofilamento (N-14) ] ) 1:200
Sigma-Aldrich
_ IgG de cabra. Policlonal
Anti-c-Fos (4) ) 1:200
Santa Cruz Biotechnology
_ IgG de cabra. Policlonal
Anti-COL1A1 (D-13) _ 1:200
Santa Cruz Biotechnology
IgG de cabra anti-coelho
Alexa Fluor 488 1:1000
Molecular Probes
IgG de coelho anti-cabra
Alexa Fluor 594 1:1000

Molecular Probes




38

3.8 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA CONVENCIONAL E CONFOCAL DE
ESCANEAMENTO A LASER

As analises de microscopia foram realizadas no tecido obtido e processado para
imunofluorescéncia ou histoquimica, tanto de medula quanto de tenddo. O material final
encontra-se em laminas de vidro cobertas com laminulas de 0,13mm de espessura e
dimens@es de 24x60 mm. Um microscopio de fluorescéncia convencional Eclipse Ni (Nikon,
Yokohama, Japan) com os filtros (UV, azul e verde), lente objetiva de ampliagdo para 10, 20
ou 40 vezes e abertura numérica respectivamente de 0,45; 0,75 e 0,95 foi usado para anélise
da ocorréncia e distribuicdo das marcac¢des, bem como utilizamos o método de luz transmitida
para a andlise do tecido corado por imunohistoquimica. Toda a analise do material foi
realizada por meio de fotomicrografias obtidas através de um sistema de camera digital
(Nikon, DXM 1200, Japan) acoplada ao microscopio e controlada pelo software NIS-
Elements (Nikon). Para a microscopia confocal, o tecido foi visualizado em um microscopio
LSM 510 META (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) com uma lente objetiva apocromatica
plana cuja ampliacdo é de 10 vezes e abertura numeérica de 0,30 utilizando o programa ZEN
2011 (Carl Zeiss). As moléculas fluorescentes foram excitadas com linhas de laser de
comprimento de onda de 488 ou 561 nm. O diametro da abertura do pinhole foi ajustado para
permitir a sele¢do da fluorescéncia proveniente de fatias Opticas entre < 15 pm e 140 pm no
plano axial do foco da lente objetiva. A excitacdo do DAPI foi realizada por 2 fétons,

utilizando um laser infravermelho em 780 nm.

3.9 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

Amostras do tenddo de Aquiles dos animais também foram processadas para analise
por MET. Apds disseccdo dos tenddes, o tecido foi cortado em pedacos de aproximadamente
1 mm? e fixados em glutaraldeido 2,5% em tampéo cacodilato de sédio (TCS) 0,1M overnight
a 4°C. No dia seguinte, as amostras foram submetidas a trés lavagens de 30 minutos cada com
TCS a 0,1M e em seguida as amostras foram pos-fixadas em solucao de tetroxido de dsmio

1% em TCS por 1 hora em temperatura ambiente. Uma vez pés-fixado, o material foi lavado
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por 3 vezes de 20 minutos cada em TCS e colocado em solugfes crescentes de acetona a 50%,

70% e 95% por 1 hora cada e permaneceu overnight na de 100%.

Ao final da fase de desidratacdo, iniciou-se a fase de impregnagdo com resina EPON.
Para isso, o material passou por diferentes concentragdes de resina EPON a 30%, 50% e
100% diluida em acetona PA e permanecendo em cada etapa por 24 horas na temperatura
ambiente e protegido da umidade. Depois de atingir a maior concentragdo de resina, a mesma

foi polimerizada em estufa de secagem por 72 horas a 60°C.

A amostra foi entdo desenformada e preparada para ser seccionada por
ultramicrotomia (Leica Microsystems,Vienna, Austria) na expessura de 70 nm com navalha
de diamante. As seccdes ultrafinas foram coletadas com grades de cobre para microscopia

eletrénica de 300 mesh e armazenados em caixas apropriadas para este fim em dessecador.

O material foi contrastado com acetato de uranila 2,5% e citrato de chumbo segundo
Reynolds (1963). Todas as grades obtidas foram observadas pelo microscopio eletrénico de
transmissdo FEI Morgagni, 80 kV (FEI Company, Eindhoven, The Netherlands). Todo o
processamento e uso do MET foi realizado no Instituto de Microbiologia Paulo Gées, na

Universidade Federal do Rio de Janeiro sob supervisdo do Prof. Dr. Ulysses Lins.

3.10 INDICE FUNCIONAL DE AQUILES

Este teste comportamental foi realizado em todos os animais (4 a 5 por grupo) no
periodo pré-operatorio, assim como na fase pos-operatoria em 7, 14 e 21 dias. Para a
execucdo dessa avaliacdo, os ratos foram colocados em um aparato de madeira nas dimensoes

de 10 cm de largura por 60 cm de comprimento e 20 cm de altura (figura 5).

O assoalho desse aparato foi forrado com um papel branco e os animais tiveram suas
patas traseiras pintadas com tinta atoxica para, em seguida, serem colocados no aparato para
caminhar em linha reta, deixando impresso no papel as pegadas. Esse papel foi codificado e
digitalizado para analise com o software Image J®.

A andlise dos parametros do IFA foi realizada a partir do segundo par de pegadas do

animal, e o indice foi calculado de acordo com a equacédo descrita abaixo:

IFA = 74(PLF) + 161(TSF) + 48(1TF) - 5
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Figura 5. Aparato em madeira utilizado para coletar as pegadas dos animais deixadas
impressas em papel para o célculo do indice funcional de Aquiles.

Fonte: Dados do autor
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Os elementos da equacdo correspondem aos dados obtidos da pegada do animal
(Figura 6). O maximo comprimento da pegada é definido como o fator de comprimento da
pegada (PLF), e obtido por PLFgsq - PLFpir / PLFpjr. A distancia entre o primeiro e o quito
dedo é chamado de fator de espalhamento dos dedos do pé (TSF), e obtido por TSFpi; —
TSFesq / TSFesq. Por fim, a distancia entre o segundo e o quarto dedo é o fator teste
intermediario (ITF), calculado por ITFpj — ITFesq / ITFesq. Os fatores foram previamente

obtidos e calculados para compor a equacao do IFA (MURRELL et al., 1992).

3.11 ANGULO ARTICULAR

O angulo articular é uma medida biomecanica referente a cineméatica do movimento, a
qual permite detectar a amplitude de movimento articular, que no presente trabalho se
restringe ao tornozelo. A andlise, fundamentada no trabalho de Liang et al., 2012, foi
realizada por meio da filmagem da marcha do animal em linha reta sobre 0 mesmo aparato

usado para o IFA.

Para executar esta analise, os animais foram imobilizados e tiveram as articulagcfes do
tornozelo, joelho e quadril identificadas por meio da palpacdo e marcadas com caneta de
maneira bem visivel em pontos chave (lateral ao joelho; lateral ao tornozelo e na cabeca do
quinto metatarso), de modo a ser possivel observar esses pontos na filmagem. Em seguida, 0s
animais foram colocados no aparato, entretanto este estava invertido a fim de fornecer ao
animal apenas um espaco estreito para a locomoc¢dao, o que favorecia a marcha em linha reta,
além de permitir a filmagem completa do animal em perfil, uma vez que as laterais estavam

completamente livres.

Para a filmagem, um tripé com camera acoplada foi posicionado a 1,20 m de altura,
em relagdo ao solo, e a distancia de 1 m do aparato. A camera foi previamente ligada e o
animal colocado no aparato. Apds obtengdo da filmagem (25-30 quadros/segundo) de pelo
menos 3 passadas sequenciais dos animais, os videos foram salvos no formato AVI no

computador para posterior analise.
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Figura 6. Obtencéo das medias para o calculo do IFA.

Fonte: Adaptado de Murrel et al, 1992.
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A anélise foi realizada utilizando-se o software Image J®. Os videos foram abertos no
software, o botdo play acionado e pausado nos frames referentes as fases da marcha
conhecidas como apoio médio e pré-balanco. Essas fases foram escolhidas devido ao maior
tempo a elas atribuidas e a estabilidade do movimento articular das mesmas permitir a
visualiza¢do adequada do angulo articular nas condi¢Ges de captura de imagem da camera de
video (nimero de quadros/s). As demais fases sdo rapidas, sem contato com o solo (aéreas),
ou pouco detectaveis no video, inviabilizando a deteccdo do angulo do movimento com
exatiddo. A fase de apoio médio e pré-balanco sdo caracterizadas, respectivamente como, 0
momento em que um Unico membro posterior estd apoiando o peso do corpo enquanto o outro
membro posterior entra na fase de balango e 0 momento em que o membro de apoio transfere
0 peso do corpo para o membro contralateral e prepara-se para a fase de balanco, ou seja, para
sair do contato com o solo (LIANG et al., 2012).

