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RESUMO

A fisiopatologia dos tenddes envolve liberacdo de mediadores neurais que
desempenham papel ativo na regulacdo da dor, inflamagcdo e homeostase do
tenddo. Novos direcionamentos tém apontado que a lesdo ndo se restringe as
alteracdes estruturais do tecido, mas envolve uma possivel participacdo do
Sistema Nervoso Central (SNC) na sua regulacdo. Nesse contexto, ainda é
desconhecido se a lesdo tendinea afeta o SNC e, desse modo, o presente estudo
tem por objetivo investigar as possiveis alteracdes histologicas e bioquimicas na
medula espinhal (L5) provocada pela ruptura total do tenddo calcaneo em
modelo experimental de murinos. Para isso, 0os animais foram submetidos a
tenotomia do tend&o calcéneo, divididos em trés grupos experimentais (n=57):
1) Controle; 2) Ruptura e 3) Ruptura+Sutura. Foi avaliado o nimero de células
totais da substancia cinzenta da medula espinhal no segmento vertebral L5 por
marcacado com DAPI. A reatividade glial foi avaliada por imuno-histoquimica para
microglia (IBA-1) e astrocitos (GFAP) em 7, 14 e 21 dias apo6s ruptura do tendao.
A participacdo do sistema nitrérgico foi investigada pela quantificacdo dos niveis
teciduais de nitrito na intumescéncia lombar em 7, 14 e 21 dias p6s-leséo e, pela
imunomarcacdo de INOS (NOS2) em L5. As andlises estatisticas foram
realizadas utilizando o teste ANOVA-lvia e poOs teste tukey, considerando
significativo p<0,05. Os resultados foram expressos em média + DP. A analise
da quantidade de células demonstrou que o grupo Ruptura apresentou nimero
menor de células em 7 (1408,33+58,59; p<0,05), 14 (1402,7+72,7; p<0,05) e 21
(1374,5+£74,2; p<0,01) dias pbs-lesdo em relacdo ao grupo controle (1668+52,3)
e em relacdo ao grupo Ruptura+Sutura nos dias 7 (1655%66,5; p<0,05), 14
(1639+48,5; p<0,05) e 21 (1668,3+14,1; p<0,01). O grupo com sutura nao diferiu
do grupo controle. Os resultados da reatividade glial mostraram que em 14 dias
pés lesdo as microglias se encontravam ativadas em L5 e que os astricitos
estavam ativados em 7, 14 e 21 dias pés leséo. A quantificacao de nitrito mostrou
maiores niveis de nitrito do grupo Ruptura em 7 (0,0004+10,8x10°, p< 0,01) e
14 dias (0,0006+1.06 x10°, p< 0,01) pés lesdo em relagédo ao grupo controle
(0,0002+3.45x10°). A imunomarcacdao para iNOS foi identificada em 14 dias pés
lesdo no grupo Ruptura. Nossos resultados demostraram que a ruptura do
tenddo calcaneo induz alteracbes na medula espinhal quanto ao niumero de
células totais, ativagdo de células gliais e participacdo do sistema nitrérgico em
modelo experimental de murinos. Desta forma, aponta para possiveis eventos
degenerativos, oxidativos, inflamatorios e de plasticidade neural na medula
espinhal decorrente da leséo do tendao calcaneo destacando a participacao do
SNC no processo de reparo desta leséo.

Palavra-chave: Tendinopatia, Medula espinhal, Tend&o calcaneo.
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ABSTRACT

The pathophysiology of the tendons involves release of neuronal mediators that
play an active role in regulating tendon pain, inflammation and homeostasis. New
directions have pointed out that injury is not restricted to tissue structural changes
but indicates a possible involvement of the CNS in the regulation of the lesion. In
this way, it is still unknown if the tendon injury affects the CNS, so the present
study aims to investigate possible histological and biochemical changes in the
spinal cord (L5) caused by the total rupture of the Achilles tendon in murine
model. For this, the animals were submitted to tenotomy of the Achilles tendon,
and separated in three groups (n = 36): Control; Rupture and Rupture+Suture.
The total number cells of the spinal cord gray matter in the L5 vertebral segment
was assessed by DAPI labeling. Glial reactivity was assessed by
immunohistochemistry for microglia (IBA-1) and astrocytes (GFAP) at 7, 14 and
21 days after tendon rupture. The participation of the nitrergic system was
investigated by the quantification of tissue levels of nitrite in lumbar intumescence
at 7, 14 and 21 days post-injury and by iINOS (NOS2) immunostaining in L5.
Statistical analyzes were performed using the ANOVA-1way test and post-test
tukey, considering a significant p <0.05. The results were expressed as mean +
SD. The analysis of the number of cells showed that the Rupture group had a
lower number of cells in 7 (1408.33 + 58.59, p <0.05), 14 (1402.7 £ 72.7, p <0.05)
and 21 (1374.5 £ 74.2, p <0.01) days post-injury in relation to the Control group
(1668 = 52.3) and in relation to the Rupture + Suture group on days 7 (1655 £
66.5, p <0.05) and 21 (1668.3 + 14.1, p <0.01). The Suture group did not differ
from the Control group. The results of glial reactivity showed that at 14 days after
injury the microglia were activated at L5 and that astrocytes were activated at 7,
14 and 21 days after injury. The nitrite quantification showed higher levels of
nitrite in the group Rupture in 7 (0.0004 + 10.8x10-5, p <0.01) and 14 days
(0.0006 + 1.06 x10-5, p <0.01) post-injury in relation to the control group (0.0002
+ 3.45x10-5). Immunostaining for INOS was identified at 14 days after injury in
the Rupture group. Our results showed that the rupture of the Achilles tendon
induces changes in the spinal cord in terms of total cell number, activation of glial
cells and participation of the nitrergic system in a murine experimental model. In
this way, it points to possible degenerative, oxidative, inflammatory and neural
plasticity events in the spinal cord resulting from the Achilles tendon injury,
highlighting the CNS participation in the repair process of this lesion.