Apos a identificagdo dos quadros com as fases da marcha acima citadas, a ferramenta
angle foi acionada e os pontos de referéncia previamente marcados no animal foram
interligados para a determinacdo do angulo do tornozelo com a subsequente utilizacdo da
ferramenta measure. Um quadro com informacédo sobre o angulo medido foi informado e o

dado armazenado em uma planilha para analise estatistica.

3.12 ATIVIDADE LOCOMOTORA

Para avaliar a atividade locomotora do animal, utilizamos um aparato em madeira com
formato circular (Open Field) e livre de odor no qual o animal foi posicionado no centro e
permaneceu por 3 minutos executando movimento espontaneo, enquanto todo o seu
deslocamento foi filmado. E importante ressaltar que todos os animais passaram pela
habituacdo ao novo aparato, por duas vezes em dias diferentes, evitando assim um
comportamento exploratério diferente no momento da realizacdo do teste. Os videos obtidos
foram analisados com auxilio do software X-Plo-Rat®, configurando-o para o teste de campo
aberto, tipo arena 6x6, no tempo de 180s. Os dados obtidos foram salvos em planilhas

eletrbnicas para a analise estatistica.
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3.13 ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados foi realizada através de teste t de Student para
comparacao entre duas médias de grupos diferentes ndo pareado ou pelo teste U de Mann-
Whitney, quando apropriado. Também foi realizado Analise de Variancia de um fator (one-
way ANOVA) com poés-teste de Tukey para comparagbes multiplas, bem como a anélise
descritiva e testes de normalidade aplicados utilizando o programa Prism 5 (GraphPad, La
Jolla, EUA). Os valores de P inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos. Os dados foram expressos como média + desvio padrao.
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4 RESULTADOS

4.1. EFEITO DA MODULACAO NITRERGICA NO GANHO DE MASSA CORPOREA
DE RATOS TENOTOMIZADOS

Os animais utilizados no estudo foram mantidos em iguais condi¢des no biotério
experimental, dessa forma, o ganho de peso dos mesmos deveria ser mantido semelhante entre
0S grupos.

Para assegurar que o efeito da modulacdo nitrérgica foi apenas local, alem de
administrar as drogas exclusivamente no local da lesdo, acompanhamos o ganho de massa
entre 0s grupos experimentais. Os animais tratados ou ndo com drogas injetadas no local da

lesdo ndo apresentaram variacao na massa corporea entre 0s grupos (Figura 7).

4.2. EFEITO DA MODULACAO NITRERGICA NA ATIVIDADE EXPLORATORIA E
DESEMPENHO FUNCIONAL DE RATOS TENOTOMIZADOS

Investigamos se a lesdo tendinea e o0s respectivos tratamentos influenciaram na
atividade locomotora do animal (apresentado como a quantidade de quadrantes cruzados).
Verificamos que no dia zero, antes de haver lesdo, os diferentes grupos ndo apresentaram
diferengas quanto a atividade locomotora (Figura 8). Porém, no 7° DPL, todos 0s grupos
lesionados (SAL: 61,1 £ 30; L-NAME: 24,8 £ 10,2; SNP: 34,17 £ 5575 vs. CTRL, p =
0,0019) apresentaram reducdo na locomogéo se comparado ao CTRL (85 + 35,3).

Entretanto em 14 DPL a atividade locomotora de todos os grupos (SAL: 52,5 £ 28,6;
L-NAME: 58,3 + 7,33; SNP, 48,66 + 30 vs. CTRL, ns) volta aos niveis do CTRL (80,66 +
33), porém em 21 DPL a atividade locomotora apresentou-se novamente reduzida para todos
0s grupos quando comparado ao CTRL (SAL: 48,83 + 4,10; L-NAME: 61 + 6,7; SNP: 19,5 +
4 vs. CTRL, p < 0,0001). Entre os grupos, ndao houve diferenca do SAL com o L-NAME.
Contudo, frisamos que o grupo SNP apresentou o pior desempenho na locomogéo, havendo

reducdo estatisticamente significativa nesse pardmetro quanto aos demais grupos.
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Figura 7. Efeito da modulacédo nitrérgica no ganho de massa corporea de ratos sujeitos a
ruptura cirdrgica do tenddo de Aquiles direito. Os animais receberam agua e racdo ad
libitum durante todo o periodo experimental. N > 4. Média =+ DP. N&o houve diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos nos periodos analisados.
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Figura 8. Efeito da modulacéo nitrérgica na atividade exploratoria. Os animais foram
filmados dentro de um aparato por 3’ ao realizar exploragao livre do ambiente. N =5 (CTRL,
SAL, L-NAME) e N = 4 (SNP). Média £ DP. ANOVA - Tukey, * indica diferenca entre
todos os grupos vs. CTRL. « mostra diferenca entre L-NAME vs. SNP. # indica diferenca
entre SAL vs. SNP. p = 0,0019 para a comparacdo em 7 dias e p < 0,0001 para a comparagado

em 21 dias pds-lesdo.
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Para a analise funcional da pata posterior dos animais, dois testes foram conduzidos: o
indice funcional de Aquiles e a analise da marcha. Ambos usados com objetivo de identificar
se as intervencgdes realizadas influenciavam na resposta funcional. Os resultados do IFA
sugerem que todos os animais que sofreram injuria apresentaram queda nos valores do IFA
em 7 dias, independente do tratamento (p = 0,0085) (Figura 9).

No 14° DPL apenas o grupo SAL apresentou valores inferiores ao do CTRL (p =
0,0041). Porém na andlise em 21 DPL verificamos que os grupos SAL e SNP apresentaram
valores mais negativos do IFA se comparados ao CTRL (p = 0,0076), refletindo em pior
desempenho funcional, enquanto que os animais tratados com L-NAME néo diferiram do
CTRL.

Verificamos, em dois importantes momentos da marcha, a presencga de variagdes no
angulo articular em resposta a modulacao nitrérgica. Na fase de apoio médio, a pata posterior
do animal esta em contato com o solo e tem o peso do corpo transferido para esta, enquanto o
lado contralateral inicia a fase de balanco. A fase de pré-balanco é caracterizada pela flex&o
da pata analisada ao nivel da juncdo metatarso-falangeana a fim de se preparar para sair do
contato com o solo e iniciar a fase aérea (Figura 10).

Os resultados referentes ao apoio médio indicam que antes da lesdo (dia 0), ndo houve
variagcdo no angulo articular entre grupos. Contudo, no 7° DPL, apenas os grupos SAL e L-
NAME apresentaram reducdo angular em relagédo ao CTRL (Figura 11).

Em 14 DPL todos os grupos apresentaram reducdo nos valores do angulo articular
comparados ao CTRL. Contudo, notamos que ap6s 21 DPL ndo houve diferenca entre L-
NAME e CTRL, apenas SAL e SNP ainda apresentaram o angulo articular reduzido quando
comparados ao CTRL. Enfatizamos ainda que o angulo articular do grupo SAL foi inferior
ndo somente ao CTRL, mas também ao L-NAME.

A figura 12 mostra os resultados da analise do pré-balanco. No dia zero ndo houve
diferenca no angulo articular entre os grupos, no entanto em 7 e 14 DPL todos 0s grupos
apresentaram reducéo nos valores angulares quando comparados ao CTRL.

Jaem 21 DPL, ¢ interessante notar que ndo houve diferenca entre o grupo L-NAME e
o CTRL. Diferente do que ocorre com o0s grupos SAL e SNP, cuja diferenca ainda € mantida
em relacdo ao CTRL. Segundo a anélise estatistica, apenas o SNP apresentou diferenca

também em relacdo ao L-NAME.
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Figura 9. Papel da modulagdo nitrérgica na recuperacao funcional de ratos submetidos
a ruptura cirurgica do tenddo de Aquiles direito atraves da andlise do indice funcional
de Aquiles. Os animais foram analisados antes da lesdo e a cada 7 dias até o 21° dias de
injuria. N > 4. Média = DP. ANOVA-Tukey, * p = 0,0085 todos os grupos vs CTRL. « p =
0,0041 SAL vs CTRL. #p =0,0076 SNP e SAL vs CTRL.
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Figura 10. Frames representativos da marcha de ratos submetidos a ruptura cirdrgica
do tend&@o de Aquiles direito. As imagens mostram qual era o posicionamento articular do
tornozelo (pata direita) dos animais na fase de pré-balango e apoio médio em cada grupo de

tratamento apds 21 dias de lesdo ou de acompanhamento de animais sem lesao.
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Figura 11. Fungdo da modulag&o nitrérgica na analise da marcha de ratos submetidos a
ruptura cirurgica do tenddo de Aquiles direito: analise do angulo articular na fase de
apoio médio. Os animais foram analisados antes da leséo e a cada 7 dias até o 21° dia pos-
lesdo. N > 4, Média + DP. ANOVA-Tukey, * p = 0,016 SAL e L-NAME vs. CTRL. *** p =
0,0007 todos os grupos vs. CTRL. ** p = 0,003 SAL e SNP vs. CTRL. # p = 0,003 SAL vs L-
NAME.
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Figura 12. Fun¢do da modulagéo nitrérgica na anélise da marcha de ratos submetidos a
ruptura cirurgica do tendao de Aquiles direito: analise do angulo articular na fase de
pré-balanco. Os animais foram analisados antes da lesdo e a cada 7 dias até o 21° dia pos
lesdo. N > 4. Média = DP. ANOVA-Tukey, * p > 0,0001 todos os grupos vs. CTRL. ** p =
0,004 todos os grupos vs. CTRL. # p = 0,0017 SAL e SNP vs. CTRL. + p < 0,01 SNP vs. L-
NAME.
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4.3. EFEITO DA MODULACAO NITRERGICA NA ORGANIZACAO DO TECIDO EM
TENDOES DE RATOS TENOTOMIZADOS