Key-word: Tendinopathy. Spinal Cord. Achilles Tendon.
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1. INTRODUCAO

As lesbBes que acometem os tenddes podem ser induzidas por um processo
inflamatoério que culmina em ruptura parcial (ou total) do tecido conjuntivo denso.
Estas alteragdes podem se manifestar de forma aguda ou crbnica e sua
prevaléncia esta atrelada em grande maioria a atletas e idosos (DE MOS et al.,
2007; SCOTT et al., 2007). Dessa forma, 0 uso excessivo desta estrutura e a
fragilidade dada em funcdo da desregulacdo de fatores bioquimicos sao
apontados como possiveis causas de predisposicao a lesdo (FREDBERG, 2004;
SHARMA; MAFFULI, 2006; SCOTT et al., 2007; RILEY, 2008; LONGO, 2014)

No ambito esportivo, as lesdes tendineas estdo atreladas ndo somente a
atletas profissionais, mas também aos individuos que praticam atividades fisicas
recreacionais como o futebol e o ténis. Nestes casos, o tendao patelar, tibial
posterior, cabeca longa do biceps braquial, tendées do manguito rotador e
tendao calcaneo sédo os mais acometidos (GIBBON, 1999; REES, 2006; REES,
2009; JHINGAN et al.,, 2011; SCOTT et al., 2013; GAJHEDE et al., 2013;
DOCKING et al., 2017)

As atividades relacionadas ao trabalho excessivo de um tenddo séo
causas frequentes de tendinites, relacionadas ao uso prolongado sem a pausa
necessaria para descanso somado a uma postura inadequada (BRASIL, 2012).
Diversos estudos demostram que profissionais de diversos ramos sao expostos
as condicdes favoraveis ao aparecimento de lesdes nos tenddes, a exemplo dos
dentistas, trabalhadores industriais, costureiras, estivadores, bancarios entre
outros (ARAUJO; PAULA, 2003; PICOLOTO; SILVEIRA, 2007; MACIEL et al.,
2006; MUROFUSE; MARZIALE, 2011; ALMEIDA et al.,, 2012). Os casos
decorrentes do oficio destes trabalhadores, frequentemente sdo causas de
incapacidade laboral tempordaria ou permanente, implicando em inlmeros casos
de pedido de aposentadoria (PICOLOTO; SILVEIRA, 2007; ALENCAR; OTA,
2011; BRASIL, 2012).

Segundo uma pesquisa realizada pelo IBGE, 3.568.095 trabalhadores em
2013 disseram ter tido diagndstico de lesédo por esforgo repetitivo e distarbios
osteomusculares relacionadas ao trabalho (LER/DORT). No Brasil, 0 ministério
da saude nas ultimas décadas tém criado estratégias para a efetivacdo da

Atencéo Integral a Saude do Trabalhador, implementando uso de cartilha para
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esclarecimento ao trabalhador, bem como protocolos tendo como publico-alvo
os profissionais da rede de saude que atendem aos trabalhadores, com o
objetivo de identificar e notificar os casos de LER e Dort para oferecer subsidios
aos orgaos de vigilancia para intervengdes nos ambientes de trabalho (BRASIL,
2001; 2012; IBGE, 2013).

A literatura atual sobre a fisiopatologia desta doenca contempla muitos
esclarecimentos para a elaboracdo de tratamentos, porém ainda ndo se mostra
totalmente efetiva a fim de proporcionar um rapido e duradouro processo de
reparo do tenddo uma vez que o quadro re-ruptura Sao apontados em muitos
casos, bem como o surgimento de tendinopatia em outros tecidos decorrente da
sobrecarga por compensacdo (MOLLER et al.,, 2001, OHBERG et al., 2001;
DOCKING et al., 2015)

Os estudos tém-se voltado a discussdo do papel de varios fatores
responsaveis pela causa ou entdo participacdo no processo cicatricial como 0s
mediadores quimicos, mudancas estruturais e funcionais no tecido, porém pouco
se sabe a respeito do alcance dessas lesdes para além do tecido primariamente
afetado. Dentro desse contexto, alguns estudos jA comecam a apontar para uma
possivel alteracdo no sistema nervoso central (SNC) durante o processo de
reparo, demonstrando que estas les6es podem se mostrar muito mais
complexas do que se acredita (ANDERSSON et al., 2011; O'BRIEN; SMITH,
2013; ALFREDSON et al., 2014; HEALES et al., 2014).

1.1 TENDINOPATIA E A PROBLEMATICA DA DOR

A dor é o primeiro indicativo da presenca da tendinopatia. Relatos e estudos
demonstram que ela comumente esta presente em todas as fases do processo
de reparo, perdurando por longos periodos e que ndo acompanham de igual
modo as melhoras teciduais e funcionais, além do que representa um fator
limitante nas atividades habituais do individuo e ainda é considerada de dificil
tratamento (ALFREDSON et al., 2003). Fisiologicamente, a condi¢do primaria
para que a transmissdo de informacdo nociceptiva ocorra € a presenca de
estruturas nervosas combinado a mediadores quimicos. (SHARMA e
MAFFULLI, 2006)
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Os tenddes em condi¢cbes normais possui poucos nervos em sua estrutura,
no paratendao (estrutura adjacente ao tendao propriamente dito e consiste em
tecido conjuntivo frouxo; Figura 1), fibras nervosas formam plexos ricos e enviam
ramos pequenos que penetram o epitendao (bainha fina de tecido conjuntivo que
recobre todo o tend&o; Figura 2), porém em condic¢des patologicas ocorre intenso
crescimento de fibras nervosas (autonémicas e sensoriais) entre as fibras de
colageno que sugerem um importante papel na regulacéo da dor, inflamacéo e
reparo do tecido, justificando a dor crdénica no quadro clinico de tendinopatia
(BJUR et al., 2005; LIAN et al., 2006; RILEY, 2008; XU; MURRELL, 2008;
ACKERMANN, 2013).

Lian et al. (2006) ainda correlacionaram a dor a ocorréncia reduzida de
marcadores de noradrenalina, conhecido por atuar anti-nociceptivamente,
sugerindo que tais alteracdes observadas nos pacientes estudados reiteram o
envolvimento da inervacao periférica na regulacéo da dor e, também segundo a
literatura, o crescimento de novos ramos nervosos implica no aumento de
expressdo temporal de neuropeptidios sensoriais como: substancia P (SP),
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e glutamato (ALFREDSON
et al., 2001; ALFREDSON; LORENTZON, 2002; BRING, 2007).

A substancia P, que atua como neuromodulador facilitando processos
inflamatdrios na tendinopatia, estudos demonstram que existem ramos positivos
para SP no tecido pr6ximo ao local de ruptura do tenddo ja& uma semana apos a
leséo, atingindo uma densidade maxima de presenca na area de leséo na quarta
semana apo0s a ruptura, com aumento de sensibilidade a dor aos estimulos
térmicos e mecénicos no periodo de 1 a 4 semanas apos a ruptura espontanea
do tendéo calcaneo (ACKERMANN et al., 2002 ;2003; SCHUBERT et al., 2005;
BACKMAN et al., 2011; BRING et al., 2012).

O aumento dos niveis de glutamato em situaces de tendinopatia ja €
descrito na literatura, e é atribuido a uma resposta a agentes inflamatorios
(ACKERMANN et al., 2014). A principal hipotese de estudos realizados sugere
que o excesso de glutamato no tecido conjuntivo do tendao lesionado seja
responsavel por alteracdes como proliferacdo celular, apoptose e sintese de
coldgeno (SCHIZAS et al.,, 2012). No que tange a nocicepgdo excessiva,
acredita-se que o sistema glutamatérgico tem um papel chave, entretanto, o

exato papel ainda € incerto quanto as respectivas vias metabolicas



17

Musculo

Fibra nervosa
do neurdnio
sensorial

=

Figura 1. Padrdo de inervacdo do tend&o. llustracdo de uma unidade musculo-tendinea
demostrando os plexos formados por ramos nervosos no tenddo. Fonte:
www.slideshare.net/E_neutron/anatomy-16nervoussystem acesso em 21 de marco de

2017.
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Figura 2. Estrutura e organizagéo do tenddo. Diagrama ilustrando a relag&o entre as fibras
de colageno, fasciculos, unidades de tenddo e os tecidos conjuntivo que os circundam
respectivamente. Fonte: modificado de www.global.britannica.com/science/tendon acesso

em 21 de mar¢o de 2017.
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(ALFREDSON; LORENTZON, 2002; MOLLOQY et al., 2006; GIBSON et al., 2009;
DEAN et al., 2015; FRANKLIN et al., 2014).

Aliado ao aumento conjunto da expressao de receptores de glutamato, do
neurotransmissor glutamato e nervos, é identificado o aumento no numero de
vasos sanguineos no tendao, diferindo das caracteristicas de um tenddo sadio
que, em condi¢Bes normais trabalha em condicbes de hipdxia por apresentar
uma pequena quantidade de vasos situados em estruturas circunvizinhas
(epitend@o) e na superficie do tendéo (paratendéo) (O'BRIEN, 1997; SHARMA;
MAFFULLI, 2006; SCOTT et al.,, 2007; SCHIZAS et al., 2010; PIEPER et al.,
2011).

As observacbes gerais de associacfes entre vasos sanguineos e
estruturas nervosas nos tenddes afetados demonstra a infiltracdo desses vasos
acompanhando as estruturas nervosas no tecido conjuntivo do tenddo (XU;
MURRELL, 2008). A neovascularizacdo, identificado nos estudos pelo fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), demonstra relacdo do crescimento de
novos vasos com a dor cronica tenddo (ALFREDSON et al., 2003; BJUR et al.,
2005).

Ohberg e Alfredson (2002), ao produzir esclerose nos vasos do tendao
calcaneo de 10 individuos, observaram melhora significativa na dor crbnica
utilizando uma escala analégica visual (VAS) para a dor, sugerindo dessa forma
gue 0s neovasos compdem uma peca chave na causa da dor cronica.

As neurotrofinas também podem ter um papel importante em relacédo a
dor na tendinopatia, uma vez que o fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF) modula a dor agindo sobre as sinapses centrais nas vias da dor e o fator
de crescimento de nervo (NGF) que contribui para a hipersensibilidade em
condicdes inflamatorias (LEWIN; MENDELL, 1993; PEZET; McMAHON, 2006).
Ambos séo produzidos em tenddes lesionados de humanos e ratos e somente
NGF foi investigado em tendao de coelho, além do receptor de neurotrofinas p75
identificados no tendao calcaneo de humanos (BAGGE et al., 2009; 2011;
BRING et al., 2010; BERGLUND et al., 2011; AHMED et al., 2017).

Como citado no texto acima, a sensa¢ao de dor na maioria dos estudos
esta relacionada ao aumento de fibras nervosas nociceptiva ocorrida em
condi¢cbes inflamatdrias, no entanto, sob analise de infiltrados inflamatorios

estudos apontam que a condicao inflamatéria do tenddo néo esta relacionada a
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sensacao de dor (ALFREDSON; LORENTZON, 2002; ALFREDSON et al., 2003;
SCHUBERT et al., 2005; DEAN et al., 2015).

1.2 ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS

A inflamacdo no quadro de lesédo tendinea define o termo tendinite,
diferindo da tendinose que é outro termo visto na literatura quando referida a
degeneragéo tecidual. No entanto, dada a complexidade da patologia
geralmente € denominada tendinopatia (GABEL, 1999; FREBERG 2004; RILEY,
2008).

O processo inflamatério na tendinopatia caracteriza a primeira fase do
processo de reparo, denominada de fase inflamatéria. Por conseguinte, tem-se
a fase proliferativa seguida da fase de remodelagem. A sequéncia das trés fases
€ dividida didaticamente, porém nos momentos de transicdo entre elas, os
eventos caracteristicos de cada fase ocorrem ao mesmo tempo (Figura 3)
(BRING, 2007; RILEY, 2008; ABATE et al., 2009).