O tecido tendineo do grupo CTRL apresentou as caracteristicas histolégicas normais,
descritas a seguir: pouca densidade de células (tenocitos), de morfologia alongada e
orientacdo em fileira; auséncia de vasos sanguineos ou terminais nervosos e matriz
extracelular em abundéancia, tendo o colageno tipo | como o principal constituinte, sdo outras
caracteristicas bem descritas do tenddo, o qual é o principal exemplo de tecido conjuntivo
denso modelado na classificagdo histolégica do tecido conjuntivo.

Nos grupos SAL, L-NAME e SNP, a desorganizacgdo celular e tecidual é evidente em
relacdo ao grupo CTRL. Contudo, destacamos a melhor organizacédo tecidual (colageno) do
grupo L-NAME e pior padrdo de organizacdo no grupo SNP. O grupo SAL apresentou
organizacao intermediaria se comparada a esses grupos, evidente na HE e autofluorescéncia
(Figura 13).

Os grupos SAL e SNP parecem conter maior numero de células se comparado ao
grupo L-NAME (quantificado a seguir). Ressaltamos que 0s grupos SAL e SNP apresentaram
maior vascularizagdo em relacdo ao L-NAME, sendo novamente mais um ponto favoravel

para a inibicao nitrérgica no tecido sob o pardmetro de regeneracao e reorganizacgao tecidual.

4.4. IMPLICACAO DA MODULACAO NITRERGICA NO NUMERO E ORGANIZACAO
DE CELULAS EM TENDOES DE RATOS TENOTOMIZADOS.

A quantificacdo do ndmero de células no tecido € parametro indicativo de
recuperacdo, isso ocorre quando a densidade celular esta mais baixa. Observamos através da
marcagdo para DAPI (Figura 14) que houve um aumento no nimero de células no tecido de
todos os animais lesionados em relagdo ao grupo CTRL (492,7 + 34,5 vs. SAL, L-NAME e
SNP; p < 0,0001). Entretanto o tratamento com L-NAME (999 + 73,6 vs. SAL e SNP; p <
0,0001) resultou em menos células no tecido quando comparados aos grupos SAL (1140 +
51,2) e SNP (1134 + 31,5). Notamos tambeém que a organizacdo e morfologia mais alongada,
anédloga ao CTRL, foi encontrada no grupo L-NAME, enquanto mais desalinhamento e
morfologia celular arredonda foi verificada nos grupos SAL e SNP.
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Figura 13. Colora(;ao para hematoxilina & eosina e autofluorescéncia em cortes
longitudinais do tenddo de Aquiles de ratos apds 21 dias de lesdo tendinea acompanhada
dos tratamentos locais. Barra da escala: 100 um
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Figura 14. Efeito da modulagdo nitrérgica no namero, organizacédo e morfologia celular
do tenddo de Aquiles direito de ratos tenotomizados. As secc¢des histoldgicas foram
marcadas com DAPI e analisadas com microscopia de fluorescéncia. Os quadros inseridos
mostram a morfologia nuclear/celular. A analise foi realizada com auxilio do software Image
J®. N = 6. Média + DP. * CTRL vs. demais grupos, # SAL vs. L-NAME, * SNP vs. L-NAME,
p < 0,0001.
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4.5. EFEITO DA MODULAGAO NITRERGICA NA EXPRESSAO DE COLAGENO TIPO
| EM TENDOES TENOTOMIZADOS

A marcagdo para colageno | (COL1A1L) € demostrada na Figura 15. Verificamos que o
grupo CTRL apresenta baixa expressao basal de colageno (tanto na matriz quanto préximo ao
nucleo — intracelular) ndo sendo detectada ativa produgdo dessa proteina, uma vez que o
turnover € baixo em animais sadios. Nos grupos SAL, L-NAME e SNP, cujos animais
sofreram lesdo tendinea, identificamos a presenca de células expressando altos niveis de
coldgeno (marcacGes intensas localizadas préximo aos nucleos, provavelmente indicando
col&geno intracelular para secre¢do). No entanto, a exposicdo de colageno ao aumento de NO,
que ocorre nas condicdes experimentais SAL e SNP pareceu diminuir a deposi¢do na matriz,
sendo a inibicao nitrérgica (L-NAME) mais eficiente para a deposicao de colageno | na matriz

extracelular (marcagdo mais intensa para COL1AL no meio extracelular).

4.6. IMPLICACAO DA MODULACAO NITRERGICA NA ULTRAESTRUTURA DO
TENDAO DE ANIMAIS TENOTOMIZADOS

Para melhor detalnamento das imagens de MET, estas foram divididas em Figura 16,
que mostra a organizagdo da matriz extracelular e caracteristicas celulares, e Figura 17, que

destaca o perfil de secrecdo no momento de surgimento da fenda na membrana celular.

A analise ultraestrutural no grupo CTRL apresentou células alongadas e com pouco
citoplasma (Figura 16, A e B). Em torno dos tendcitos sdo observadas fibras de colageno
maduras (indicado com *), constatado pelo grande didmetro das fibras. Podemos notar
também a secre¢do do colageno (Figura 17, A, indicado por seta), o que é mais dificil de ser
encontrado no animal sadio devido a lenta taxa de reposicdo dessa proteina, que podem ser
facilmente reconhecidas pelo formato arredondado de sua seccéao transversal.

No grupo SAL observamos células com morfologia muito diferente do CTRL,
havendo maior caracteristica de espalhamento e arredondamento das mesmas (Figura 16, D e
E). A matriz proxima ao tendcito é representada por fibras de menor diametro e areas sem
fibras (indicado por »). Em relagdo a secrecdo de proteinas, notamos que as cisternas do
complexo de Golgi estdo mais dilatadas, bem como suas vesiculas secretorias (Figura 17, B,

indicado com seta), porém contém um material diferente do colageno fibrilar.
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Figura 15. Marcacéo imunofluorescente para COL1Al em tend&o de ratos submetidos a
ruptura cirurgica do tendao de Aquiles direito. A lesdo induziu o aumento na expresséo de
colageno tipo I, representado pelo aumento na marcacéo para COL1AL em animais lesionados
e tratados com SAL, L-NAME e SNP apo6s 21 dias de lesdo. O tratamento com L-NAME

pareceu aumentar a deposic¢do na matriz desse tipo de colageno. Barra da escala = 50um.
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O grupo tratado com L-NAME (Figura 16, F e G) apresentou células arredondadas,
porém com menor espraiamento. Na matriz extracelular verificamos a presenca de colageno I,
bem mais organizados em relacdo ao eixo longitudinal do tecido. O reticulo endoplasmatico
rugoso desse grupo mostrou-se muito desenvolvido, porém as cisternas do complexo de Golgi
mantiveram suas caracteristicas morfoldgicas e as vesiculas secretorias apresentam-se
menores (Figura 17, C, indicado com seta). Contudo, notamos que o material sintetizado,
imediatamente préximo a célula, e nas vesiculas apresenta caracteristicas morfoldgicas de
colageno, sugerindo alta deposicdo desse material na matriz. As membranas proximas a essas
areas demonstram ter sido recentemente incorporadas ou rearranjadas a membrana celular, o
que pode ser evidenciado em ambas as imagens e sugere alta sintese (indicado por ).

Por fim, no grupo tratado com SNP, as células do tecido tendinoso apresentaram
também nucleo celular mais espalhado e arredondado, implicando em alteracédo fenotipica do
tendcito. O reticulo endoplasmatico mostrou-se bem desenvolvido e mantendo as
caracteristicas normais das suas cisternas. J& as vesiculas secretorias apresentam-se bem
desenvolvidas e com material cuja eletrodensidade transita entre colageno | (Figura 16, G e H,

indicado por ») e colageno mais imaturo ou outra molécula (Figura 17 D, indicado por seta).