O processo fisiopatoldgico inicia com hematoma e ativacdo plaquetaria;
neutrofilos, eritrocitos e mondcitos sédo atraidos para o local da lesdo e ocorre
fagocitose do material necrotico (ABATE et al., 2009). Fatores angiogénicos sao
secretados e d& inicio a formacdo de uma rede vascular essencial para o
processo de reparo (SHARMA; MAFFULLI, 2006). As concentracdes
aumentadas de glicosaminoglicanos atuam na regulacdo das passagens das
moléculas no espaco extracelular e permitem a formacédo de gradientes de
moléculas quimiotaticas propiciando entéo a proliferacdo de células progenitoras
que posteriormente vao ser diferenciadas em tenocitos (fibroblasto especializado
do tendao) que, por sua vez, vao protagonizar a sintese de colageno tipo Ill.
(DOCHEVA et al., 2014)

Os parametros teciduais do tenddo sadio séo caracterizados pela
pequena quantidade de células (tendcitos) com formato fusiforme, organizadas
em matrizes lineares alinhadas e intercaladas entre fibras de colageno que, por
sua vez, representa 65% a 80% do peso seco do tecido dos quais 95% séo de
colageno tipo | e o restante de colageno tipo lll, IV e V (O'BRIEN, 1997; RILEY,
2004).

O colageno tipo | constituido de tripla hélice de polipeptidios garante ao
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Figura 3. Representacdo das fases de reparo da lesdo tendinea. Duragdo em semanas de
cada fase e as altera¢des ocorridas em cada uma delas.
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tendao resisténcia para suportar cargas mecanicas e, juntamente com uma
proteina elastica denominada elastina que compde cerca de 1 a 10% da massa
seca do tendado, garante elasticidade ao tecido tendinoso, capacidade para
absorver choques e a alta resisténcia a fadiga (AARON; GOSLINE, 1981;
GOSLINE et al.,, 2002; KANNUS, 2000; SILVER et al., 2003; VIDAL, 2003;
PROVENZANO; VANDERBY, 2006; SHARMA; MAFFULLI, 2006; KOROL et al.,
2007; RILEY, 2008; SAMIRIC, 2009; THORPE, 2013).

Em condi¢Bes patoldgicas, as células sdo modificadas para um formato
arredondado, fato que, segundo Huisman et al. (2014), pode estar associada a
uma resposta adaptativa. A desorganizacdo das fibras de colageno é
caracteristica da tendinopatia frente a desregulacéo entre sintese e degradacéao
de matriz extracelular e, neste processo, as colagenases (enzimas da familia da
metaloproteases - MMPSs) estédo entres as poucas enzimas capazes de clivar as
fibras de colageno e representa parte desse processo de restruturacao do tecido
(RILEY et al., 2002). O colageno tipo lll, nesta fase aumenta de forma expressiva
e tera um papel fundamental na regulacdo da fibrilogénese do colageno tipo |
(KUO et al., 2008)

A partir de entdo, é iniciado um processo de reorganizacao do tecido e
cicatrizacdo com o decrescimento de celularidade e colageno tipo Ill, células
alongadas e feixes de colageno tipo | organizado e abundante (JOZSA;
KANNUS, 1997; SHARMA; MAFFULLI, 2006; BRING, 2007).

1.3 TRATAMENTOS E A MECANOTRANSDUCAO DAS LESOES
TENDINEAS

No tratamento de lesBes tendineas, comumente pode ser adotado dois
tipos de tratamentos: o cirdrgico ou conservador (ndo-ciruargico). Durante esses
processos diversas intervencfes séo administradas incluindo crioterapia,
eletroterapia, injecdes peritendinea com 0s mais variados agentes e tratamento
farmacoldgico com uso de antiinflamatérios. Neste cenario, o descanso é muito
utilizado durante o tratamento, porém, muitos estudos demonstram a importancia
de uma reabilitacdo precoce (COOK et al., 2002; RILEY, 2008; REES et al.,
2009)



23

Bring et al. (2008) demostraram que a imobilizacdo parece dificultar a
cicatrizacdo do tenddo, em um processo que pode estar diretamente ligado a
uma sensibilidade periférica pela estimulacdo de neuropeptideos sensoriais.
Neste contexto compreende-se que cargas fisiologicas sdo necessérias para
manter a homeostase do tenddo, sendo descrito ainda a importancia da
estimulacdo mecéanica para o processo de cicatrizacdo do tenddo. Fato este
justificado pela transmisséo e conversao de um estimulo mecéanico em resposta
biolégica, denominado mecanotransducao (WALL; BANES 2005; LAVAGNINO
et al., 2008; CHIQUET et al., 2009; KILLIAN et al., 2012; GALLOWAY et al.,
2013)

A estimulacdo mecanica contribui para a sintese de colageno e atividade de
reparo pelos tendcitos, aumentando a expressdo de fatores de crescimento
como fator de crescimento-B-1 (TGF-B-1), fator de crescimento semelhante a
insulina 1 (IGF-1) e fator de crescimento de tecido conectivo (CTGF); e fatores
angiogénicos como VEGF (SCHILD; TRUEB, 2002; CHIQUET et al., 2003;
HEINEMEIER et al., 2007; SCOTT et al.,, 2007; HUISMAN et al., 2014,
MOUSAVIZADEH et al., 2014).

Determinados padrfes de carga sao conhecidos por induzir a adaptacéo
anabdlica celular do tenddo, porém uma super estimulacao de forma repetitiva
leva a uma resposta catabdlica pelo aumento de citocinas inflamatérias e
enzimas degenerativas levando a tendinopatia (ARCHAMBAULT et al., 2002;
MAGNUSSON et al., 2010; HEINEMEIER; KJAER 2011; NEVIASER et al., 2012;
OLIVEIRA et al., 2012; GALLOWAY et al., 2013).