47. EFEITO DA MODULACAO NITRERGICA NO DIAMETRO DE SECCOES
TRANSVERSAS DE FIBRILAS DE COLAGENO: ANALISE ULTRAESTRUTURAL

Imagens obtidas por MET sdo apresentadas na Figura 18 (A-D) e a anélise do
didmetro das fibrilas de colageno sdo mostradas na Figura 19. Os resultados apontam que 0
grupo CTRL apresentou as caracteristicas tipicas de coldgeno maduro, havendo formacao de
fibras bastante coesas, organizadas em relacdo ao eixo de longitudinal do tenddo e com
predominio de fibras colagenas de grande didmetro (indicado no tracejado da Figura 18). A
maioria das fibras encontra-se com aproximadamente 210 nm. Em todos os grupos onde a
lesdo tendinea foi causada, houve aumento no nimero de fibras de menor didmetro em

detrimento das de maior didmetro se comparado ao grupo CTRL (p < 0,0001).

No grupo SAL foi observado menos coesao e areas vazias entre as fibrilas de colageno
(indicado por P), presenga de areas desordenadas em relagdo ao eixo longitudinal do tendao
(indicado com *), apesar do predominio de &reas orientadas. Notamos também maior
quantidade de fibras de menor diametro (30 a 40 nm, representando 22 e 25% do total,

respectivamente), embora houvesse fibras mais espessas (100 nm representando 3% do total).
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Figura 16. Imagens de microscopia eletronica de transmissdo mostrando a
ultraestrutura do tendao de animais CTRL (A e B), SAL (C e D), L-NAME (Ee F) e
SNP (G e H). O * indica uma fibrila colagena madura. Em C, o simbolo P indica areas sem

matriz e a seta indica vesiculas secretorias bem desenvolvidas. Em E, » indica fibras de
colageno préximas a célula, enquanto que em F mostram membranas com caracteristica de
recente secrecdo de material. Em G e H, cabecas de setas destacam vesiculas secretdrias bem
desenvolvidas. As barras da escala variam entre 500 nm e 2 pum.
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Figura 17. Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo mostrando a
ultraestrutura do tend&@o de animais CTRL (A), SAL (B), L-NAME (C) E SNP (D). As
setas indicam areas de fenda na membrana para secretar o material sintetizado. Em A e C
notamos sintese de material analogo ao colageno I. Em B e D um material diferente do
colageno fibrilar esta sendo sintetizado. Barras da escala: 500 nm.
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Na avaliagdo do grupo cujo bloqueio nitrérgico foi realizado (L-NAME),
identificamos uma tendéncia de maior coesdo entre as fibras se comparado ao SAL, apesar da
existéncia de algumas areas onde o material colageno estava ausente (indicado por P).
Verificamos que o padrdo de orientacdo das fibras tende a ocorrer em relacdo ao eixo
longitudinal do tecido, apesar de haver areas de desorientacdo destas fibras (indicado com *).
Notamos também grande quantidade de fibras com didmetros semelhantes, ndo havendo
variacdo estatistica em sua distribui¢do para esse grupo, de modo que a maioria das fibras,
representando 40% do total, apresentava aproximadamente 40 nm, contra 0,3% de fibras com
100 nm de didmetro.

Em relacdo ao grupo tratado com doador de NO, o SNP, analisamos maior coeséo
entre as fibras se comparados ao SAL, havendo também areas com auséncias desse material
(indicado por »). As fibrilas tendem a se organizar em relacao ao eixo longitudinal do tecido,
contudo o didmetro da sua seccdo transversal apresentou maior frequéncia dos menores
diametros (entre 30 a 40 nm, representando 33 e 37%, respectivamente) em rela¢do ao grupo
L-NAME e SAL, p < 0.0001. Por outro lado, seu maior didmetro, em torno de 70 nm ¢

representado por apenas 0,4% do total quantificado.

4.8. PAPEL DA MODULACAO NITRERGICA NA PLASTICIDADE PERIFERICA
ATRAVES DA EXPRESAO DE GFAP NO TENDAO DE AQUILES DE RATOS

Imunomarcac6es para GFAP foram realizadas com o intuito de inferir a localizacao do
nervo ou dos ramos nervosos presentes no tenddo de Aquiles lesionado em nosso modelo,
identificar sua orientacdo e analisar possiveis variacfes na expressdo desse filamento com os
tratamentos testados. Nos tenddes do grupo CTRL néo foi possivel detectar a expressdo de

GFAP, portanto o nervo ndo estava presente entre a malha colagena (Figura 20).

Ja nos grupos que sofreram lesdo foi possivel localizar a marcacdo para GFAP. Além
disso, € importante destacar que houve diferenca na organizacao entre os nervos encontrados.
Nos grupos SAL e L-NAME, ramos nervosos predominantemente mais espessos em relacdo
ao SNP aparecem orientados longitudinalmente em relacdo ao eixo do tenddo e localizado

mais perifericamente a este.
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Figura 18. Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo mostrando a
ultraestrutura do tendao de animais CTRL (A), SAL (B), L-NAME (C) E SNP (D). O
tracejado destaca a fibra de colageno em seccdo transversal. As cabecas de seta indicam areas
de auséncia de matriz extracelular. O * indica areas desorganizadas em relacdo ao eixo
longitudinal do tecido. Barra da escala: 500 nm.
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Figura 19. Distribuicdo de frequéncia dos diametros de fibrilas de colageno em tenddes
dos grupos CTRL, SAL, L-NAME e SNP. A frequéncia de distribuicdo de fibrilas de 4
campos analisados provenientes de animais distintos sdo mostradas. Notar a presenca de
didametros maiores apenas no grupo CTRL. * vs CTRL. ¢ vs SAL e SNP. Mann-Whitney U,
p < 0,0001.
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No grupo SNP foi identificado ramos nervosos mais delgados, de orientacdo dispersa
no tecido, porém com tendéncia de organizacdo longitudinal cuja localizacdo, diferente dos
demais, adentrava mais a malha de colageno.

Quanto a variacdo da reatividade glial, inferida pela intensidade na expressdo de
GFAP, foi identificado que os grupos SAL e L-NAME apresentam intensidade de marcagéo
similar, porém como os ramos do SAL sdo mais delgados se comparado ao L-NAME,
sugerimos menos expressao nesse grupo. O mesmo ocorre com o SNP, cuja reatividade foi a
mais fraca de todas. Notar também que envolvendo os nervos demostrados em SAL e L-

NAME ha uma camada espessa do que parece ser a membrana epineuro do nervo.

4.9. EFEITO DA MODULACAO NITRERGICA NA PLASTICIDADE PERIFERICA:
EXPRESSAO DE NF200 NO TENDAO DE AQUILES DE RATOS

Apo6s andlise da marcacdo para NF200 (Figura 21) no microscopio confocal,
verificamos que o grupo CTRL, conforme ja descrito pela literatura, ndo apresenta inervacao
entre a malha de colageno do tendéao, assim como foi também apresentado para a marcacao de
GFAP. No grupo SAL foi identificada a presenca de nervos entre a malha coldgena, embora a
marcacdo seja mais fraca se comparada ao grupo L-NAME. Na imagem representativa é
possivel notar que sua orientacdo é predominantemente longitudinal em relacdo ao tecido,
porém devido a sua morfologia cilindrica e sua analogia a um tubo, o qual é composto por
varios axonios de neurdnios, a sec¢do em diagonal do “tubo” identificada na figura sugere que

esse ramo nervoso segue um trajeto nao totalmente paralelo ao tecido.

Nos grupos tratados com L-NAME e SNP, fica evidente a presenga dos ramos
nervosos, os quais estdo localizados bem proximos a borda do tecido, podendo ser visualizado
em ambos 0s grupos. Entretanto, é notavel que o grupo L-NAME exibiu marcacdo mais
intensa dentre os outros grupos. Tomando como referéncia novamente o eixo longitudinal do
tenddo, e sabendo-se que o tecido foi seccionado inteiramente no sentido longitudinal, é
possivel deduzir pela morfologia do nervo que, no grupo L-NAME, a orientacdo do ramo
nervoso € mais transversal em relacdo a malha de colageno. Diferente do que é observado no
L-NAME, o grupo SNP foi 0 que mais pareceu ter o ramo nervoso orientado em relacdo ao
eixo longitudinal do tecido. Conforme a figura indica, o trajeto do nervo, pela perspectiva do

corte, foi totalmente longitudinal, embora a marcacédo seja mais fraca.
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GFAP DAPI SOBREPOSICAO

Figura 20. Imunofluorescéncia para GFAP e marcacdo para DAPI em cortes
longitudinais do tend&@o de Aquiles de ratos apos 21 dias de lesdo tendinea acompanhada

dos tratamentos locais. Barra da escala 100 um. * indica borda do tecido.
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NF200 DAPI SOBREPOSICAO

Figura 21. Marcagdo imunofluorescente para NF200 e DAPI em cortes longitudinais
(20pm) de tendio de ratos apés 21 dias pés lesdo cirargica do tendao de Aquiles direito.