Nesse contexto, 0 uso excessivo do tend&o é classificado como um fator
extrinseco que pode levar a lesdo (REES et al., 2009). Outros fatores como a
biomecanica e alinhamento corporal incorreto também sdo denominadas causas
extrinsecas de tendinopatia (REES et al., 2006). No entanto, a fisiopatologia do
tendinopatia comumente é atribuida também a fatores intrinsecos envolvidos no
processo de degeneracao do tecido e sao atribuidos a diversas hipéteses como
a obesidade, presenca de mediadores inflamatorios, estresse oxidativo,
desregulacdo de metaloproteases, desordens hereditarias entre outras
desordens sistémicas (SHARMA; MAFFULLI, 2006; MAGRA; MAFFULLI, 2008;
FRANCESCHI, 2014). E, apesar do enquadramento didatico das causas em
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duas categorias, a interacdo entre eles é comum no surgimento do quadro
(REES, 2009).

O tenddo € integrado ao muasculo (juncdo miotendinea) de onde é
produzida toda tensao transmitida aos tenddes que por sua vez se integra
também ao osso (entese) a fim de gerar movimento articular (KANNUS, 2000;
VIDAL, 2003; SHARMA; MAFFULLI, 2006; FRANCHI et al., 2007; RILEY, 2008).

Esses locais de transicdo, e as diferencas de forma e maneira como 0s
tendbes sao ligados ao 0sso, muitas vezes sdo potenciais para o surgimento de
lesGes. Os variados tenddes sdo sujeitos a diferentes distribuicoes de tensodes,
e dentre todos, o tendéo calcaneo (ou de Aquiles), que liga os musculos séleo e
gastrocnémio ao 0sso calcaneo € descrito pela literatura como o tendéo de alta
incidéncia a lesdo, apesar de ser considerado o mais resistente do corpo humano
(KANNUS, 2000; REES et al., 2006; LAVAGNINO et al., 2015).

Responsavel pela extensdo do pé, o tenddo calcaneo esta diretamente
responsavel pela marcha do individuo, logo, € frequentemente solicitado e,
talvez esta seja a justificativa em ser um dos mais acometidos. Diante da
problematica, nos propomos neste trabalho investiga-lo (KANNUS, 2000; COOK,
2002).

A compreensao da relacdo da mecanobiologia tanto para a fisiopatologia
guanto para a reabilitagcdo precisam ser mais bem compreendidas, no entanto,
de forma consensual a tensdo no qual o tenddo é submetido demonstra
significativa importancia (LAVAGNINO et al., 2015).

Neste contexto modelos in vitro e in vivo sdo largamente utilizados para
busca da compreensdao de tais fenbmenos e, dentre a gama de modelos, os ratos
tem representado uma modelo eficaz dada as compatibilidades histoldgicas,
funcionais e bioquimicas com o tenddo humano (ALFREDSON et al., 2003;
DAHL, 2007; SCOTT,2007; BRING, 2007; 2008; 2012).

1.4 INVESTIGACOES DE ACAO DO SNC APOS LESAO TENDINEA

Os tenddes nao trabalham de forma isolada, pelo contrario, a tenséo recebida
por eles, através dos musculos € orquestrada pelo sistema nervoso central

(SNC). As terminacdes nervosas vistas no tenddo sdo especializadas em
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detectar mudanca de tensdo e pressao (mecanoreceptores), estruturas estas
denominadas de Orgao tendinoso de golgi (OTG); e também detectam e
transmitem informac&o nociceptiva (nociceptores) (ACKERMANN et al., 2001;
COOK, 2002; SHARMA; MAFFULLI, 2006)

Estudos em tendinopatia indicam que a lesdo ndo se restringe as
alteracdes estruturais do tecido conjuntivo, mas envolve uma possivel
participacdo do SNC no processo de reparo da lesdo (ACKERMANN, 2013;
ACKERMANN et al., 2014; ALFREDSON et al., 2014). Os nervos espinais sao
os caminhos de comunicacdo entre o SNC (medula espinhal) e regides
especificas do corpo. A medula espinhal consiste em uma estrutura do sistema
nervoso central localizada no interior do canal central da coluna vertebral que se
estende desde a parte inferior do encéfalo até a borda superior da segunda
vértebra lombar em humanos adultos (TORTORA; DERRICKSON, 2012).

A medula espinhal € segmentada e dela emergem 31 pares de nervos
espinhais dos forames intervertebrais, separados em intervalos regulares. N&o
h& segmentacdo anatbmica Obvia, mas, por conveniéncia, a designacdo dos
nervos espinhais baseia-se no segmento da coluna vertebral em que estdo
localizados. Séo eles: 8 cervicais (C1-C8), 12 toracicos (T1-T12), 5 lombares
(L1-L5), 5 sacrais (S1-S5), e 1 par de nervos coccigeos (TORTORA;
DERRICKSON, 2012).

Ao longo de toda extensdo, a medula espinhal apresenta um alargamento
visivel em duas regides, um superior denominado intumescéncia cervical,
responsavel pela comunicacdo nervosa dos membros superiores; e um
alargamento inferior denominada intumescéncia lombar de onde surgem nervos
destinados a inervar os membros inferiores (MACHADO, 2004; TORTORA;
DERRICKSON, 2012).

Neste contexto, a intumescéncia lombar que se estende desde a nona até
a décima segunda vértebra toracica é a regido de onde emerge o nervo tibial
responsavel pela transmissédo de informa¢des aos musculos (gastrocnémio e
s6leo) que se ligam ao tendao calcaneo. Estas informacdes sdo conduzidas da
medula ao membro ipsilateral (FISCH, 2009; DRAKE et al., 2010).

A medula espinhal é organizada em substancia cinzenta e branca (figura

4), onde a branca situa-se na parte externa e a cinzenta situa-se na parte interna
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formando uma estrutura em forma de H apresentando dois cornos dorsais
responsaveis pela retransmissdo de informacdes sensoriais e dois cornos
ventrais responsaveis pela retransmisséao de informa¢des motoras, todos unidos
pela comissura cinzenta ao redor do canal central, desenvolvido a partir do limen
do tubo neural embrionério e alinhado por células ependimarias (KANDEL et al.,
2014; MACHADO, 2004).

As diferencas entre a substancia cinzenta e branca da medula espinhal séo
causadas pela distribuicdo diferencial da bainha de mielina. Os principais
componentes da substancia branca sdo os axOnios mielinizados e 0s
oligodendrdcitos produtores de mielina. A substancia branca ndo contém corpos
de células neuronais, mas estao presentes as microglias (figura 5). A substancia
cinzenta contém astrécitos abundantes e grandes corpos de células neuronais,
especialmente os neurdnios motores nos cornos ventrais. (MESCHER, 2010)

Na tendinopatia unilateral, ja foram apontados déficits bilateralmente nos
sistemas sensoriais e motor, bem como aumento de celularidade e proliferacéo
vascular. De igual modo, investigacdes de treinos fisicos unilaterais mostram
efeitos bilaterais (CARROLL et al., 2006; ANDERSSON 2011; DOBSON et al.,
2014). Diante do exposto, alteracdes no tenddo do membro contralateral a leséo
podem ser mais complexas do que a influéncia de carga isolada, implicando em
um mecanismo que envolve a sinalizagdo do SNC, destacando a necessidade
de mais estudos que investiguem essa via tanto para compreender a etiologia
guanto para contribuir no tratamento da tendinopatia (SHENKER et al., 2003;
O'BRIEN; SMITH, 2013)



27

Corno =~
ventral

Figura 4. Estrutura e organizacdo da medula espinhal. Seccdo transversal da medula
espinhal corada com violeta de cresil, mostrando a substancia branca na parte externa e a
substancia cinzenta em forma de H. No centro da medula é identificado o canal central, na
regido posterior 0s cornos dorsais e na regido anterior 0s cornos ventrais. Fonte: modificado
de www.doctorc.net/Labs/Lab9/lab9.htm acesso em 11 de abril de 2017.
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Figura 5. Fotomicrografia da medula espinhal. Secg¢édo transversal da medula corada com
HE, obj 40x. Linha tracejada delimita a transicdo entre substancia branca (a esquerda) e
substancia cinzenta (a direita). Seta indica um corpo de neurdnio. Fonte: modificado de
Mescher (2010).
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Inimeros estudos ja tém se voltado a investigar a participacao do sistema
nervoso na fisiopatologia da tendinopatia, no entanto, com foco restrito a
expressao de fatores quimicos no -tecido conjuntivo do tendao lesionado como
exposto em tépicos acima. E, dentre a gama de investigacdes, o envolvimento
do gés oxido nitrico (NO) tem sido alvo de estudos, uma vez que, seu papel na
transmissao sinaptica nociceptiva nos sistemas nervoso central SNC) e
periférico (SNP), de modo geral, j4 tem sido reportado (MELLER et al., 1992;
LEVY; ZOCHODNE 2004; KRAYCHETE et al., 2008; FREIRE et al., 2009).

1.5 ENVOLVIMENTO DO OXIDO NiTRICO (NO) NA TENDINOPATIA

De fato, diz-se que o NO esta envolvido na manutencao da hiperalgesia, no
qual, o aumento da sintese de NO conduz a liberagcdo de neuropeptideos
excitatorios, citocinas e neurotransmissores e ativacao do receptor de glutamato
NMDA (GARTHWAITE, 1991; BREDT; SNYDER, 1992; DEYAMA et al., 2017)

Sua sintese ocorre a partir da L-arginina, pela acdo da enzima 6xido nitrico
sintase (NOS), podendo ser expressa em 3 isoformas: eNOS (encontrada nas
células endoteliais), NNOS (identificada no cérebro e tecidos neuronais) e NOS
induzivel (INOS) (MONCADA et al., 1991; NATHAN; XIE, 1994). E descrito na
literatura que as NO sintase sdo reguladas positivamente apds uma leséo de
nervo (NAIK et al., 2006).

O sistema nitrérgico desempenha um papel fundamental no processamento
local nociceptivo na medula espinhal (MELLER; GEBHART, 1993; FREIRE et
al., 2009). Hervera et al. (2010) demonstrou que a expressao de NOS neuronal
e induzivel sdo encontradas na medula espinhal de camundongo submetidos a
constricdo do nervo ciatico.

No que se refere a relacdo do NOS na tendinopatia, dados descritos na
literatura descrevem que sua atividade é baixa em um tendéo sadio, porém é
aumentada no caso de leséo, sendo expressa pelos fibroblastos, macrofagos e
células endoteliais (PARK et al.,, 2000; LIN et al.,, 2001b; MURREL, 2007).
Estudos realizados em ratos demostraram que 4 dias ap0s transecc¢éo do tendao
calcaneo houve aumento nos niveis estacionarios de RNAm e proteina para
todas as 3 isoformas de NOS (LIN et al., 2001a; LIN et al., 2001b).
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Estudos in vitro e in vivo descrevem que o NO tem efeito protetor ou benéfico
na organizacao do colageno, sugerindo que ele contribui para a cicatrizacdo do
tendao pela habilidade de promover a deposi¢cdo de colageno (XIA et al., 2006.
MURREL, 1997; 2007; LIN et al., 2001b; TOMIOSSO, 2009; NICHOLS et al.,
2012; SCOTT et al., 2012). Em contrapartida, um estudo realizado em nosso
laboratorio contrapde esta afirmativa ao observar melhora significativa nos
parametros funcionais e no tempo da recuperacdo tecidual, acelerando o
processo de reparo do tend&o calcaneo ao utilizar um inibidor da NOS (L-NAME)
(MORAES et al., 2013). A divergéncia entre os estudos, em partes pode ser
justificada pelo papel dual do NO ou entéo pela diversidade das metodologias
utilizadas quanto a via de administracdo das drogas, local versus sistémica.