Barra da escala 100 pm. * indica a borda do tecido.
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4.10. ESTUDO DA PLASTICIDADE NA MEDULA ESPINHAL APOS LESAO
TENDINEA: CARACTERIZACAO DA AMOSTRA E EXPRESAO DE GFAP

A fim de caracterizar o tecido, foi realizado histoquimica para hematoxilina e eosina
na medula espinhal de animais lesionados sem nenhum tipo de intervencédo apds 2 ou 21 dias
de recuperacéo tendinea.

Verificamos na Figura 22 seccdes transversais da medula espinhal coradas com H&E e
visualizadas no aumento de 4x ou 20x sob microscopia de campo claro. As sec¢des foram
obtidas de animais ap0s 2 ou 21 dias de lesdo tendinea. O tecido coletado em ambos os dias,
do mesmo segmento lombar da medula espinhal, segue 0 mesmo padrdo de organizagéo e
integridade. Notar a preservacdo e integridade de grupos de motoneurdnios e células menores
entremeando-o0s, bem como as principais estruturas da medula espinhal, a qual também sera
usada para a técnica de imunofluorescéncia.

Para esse estudo, conforme descrito previamente, utilizamos o segmento lombar
referente a inervacdo do tenddo de Aquiles, o L5. Este segmento foi localizado durante
disseccdo da medula espinhal inteira e conforme presenca da intumescéncia lombar. Além
disso, a morfologia tipica deste segmento lombar visualizado em corte transversal é de facil
identificacdo, conforme demostra a Figura 23, a qual também identifica as regides da medula
espinhal. Baseado na composi¢do celular, notar a substancia branca (2) onde se encontram
células gliais e axonios e a substancia cinzenta (1), onde sdo encontrados predominantemente
0s corpos neuronais. Quanto a fungéo, os cornos ventrais (A e B) correspondem aos neurénios
responsaveis por conduzir informacao de contracdo muscular, enquanto os cornos dorsais (C e
D) conduzem informacdes sensoriais aos centros de processamento.

O anticorpo anti-GFAP também foi utilizado para marcar as sec¢des de L5 da medula
espinhal dos animais que sofreram leséo e tiveram o tecido analisado em 2 e 21 DPL.

Os resultados mostram que em 2 DPL houve aumento significativo na marcagéo para
GFAP, o que foi identificado em todos os quadrantes da medula. Contudo, em 21 DPL essa
reatividade ja havia reduzido consideravelmente. A marcacdo foi mais expressiva nas regides
da substancia branca (Figuras 24, 25, 26, 27).

Ao analisar a marcacdo para GFAP de animais sem nenhum tipo de injuria
verificamos uma reatividade glial muito fraca, bastante diferente do que é encontrado no 2°
DPL (Figura 28). O controle negativo da marcacao (sem o anticorpo primario) é observado

também na figura 28.



68

Figura 22. Coloragdo por hematoxilina & eosina em cortes transversais da medula
espinhal de ratos no segmento lombar L5 da medula espinhal apds 2 (primeira coluna) e
21 dias (segunda coluna) de lesdo. Os cortes tém 20 um de espessura. Barra da escala: 500
pum e 100 um. - indicam motoneuronios.
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Figura 23. Representacdo das amostras de medula espinhal marcadas com DAPI
utilizadas no estudo dos efeitos da lesdo no tenddo de Aquiles sobre a plasticidade no
SNC. Foram usados cortes referentes ao segmento L5 da medula espinhal dos animais. 1 -
Substancia cinzenta; 2 — Substancia branca; A — Corno ventral direito; B — Corno ventral

esquerdo; C — Corno dorsal direito; D — Corno dorsal esquerdo.
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___GFAP_ DAPI __SOBREPOSI Ao

Figura 24. Marcacdo imunofluorescente para GFAP e marcagdo por DAPI em cortes
transversais do segmento L5 da medula espinhal apés 2 (2D) e 21 dias (21D) de leséo
tendinea. As imagens representam a regido ventral direita da medula, onde fica evidente o

corno ventral direito. Barra da escala 200 um.
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GFAP DAPI SOBREPOSICAO

Figura 25. Marcacao imunofluorescente para GFAP e marcacdo por DAPI em cortes
transversais do segmento L5 da medula espinhal apés 2 (2D) e 21 dias (21D) de lesao
tendinea. As imagens representam a regido dorsal direita da medula, onde fica evidente o

corno dorsal direito. Barra da escala 200 pm.
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Figura 26. Marcacao imunofluorescente para GFAP e marcacdo por DAPI em cortes
transversais do segmento L5 da medula espinhal apds 2 (2D) e 21 dias (21D) de lesdo
tendinea. As imagens representam a regido ventral esquerda da medula, onde fica evidente o

corno ventral esquerdo. Barra da escala 200 pm.
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GFAP DAPI SOBREPOSICAO

Figura 27. Marcacao imunofluorescente para GFAP e marcacdo por DAPI em cortes
transversais do segmento L5 da medula espinhal apés 2 (2D) e 21 dias (21D) de lesao
tendinea. As imagens representam a regido dorsal esquerda da medula, onde fica evidente o

corno dorsal esquerdo. Barra da escala 200 um.
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GFAP DAPI SOBREPOSICAO

i

Figura 28. Marcacao imunofluorescente para GFAP e marcacdo por DAPI em cortes

transversais do segmento L5 da medula espinhal. Usamos ratos sem lesdo (SL) e no
controle negativo (NEG) da marcacgdo, que corresponde a animais no 2° dia de leséo na
omissdo do anticorpo priméario. As imagens representam a regido ventral direita da medula.

Barra da escala 200 um.
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4.11. EFEITO DA MODULACAO NITRERGICA NA PLASTICIDADE DO SNC:
EXPRESSAO DE GFAP E CO-LOCALIZACAO COM c-Fos NO SEGMENTO L5 DA
MEDULA ESPINHAL.

Toda conducdo aferente ou eferente de informacdo referente ao tenddo de Aquiles
direto se da no lado direito da medula, portanto € ipsilateral a lesdo. Nesse sentido, buscamos
analisar as co-localizacbes entre glia e o indicador de célula ativa, c-Fos, comparando as
marcagOes com o lado contralateral da medula.

Na figura 29 observa-se imagens obtidas por microscopia confocal com fatia ética
mais fina (<15 pum) para auxiliar na confirmagéo de co-localizagdo entre os dois marcadores
utilizados. O padrdo de marcacao para GFAP na regido dorsal ipsilateral a leséo nao altera em
relacdo ao que foi mostrado previamente, havendo mais imunomarcagdo no 2° DPL, contudo
o menor sinal é referente a reducdo da fatia Gtica selecionada. A marcacdo para c-Fos
demostrou estar mais presente também no inicio da lesdo, de modo que 2 DPL h& mais
marcacdo que em 21 DPL. Quanto a co-localizacdo c-Fos-astrocito, notamos haver maior
ocorréncia desta apos 2 DPL. Ressaltamos que a regido dorsal contralateral a lesdo apresentou
pouca marcacdo para c-Fos em ambos os periodos de tempo estudados, sugerindo, baixa

atividade celular.

Na regido ventral ipsilateral da medula espinhal (Figura 30), encontramos novamente
mais reatividade glial no 2° DPL. A marcacdo para c-Fos nessa regido manteve padrdes
parecidos em 2 e 21 DPL, e foi menos evidentes se comparados a regido dorsal no 2° DPL.
Poucas co-localizacGes c-Fos-glia podem ser evidenciadas em 2 e 21 DPL no lado ipsilateral
ventral. Por outro lado, praticamente ndo houve marcacdo para c-Fos na &rea ventral

contralateral a injuria.

4.12. IMPLICACAO DA MODULACAO NITRERGICA NA PLASTICIDADE DO SNC:
EXPRESSAO DE NF200 E CO-LOCALIZACAO COM c-Fos NO SEGMENTO L5 DA
MEDULA ESPINHAL.

A imunomarcacdo para NF200 e c-Fos é apresentada na Figura 31. A marcacao para
NF200 ndo apresentou diferenca entre os dias e entre as regides da medula espinhal

analisadas. Contudo, identificamos predominio de marcacdo para c-Fos e co-localizagdo c-
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Fos-neurbnio ap6s 2 DPL na éarea dorsal ipsilateral a injaria, sendo constatado pouca
marcacdo no lado contralateral, na mesma area e no mesmo periodo analisado. Em 21 DPL
houve marcacgéo e co-marcagdo bem evidente, porém mais discreta que em 2 DPL para c-Fos
e c-Fos-neurdnio na regido dorsal ipsilateral da medula. Praticamente ndo houve marcagédo no

lado contralateral no 21° DPL.

Na regido ipsilateral ventral da medula espinhal identificamos aumento na marcagéo
de c-Fos e co-localizacdo c-Fos-neurdnio majoritariamente no 2° DPL se comparado ao 21
DPL, embora em ambos os dias a marcacdo seja evidente. No lado contralateral a lesdo
notamos praticamente auséncia da marcagéo para c-Fos nos mesmos dias analisados (Figura
32). Deste modo, o lado da medula equivalente ao lado do tenddo lesionado foi o que
apresentou maior aumento da atividade celular neuronal tanto em regides ventrais quanto
dorsais. Esse dado sugere ativacdo neuronal ipsilateral a medula na fase inicial e, de modo

menos intenso, na fase tardia da lesao.
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GFAP c-Fos SOBREPOSICAO

Figura 29. Dupla marcacdo imunofluorescente para GFAP e c-Fos em cortes

transversais do segmento L5 da medula espinhal ap6s 2 (2D) e 21 dias (21D) de leséo
tendinea. As imagens representam a regiao dorsal direita, ipsilateral a lesdo, e abaixo, a
regido dorsal esquerda da medula espinhal, contralateral a lesdo. Fatia ética < 15 um. Barra da

escala 200 pum.
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GFAP c-Fos SOBREPOSICAO

Figura 30. Dupla marcacdo imunofluorescente para GFAP e c-Fos em cortes
transversais do segmento L5 da medula espinhal ap6s 2 (2D) e 21 dias (21D) de leséo
tendinea. As imagens representam a regido ventral direita, ipsilateral a lesdo, e abaixo, a
regido ventral esquerda da medula espinhal, contralateral a lesdo. Fatia Otica < 15 um. Barra

da escala 200 pum.
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NF200 c-Fos ~ SOBREPOSICAO

Figura 31. | Dupla marcagao imunofluorescente para NF200 c- Fos em cortes
transversais do segmento L5 da medula espinhal ap6s 2 (2D) e 21 dias (21D) de lesdo
tendinea. As imagens representam a regido dorsal direita, ipsilateral a lesdo, e abaixo, a
regido dorsal esquerda da medula espinhal, contralateral a lesdo. Fatia ética < 15 um. Barra da

escala 200 pum.



SOBREPOSICAO

Figura 32. Dupl marcacdo imunofluorescente para NF200 e c-Fs em cortes
transversais do segmento L5 da medula espinhal ap6s 2 (2D) e 21 dias (21D) de leséo
tendinea. As imagens representam a regido ventral direita, ipsilateral a lesdo, e abaixo, a
regido ventral esquerda da medula espinhal, contralateral a lesdo. Fatia Otica < 15 um. Barra

da escala 200 pm.
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5 DISCUSSAO

Nessa pesquisa, buscamos inicialmente investigar os efeitos da modulacdo nitrérgica
em parametros associados a regeneracao do tenddo calcaneo de ratos. Essa lesdo é bem
frequente, especialmente em atletas, e o seu reparo apresenta dificuldades e demora associado
a fatores ainda pouco conhecidos (PUFE et al, 2005; RILEY, 2008; MAFFULLI et al, 2008).
Uma das consequéncias mais comuns na lesdo, independente da hipdtese etioldgica, é
justamente o aumento na concentracdo de NO no local da lesdo (MURRELL et al, 1997; LIN
et al, 2001a; LIN et al, 2001b; LONGO; RONGA; MAFFULLI, 2009, SHARMA,
MAFFULLI, 2006).

Nossos resultados, baseados ha modulacdo nitrérgica, perpassam por analise do ganho
de massa corporea do animal, um fator que infere sobre o estado metabdlico em condicGes
nutricionais normais. J& foi reportado na literatura que a inibicdo sistémica da NOS em
animais cujo tenddo foi lesionado mecanicamente resultou em prejuizo da regeneracdo
tecidual (MURRELL et al, 1997; TOMIOSSO et al, 2010; XIA et al, 2005; DARMANI;
CROSSAN; CURTIS, 2004). Contudo, em nossos experimentos, a inibicdo nitrérgica restrita
apenas ao local da injuria apresentou importante melhora histolégica e funcional e néo

interferiu significativamente em niveis sistémicos no animal.

Sabe-se que da mesma forma que altas quantidades de NO geram citotoxicidade,
baixas concentracdes sdo de extrema importancia para eventos fisioldgicos (VALKO et al,
2007; MONCADA,; HIGGS, 1995; MONCADA, 1999; VALLANCE, 2003; ABRAMSON,
2008; KAWANO et al., 2009), portanto, um modelo de inibicdo da NOS que ndo altere
parametros sistémicos € importante para minimizar influencias externas na avaliacdo desse

fendbmeno focal.

Verificamos que a atividade locomotora dos animais lesionados foi reduzida apds a
lesdo (Figura 8, dia 7), porém reestabelecida na fase proliferativa da lesdo (dia 14), voltando a
ser prejudicada na fase de remodelagem (dia 21). Primeiramente € valido lembrar que a
alteracdo na exploracdo do ambiente no teste do campo aberto sugere comprometimento do
sistema locomotor (LARSEN; ARNT, 1985; BRING et al., 2005). Por sua vez, a reducao na
atividade locomotora em animais com lesdo aguda ou crénica sugere a ocorréncia de dor, o
que foi observado em nosso estudo apds 7 e 21 DPL tendinea (LARSEN; ARNT, 1985;
MATSON et al., 2006; NEUGEBAUER et al., 2007).
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Em modelos de indugdo de artrite, a investigagéo da atividade locomotora dos animais
é um parametro frequentemente utilizado, contudo é referido que diferencas nessa atividade
sdo primariamente mais sensiveis nos primeiros dias apés a lesio (NEUGEBAUER et al.,
2007). Apesar disso, 0 comportamento naturalmente esperado em nosso estudo para 14 DPL
seria uma melhora sutil nesse parametro, culminando com a expectativa de melhora em 21
DPL, e nédo o retorno aos niveis de normalidade e depois piora. Esse comportamento poderia

ser justificado pelos eventos que ocorrem na fase proliferativa de reparo.

Ja foi reportado na literatura que a fase proliferativa envolve a reducdo na expressao
de substancias inflamatorias e irritantes para o tecido, o0 aumento do contingente celular
através da proliferacdo de células tronco progenitoras do tenddo e aumento na sintese de
colageno (ABATE et al, 2009; XU; MURRELL, 2008; CHEN et al, 2004).

Concomitante a isso, é descrito que a proliferacdo de nervos entre a malha de colageno
comega a ser expressiva na segunda semana apos a lesdo e atinge seu apice pela sexta semana.
Portanto a presenca de ramos nervosos poderia influenciar na percepcdo dolorosa do animal.
Somado a isso, diversos neuropeptidios tanto pré quanto anti-nociceptivos e uma modulagao
no sistema opioide também entram em acdo nessas fases, 0 que poderia contribuir na
modulacdo de dor e permitir as variagdes no padrdo de mobilidade identificadas em nosso
estudo (ACKERMANN, 2013; ACKERMANN et al., 2001; ACKERMANN et al., 2002;
BRING et al., 2005). Dessa forma, a reducdo de mobilidade em 7 dias seria justificada pelos
eventos da fase aguda, independente da modulacgéo nitrérgica, enquanto a reducdo em 21 DPL
poderia ser decorrente dos eventos de plasticidade. Ja em 14 haveria uma transicdo entre essas

fases.

Os dados do IFA em nosso trabalho mostraram que o bloqueio nitrérgico local com L-
NAME promoveu significativa melhora funcional, sobretudo no 21° DPL e que, por outro
lado, o fornecimento de NO através de SNP piorou o parametro analisado no mesmo periodo

apesar de ter resultado em melhora do IFA em 14 DPL.

A melhora funcional no IFA apds 21 DPL em fun¢do da intervencdo sobre o sistema
nitrérgico foi condizente com estudos onde a lesdo tendinea era o foco para diferentes tipos de
intervencdo (NG et al, 2003; SEE et al, 2004; KRIVIC et al, 2005). Entretanto, 0 aumento
nos niveis de NO através do SNP apresentou efeito dual ao apresentar melhora tecidual em 14
DPL com piora em 21 DPL, sendo possivelmente um efeito associado a resposta do tecido ao
NO nas diferentes fases do reparo da leséo (ABRAMSON, 2008; DARMANI et al., 2004).
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Best e colaboradores (1992) mostraram que existe uma forte correlacdo entre a
propriedade biomecéanica de carga de falha e o desempenho funcional dos animais no IFA,
levando a crer que possivelmente a melhora funcional encontrada em nossas amostras

também poderia refletir em uma melhora biomecanica.