Diante disso, ainda permanecem duvidas quanto ao papel do NO na
tendinopatia, sobretudo ndo existem dados que demostrem uma possivel
expressao do 6xido nitrico no SNC relacionado a lesdes de tenddo. Logo, neste
trabalho propomos uma investigacao da relacéo do sistema nitrérgico e SNC em
condi¢cdes experimentais de tendinopatia, bem como possiveis mudancas

estruturais na medula espinhal em resposta a leséo do tendao.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os parametros bioquimicos e histolégicos na medula espinhal
causada pela ruptura total experimental do tenddo de calcaneo em modelo

murino.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Determinar o nimero de células na substancia cinzenta da medula
espinhal (L5) entre os grupos experimentais em 7, 14 e 21 dias pés-leséo,

e o efeito da sutura no numero de células.

* Analisar a imunomarcacédo de GFAP em 7, 14 e 21 dias p0s-lesédo na

medula espinhal (L5) dos animais submetidos a ruptura do tend&o.

« Analisar a imunomarcacdo de IBA-1 em 7, 14 e 21 dias p0s-lesdo na

medula espinhal (L5) dos animais submetidos a ruptura do tendéo.

* Investigar, por meio de dosagem de nitrito, a possivel ativacdo nitrérgica

na intumescéncia lombar em 7, 14 e 21 dias pos- leséo.

« Avaliar a expressao da NOS2 em 7, 14 dias pds-lesao na medula espinhal

(L5) dos animais submetidos a ruptura do tendao.
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3. MATERIAL E METODO

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 57 camundongos jovens adultos da linhagem Balb/C
(Mus musculus), com massa corporal na faixa de 25+3g provenientes do biotério
central pertencente ao Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
do Para (ICB-UFPA). Os animais permaneceram em gaiolas de polipropileno
padrdao, mantidas em ambiente controlado com ciclo claro/escuro de 12 horas,
além de receberem agua e racdo ad libitum. Este projeto foi aprovado pelo
comité de ética em pesquisa com animais de experimentacédo da UFPA (CEPAE-
UFPA) sob o parecer 2066070716.

3.2 TENOTOMIA CIRURGICA

Os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina 10%
(90mg/kg) e cloridrato de xilazina a 2% (5mg/kg) com aplicacdo intraperitoneal.
A pele sobre a regido dorsal da tibia do membro posterior direito foi tricotomizada
manualmente.

Posteriormente a assepsia local, realizou-se uma incisdo longitudinal de
cerca de 0,3 cm na pele acima da insercao calcanea para ter acesso ao tendéo
calcaneo. Apés a disseccéo foi realizada com a linha de sutura um ponto simples
em dois pontos equidistantes em relac&o ao ponto distal e medial do tenddo. Em
seguida, o mesmo foi seccionado totalmente por cisalhamento transversal.
Posteriormente, o tenddo e a pele foram suturados com fio de poliamida
monofilamento ndo absorvivel numero 4.0 e submetida novamente a assepsia
local. Um dos grupos experimentais ndo passou pelo processo de sutura do
tendéo de calcaneo, dessa forma, ndo houve a unido do tecido.

Apos a lesdo ndo houve nenhuma restricdo ou imobilizacdo do segmento,

apenas higienizacéo diaria com solucao fisiologica até a cicatrizacéo da pele.
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3.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Esta pesquisa propds trés grupos experimentais; o primeiro foi constituido
de animais considerados sadios (controle; n=12). O segundo grupo foi submetido
a ruptura do tendao calcaneo (ruptura; n=36). O terceiro foi sujeito a leséo

experimental em seguida o tendéo foi suturado (ruptura+sutura; n=9).

3.4 DISSECCAO DA MEDULA ESPINHAL

Apés anestesia, foi realizado a eutandsia dos animais por perfusédo
transcardiaca com solucao salina (0,9 %) seguido de formaldeido tamponado
10% para fixacdo dos tecidos, ambos com pH 7,4. A medula espinhal foi entdo
dissecada completamente do canal central das vertebras da coluna vertebral,
onde foi identificada e isolada a intumescéncia lombar nivel de L5, para

posteriores analises.

3.5 ANALISE HISTOLOGICA

3.5.1 Processamento histolégico

Apoés disseccdo da medula espinhal as amostras de todos 0s grupos
foram pos-fixadas em formaldeido 10%, por 24h em temperatura ambiente. Apos
esse procedimento os tecidos passaram por solugdes crescentes de alcool e
Xilol (50%, 60%, 70%, 80%, 90%, Absoluto 1. Absoluto 2, Xilol 1 e Xilol 2) e
depois passam por processo de inclusdo em parafina 1, 2 e 3, com temperatura
de 56,5°C, entdo as amostras foram emblocadas e ajustadas para corte em
micrétomo com orientacao transversal a uma espessura de 10um.

Os cortes foram transferidos para laminas histolégicas. As laminas foram
criteriosamente organizadas e numeradas, sendo mantidas em temperatura

ambiente em caixas até o momento do uso.
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3.5.2 Coloragao com hematoxilina e eosina

Para avaliar a estrutura tecidual, utilizamos a técnica de coloracédo por
hematoxilina e eosina. Para essa coloragdo, as laminas com as seccoes
histologicas de medula espinhal foram inicialmente imersas em agua destilada
mantendo-as por 5 minutos. Apos esse periodo, as laminas foram imersas em
hematoxilina de Harris por 30 segundos e lavadas em agua destilada corrente
posteriormente.

Em seguida, as laminas foram imersas em eosina por mais 30 segundos
e entdo lavadas em agua destilada corrente. Apds esse ultimo passo, as laminas
foram imersas em 4&lcool 70% e por fim montadas em Permount®(Fisher
Scientific. New Jersey, USA).

Um microscopio de luz transmitida (Nikon, Eclipse E800 Yokohama,
Japan) com camera digital (Nikon, DXM 1200, Japan) acoplada foi usado para

analise histoldgica e captura de imagens, as quais foram analisadas.