A andlise da marcha, em nosso estudo, mostrou um padrdo de recuperacdo muito
parecido com o do IFA, principalmente na fase de pré-balanco. Na primeira e segunda semana
de lesdo, todos os grupos apresentam reducdo na angulacdo articular, sugerindo fraqueza e/ou
dor no local, uma vez que angulos mais abertos indicam a biomecanica apropriada. Uma
excecgdo foi o grupo SNP, que em 7 DPL ainda apresentava angulos articulares analogos ao
CTRL. Os motivos para isso podem envolver o efeito dual do NO, embora seja reportado que
altas concentracfes de NO aumentam processos de dor, 0 que acarretaria a reducdo do angulo
articular (ABRAMSON, 2008; HSIEH, 2006).

Assim como no IFA, em 21 DPL o bloqueio nitrérgico promoveu melhora funcional,
enquanto o aumento de NO ocasionou piora. Liang et al (2012), asseguram que esta
metodologia pode ser ainda mais sensivel para detectar mudangas do que o IFA. Portanto, em
nosso trabalho, o bloqueio nitrérgico restabelece precocemente a funcdo, enquanto que o
aumento de NO parece ter multiplos alvos e ocasionar efeitos diversos, dependendo da fase de

reparo, mas com predominio de prejuizo a funcgéo.

Quanto a analise morfoldgica, em nosso modelo experimental, notamos que o grupo
que recebeu L-NAME apresentou um padrdo histoldgico consideravelmente melhor,
conforme os parametros de melhora reportados na literatura (COOK et al., 2004; LIAN et al,
2006; XU; MURRELL, 2008). Diferente dos achados para o grupo L-NAME, 0s animais que
receberam SNP ou SAL contrapdem-se com maior desorganizacao celular e da matriz.

A regeneracdo do tenddo de Aquiles é bastante lenta e ndo retorna totalmente ao
mesmo aspecto do tecido sadio por motivos ainda pouco esclarecidos. Um trabalho buscou
investigar o curso de cicatrizagdo espontanea do tendao de Aquiles e, apds 12 meses de lesdo,
notaram que ainda havia alteragdes anatémicas e histolégicas perceptiveis (MURRELL et al,
1997; BRUNS et al, 2000). Portanto, sugerimos que a inibicdo da NOS no local da injdria
parece acelerar o processo de regeneracdo e organizacdo do tecido em relacdo aos demais

grupos.

Em nosso resultado de quantificacédo celular, notamos que o tratamento com L-NAME

reduziu o nimero de células se comparado aos outros grupos lesionados. As células também
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se apresentavam mais organizadas em relacdo ao eixo longitudinal do tecido e com

morfologia mais alongada, tipica de tendcitos.

Os tenocitos imaturos em proliferacdo sdo capazes de se diferenciar, dependendo do
estimulo recebido, em tecido adiposo, cartilaginoso e 6sseo, 0s quais apresentam células com
morfologia diferente do tendcito cujos nicleos mais arredondados denotam a principal
diferenca, ndo sendo raros os casos onde a tentativa de reparo tecidual leva a formagéo de
fibrocartilagem e ossificacdo no tenddo (Bl et al., 2007; YIN et al., 2010). A transformacéo
morfoldgica das células apos a lesdo esta relacionada com uma reducdo no componente de
tensdo e aumento no componente de achatamento do tecido, refletindo no fenétipo celular sua
reducdo funcional (COOK et al, 2004; GIGANTE et al, 2009; DAHLGREN et al., 2005). Yin
et al (2010), mostraram também que a organizacdo da matriz através da melhora na orientacédo

das fibras influencia muito na diferenciacdo em tipos celulares semelhantes a tendcitos.

O processo de remodelagem do tenddo é resultado de um equilibrio entre sintese e
degradacdo de colageno, e o principal coldgeno do tecido sadio é o tipo I, que é fibrilar e
resistente. A sintese dessa proteina em tecidos sadios € lenta e tem baixo turnover, o que foi
representado em nosso grupo CTRL pelo baixo nivel basal de marcacdo para COL1Al
(RYLEY, 2008). Nos grupos que sofreram lesdo, a expressdo de COL1AL resultou em maior
sintese de coladgeno, havendo diversas areas de forte marcacgdo intracelular. Contudo, a
exposicao de colageno ao aumento de NO (SAL e SNP) pode levar a nitrosilacdo de proteinas
e degradacdo do colageno secretado (KAWANO et al, 2009; HSU et al 2006; URTASUN et
al, 2009). Por esse motivo € possivel que o tratamento com L-NAME tenha sido mais
eficiente para a deposicéo de fibras na matriz, o que foi demostrado pela maior intensidade de
marcacdo na regido extracelular neste grupo frente aos demais (Figura 15).

Dahlgren e cols (2005) afirmam que o ensaio de deteccdo de colageno por
imunomarcacdo pode nédo representar 100% do colageno presente na matriz extracelular da
amostra de tenddo devido ao alto grau de insolubilidade dessa proteina, principalmente no
tecido intacto, que é bastante insoluvel.

Hou e colaboradores (2009), mostraram que a expressdo de colageno tipo | e 11l no
tecido € intensificada quando um fator pro-fibrotico é fornecido. Porém, isso ocorre mais
lentamente no tenddo lesionado sem tratamento. Dahlgren et al (2005), mostraram que a

expressdo génica para colageno tipo | e Il é aumentada apds a lesdo, ficando mais evidente a
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partir da segunda semana. O grupo demostrou também que a marcacdo dessas proteinas é

aumentada, porém ha um predominio do tipo Il em relacédo ao I.

Dooley et al (2007), revelaram que o SNP e o DETA-NONOato, ambos doadores de
NO, sdo capazes de reduz os niveis de colageno tipo I. Por outro lado, o &cido ascérbico, que
atua como antioxidante aumenta esses niveis. Sendo assim, nosso tratamento com L-NAME

(que diminui uma espécie reativa) foi efetivo no aumento da expressdo dessa proteina.

Em nivel ultraestrutural, mostramos que a organizacao celular dos grupos L-NAME e
SNP apresentaram menor espraiamento celular, maior coesdo entre fibras e o RER
apresentava morfologia cléassica, assim como o grupo SNP (Figuras 16 e 17). J& no grupo
SAL, vacuolizagdo e um RER disforme foram encontrados. Destacamos que essa
vacuolizacdo € indicativa de degeneracdo celular (PALUMBO et al., 2012). Além disso, a
sintese de material andlogo ao colageno | (material dentro das vesiculas) era mais evidente no

grupo L-NAME do que nos demais.

Aro et al (2014), mostraram que o tratamento com uma antocianina (atua como
antioxidante) promoveu aumento na sintese e organizacdo de colageno. O grupo ainda
registrou a fenda na membrana decorrente de secrecao dessa proteina, momento que também
conseguimos registrar nesse trabalho (Figura 17). Sendo assim, a inibicdo nitrérgica, que
reduz a producdo de um potente agente oxidante, tem um papel efetivo no aumento da sintese

e secre¢do dessa proteina.

Verificamos que apds a lesdo ha reducdo generalizada no diametro de fibrilas de
colageno foi notada em relacdo ao CTRL. Contudo, uma alta frequéncia de fibrilas de menor
didmetro foi registrado no grupo SNP. Essa reducéo no didmetro foi encontrada por Pingel e
cols (2014), que mostraram haver reducgédo significativa entre o didmetro de fibrilas em
humanos com tendinopatia se comparado aos saudaveis. Portanto, um parametro de melhora
importante consiste no aumento da frequéncia de diametros maiores, 0 que notamos ter
piorado no grupo SNP, engquanto diametros mais espessos foram visualizados nos grupos SAL
e L-NAME (Figuras 18 e 19).

Em nosso estudo da modulacdo nitrérgica sobre a plasticidade neural periférica,
notamos que ndo houve expressdo por entre a malha de coldgeno nem de GFAP nem de
NF200 (Figuras 20 e 21). O que ja era esperado, uma vez que a expressao de nervos nos
tenddes sadios ocorre apenas no paratenddo (ACKERMANN et al., 2001; ACKERMANN et
al., 2002; ACKERMANN et al., 2003).
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Por outro lado, apds a tenotomia encontramos a expressdo desses marcadores entre a
malha de colageno em todos os grupos. A ocorréncia dessa plasticidade ja € descrita e esta
associada a efeitos algicos exacerbados apds uma leséo (ACKERMANN et al., 2003;
ACKERMANN et al., 2013).

Sabe-se também que no processo de plasticidade periférica, o reparo dos ramos
axonais € norteado pela glia para que o cone de implantacdo axonal possa seguir seu trajeto
(KLIMASCHEWSKI et al., 2013). Notamos que tanto a glia (GFAP) quanto o axénio
(NF200) apresentavam as mesmas caracteristicas de organizacdo em feixes agrupados,
sugerindo que estd sendo mantido um reparo envolvendo esses dois elementos e que ambos

indicam o trajeto de um ramo nervoso.

Em nosso trabalho verificamos diferencas no padrdo de organizacdo dos ramos
nervosos entre 0s grupos experimentais. Nos grupos SAL e principalmente no L-NAME os
ramos nervosos (em ambas as marcagfes) eram mais grossos, organizados com maior
tendéncia ao eixo longitudinal, localizavam-se proximo a borda do tecido e apresentavam
aumento na expressao para GFAP. No grupo SNP esses ramos eram mais delgados,
expressavam menos GFAP se comparado ao L-NAME e apresentavam orientacdo dispersa
(na marcagdo para GFAP) ou com tendéncia de organizagdo longitudinal (mostrado na

marcacdo para NF200) (Figuras 20 e 21).

A reducéo da expressdo de ramos nervosos aliados a melhora na organizagéo da matriz
ja foi previamente demostrado através da intervencdo com a pratica de atividade fisica, o que
foi mais notavel apds quatro semanas do protocolo estabelecido (BRING et al., 2007). Em
nossos resultados, mostramos que o tratamento com L-NAME melhorou a sintese e
organizacdo do colageno. Apos trés semanas de lesdo 0s ramos nervosos estavam mais
organizados, com mais imunorreatividade para GFAP e tendiam a aproximar-se da borda do
tecido, favorecendo o seu desaparecimento da malha de colageno mais precocemente (Figuras
20 e 21).

Essa possibilidade é reforcada uma vez que essas fibras nervosas atingem o apice de
expressao por volta da 4% a 6° semana pds-lesdo e comecam a apresentar reducdo da
imunorreatividade no tecido por volta da 8° semana do processo de remodelagem, e isso esta
associado com a reducdo na expressao de diversos fatores pro-nociceptivos (ACKERMANN
et al., 2002; ACKERMANN et al., 2003; BRING et al., 2005). Sendo assim, o aumento na
expressdo de GFAP na 32 semana pode sugerir antecipacdo desse reparo na plasticidade
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periférica. Ressaltamos que € a primeira vez que o GFAP ¢ usado para localizar o envoltorio
de fibras nervosas no tenddo. Essa marcacdo é um 6timo recurso para o estudo da nocicepcgao,
uma vez que, no sistema nervoso periférico, o GFAP é marcador de células de schwann ndo
mielinizadas, que conduzem informacgédo nociceptiva (fibras tipo C) (TOEWS et al., 1992;
MARINELLI et al., 2012).

Em nossos dados sobre plasticidade central, verificamos que as amostras do segmento
L5 da medula espinhal seguiam o mesmo padrdo de organizacdo histoldgica e mantinham
integridade tecidual tanto em 2 quanto em 21 DPL, contudo, ao realizar a marcagé@o no 2° dia
notamos aumento significativo na expressdo de GFAP em todos os quadrantes, o0 que no 21°
DPL ndo era mais evidenciado, sugerindo que os fatores periféricos que induzem essa
reatividade ja cessaram e estdo mais envolvidos com a fase aguda da lesdo (GOFF et al.,
1998).

Dentre as primeiras descricdes de imunofluorescéncia para esta proteina ja se
destacava a fraca marcacdo para tecidos de animais saudaveis e forte imunofluorescencia em
tecidos com gliose (esclerose multipla, astrocitoma), sugerindo maior quantidade nessas
condi¢cdes (BIGNAMI et al., 1972). A reatividade ou ativacdo glial consiste na hipertrofia
decorrente do aumento na expressdao de GFAP e ndo necessariamente na proliferacdo de
astrocitos. Esse fendmeno vem sendo bastante pesquisado, principalmente na medula espinhal
e nervos em busca de associagdo com eventos que envolvem estresse quimico ou fisico
(GARRISON et al., 1994; WANG et al., 2009; ZHANG et al., 2012; CAO et al., 2008).

Assim como em nosso trabalho, Zhang e cols (2012) observaram aumento na
reatividade glial no segmento L5 da medula espinhal bilateralmente a sua intervengdo, um
quimioterapico que tem efeito adverso conhecido de dor neuropatica. Entretanto o estudo
também mostrou tal reatividade ainda no 28° dia ap6s o tratamento, enquanto nosso trabalho

mostrou que apos 21 dias de lesdo essa resposta havia sido abolida (ZHANG et al., 2012).

O papel dessa reatividade ainda ndo é clara. Triolo e cols (2006) mostraram que
animais nocaute para essa proteina apresentam atraso na regeneracdo axonal. Por outro lado,
ja foi demostrado também que esse aumento na imunoreatividade do GFAP esta associado ao
desenvolvimento de dor neuropatica (COYLE et al., 1998; WANG et al., 2009). Sendo assim,
como esta sendo apresentado pela primeira vez a presenca de reatividade glial na medula apds
lesdo tendinea, um processo que ocasiona dor intensa, 0 mais provavel é que essa resposta

tenha relagdo com a nocicepcao.
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Neste trabalho também mostramos o aumento de marcacdo para c-Fos do lado
ipsilateral a injuria no 2° DPL, principalmente na regido dorsal. A co-localizacdo c-Fos-glia
apresentou maior ocorréncia apos 2 DPL e de forma ipsilateral, enquanto uma discreta co-
marcacdo é notada ap6s 21 DPL. Muita co-marcacdo foi observada entre c-Fos-neurbnio
majoritariamente ap6s 2 DPL, embora ocorra também em 21 DPL de modo ipsilateral.

A expressao basal de c-Fos € muito baixa. Seu aumento, predominantemente induzido
na regido dorsal e ipsilateral a uma lesdo, o que foi constatado em nosso trabalho, € indicativo
de maior ativagdo génica imediata (ativacdo do proto-oncogene c-fos). Como produto de c-
fos, o c-Fos pode formar um complexo com c-Jun e induzir transcricdo génica. Além disso,
estd envolvida na transducgdo de sinais que ligam eventos extracelulares a adaptacdes dentro
da célula (GAO et al., 2009; WANG et al., 2009).

O aumento na expressdo de c-Fos esta muito associada a estimulos nocivos (aumento
na atividade celular), e por isso é amplamente usado em investigacdes que envolvem o estudo
da dor, embora sua expressao seja descrita também por estimulos que causem coceira, na
marcha, na locomogdo forcada e na locomocao ficticia (induzida por estimulo elétrico no
cérebro) (GAO et al., 2009; WANG et al., 2009; DAI et al., 2005).

Wang et al., (2009) mostraram, ap0s injaria nervosa periférica, aumento na co-
expressdo de c-Fos-neuronal em relagdo a c-Fos-glia. Em nosso trabalho, mostramos um
predominio de neurbnios c-Fos positivos nos dois dias analisados, porém glia c-Fos reativa foi
notada no inicio da injdria (area de substancia branca). Diferencas no periodo de ativacédo
celular podem indicar um predominio, no inicio da lesdo, de modulacdes gliais e neuronais

seguido de uma fase tardia modulada por neurénios.

Os achados desse estudo podem auxiliar no desenvolvimento de estratégias de
intervencdo em lesdes tendineas voltadas para inibicdo nitrérgica e para o controle da

plasticidade neural com intuito de melhorar o reparo tecidual, a dor e a recuperacédo funcional.
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CONCLUSAO

Este trabalho sustenta a tese de que:

v

A inibicdo nitrérgica local é benéfica para o reparo do tecido, uma vez que
revelamos melhora em varios parametros na histoquimica e por varios testes

funcionais que indicam sucesso nesse processo, sobretudo no 21 DPL.

A inibigdo nitrérgica local diminuiu a quantidade de células no tecido, melhorou o
padrdao mofol6gico celular aumentou a sintese e deposicdo de colageno | além de

apresentar bons indicios de reparo sob o ponto de vista ultraestrutural.

A plasticidade periférica ocorre no modelo de lesdo tendinea utilizado nessa

pesquisa e pode ser influenciada pelo sistema nitrérgico.

O aumento nos niveis de NO local resultou, de forma dominante, em prejuizo do

reparo e do retorno a funcao.

A lesdo tendinea é capaz de desencadear plasticidade central com reatividade glial e

aumento na ativacdo de neurdnios na regido dorsal ipsilateral da medula.
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