3.5.3 Contagem de células

A anadlise do tecido consistiu no uso de seccdes obtidas pelo micrétomo,
como mencionado acima, as quais foram lavadas em agua destilada por 5
minutos, permeabilizadas em temperatura ambiente com Triton X-100 0,1% por
10 minutos e tratadas com DAPI (1:10.000) por 1 minuto e meio para marcacao
do nucleo celular. Em seguida, as secc¢bes foram lavadas 3 vezes com agua
destilada para posteriormente serem montadas com N-propilgalato.

Um microscépio de fluorescéncia (Nikon, Eclipse E800 Yokohama, Japan)
foi usado para andlise da ocorréncia da marcacdo, com excitacdo de luz
ultravioleta(358nm), detectado através de um filtro azul/ciano. A area total da
medula espinhal foi capturada por fotomicrografia utilizando objetiva de 20x,
obtidas através de um sistema de camera digital. A analise duplo-cego foi
realizada com auxilio do programa ImageJ®, onde foram consideradas somente

as areas correspondentes aos cornos dorsais e ventrais da medula espinhal.
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3.6 IMUNOMARCACAO

Para as analises por imunomarcacédo, foi realizado primeiramente a
eutandsia dos animais do grupo controle e grupo ruptura por perfusdo
transcardiaca com solucéo salina (0,9 %) seguido de paraformaldeido 4% (PFA).
Em seguida a medula espinhal foi dissecada e pdés-fixada em PFA 4% por 12
horas e, em seguida, lavados em tampéo fosfato 0,1M, pH 7,4, por 3 vezes
consecutivas de 5 minutos cada. As amostras foram armazenadas e mantidas
em tampéo fosfato a 4°C. Antes da execucao dos cortes, o tecido passou por
processo de crioprotecdo em solucdes crescentes de sacarose (10%, 20% e
30%) em temperatura ambiente e depois mantidos na solu¢cdo a 30% até o
momento da criomicrotomia.

ApGs a crioprotecdo, o material foi embebido em Tissue Tek® (Sakura
Finetek, Inc., Califérnia, USA) para ser cortado em 10 ym de espessura com
orientacdo transversal em criostato (Leica, CM3050 S) ajustado para -24°C. Os
cortes foram transferidos para laminas histolégicas previamente gelatinizadas.
As laminas com os cortes foram criteriosamente organizadas e numeradas,

sendo mantidas congeladas a -20°C em caixas até o momento do uso.

3.6.1 Imunofluorescéncia

Para imunomarcacao da NOS2, as amostras coletadas no 7°, 14° e 21°
dia pos lesdo foram incubadas em solucéo de bloqueio (1% BSA, 0,25% Triton
em PBS, pH 7,4). Os anticorpos primario e secundario foram diluidos em solucéo
de blogueio, primario (NOS2/rabbit - Santa Cruz Biotechnology) de 1/200 e
secundario (FitC/mouse anti- rabbit, - Santa Cruz Biotechnology) de 1:1000. Para
a marcagdao dos nucleos das células foi utilizado o marcador DAPI (1:10.000). As
laminas foram montadas com N-propilgalato e posteriormente visualizadas em
microscopio de fluorescéncia (Nikon, Eclipse E800 Yokohama, Japan) com os

filtros adequados e com a objetiva de 20x para analise de possiveis marcacoes.
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3.6.2 Imunohistoquimica

A imuno-histoquimica para GFAP e IBA-1 foi realizada nas amostras
coletadas em 7, 14 e 21 dias ap0s a ruptura total do tenddo. As amostras foram
incubadas em peroxido (3%) seguida de lavagem, posteriormente foram
incubadas com anticorpo primario (GFAP/ Mouse — Sigma; IBA-1 AIF1 — Merk-
milipore) ambos diluidos em solucéo bloqueio (3% BSA, 0,3% Triton em PBS e
soro de mouse ou horse respectivamente) de 1:1000(GFAP) e 1:200(IBA-1).
Apos lavagem, foram incubadas com anticorpo secundario diluida em solugéo
bloqueio (Goat anti-mouse-Sigma ou Mouse anti-horse - Sigma). Por fim, as
amostras foram incubadas com ABC e revelado com DAB. As laminas entdo
foram montadas em Entelan e posteriormente visualizadas em microscopio de

campo claro (Nikon, Eclipse E800 Yokohama, Japan).

3.7 DOSAGEM DE NITRITO

Para a dosagem de nitrito, a intumescéncia lombar do grupo controle e
dos animais que sofreram a ruptura do tendao e néo se submeteram a sutura do
tecido, foi fragmentada manualmente juntamente com solugédo de PBS (10x o
volume do tecido) para homogeneiza¢do. O homogeneizado foi centrifugado e o
sobrenadante foi utilizado para o ensaio colorimétrico de dosagem de nitrito
atraves do reagente de Griess (naftleno a 0.1%, diluido em agua deionizada e
sulfanilamida a 1%, diluida em &cido fosforico a 5%), no qual, foi adicionado a
amostra na mesma proporc¢éao (1:1) (GREEN et al., 1982).

Os valores foram mensurados por espectrofotometria utilizando um leitor
de microplaca (Biotek ELX-800) com comprimento de onda de 540nm. A
concentragdo de nitrito das amostras foi calculada com base nos valores de
absorbéancia obtidos de uma curva padrdao de nitrito com concentracbes
conhecidas (0-50) e posteriormente corrigidas pela concentracdo de proteinas

contida na amostra.
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3.8 ANALISE ESTATISTICA

O programa estatistico usado na avaliacdo destes experimentos foi o
BioEstat 5.0, onde os dados foram analisados utilizando o teste de analise de
variancia (ANOVA) de um critério, seguida pelo teste tukey para comparacdes
multiplas. Os valores de p<0,05 foram considerados significativos. Os resultados

foram expressos como média *+ desvio padréo.
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4. RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACOES DA AMOSTRA

As primeiras analises foram realizadas com o objetivo de caracterizar as
amostras coletadas. Tecidos do grupo controle foram corados com hematoxilina
e eosina para possibilitar a visualizacdo da integridade estrutural do tecido, de
forma que, posteriormente fossem realizadas as analises por imunomarcacao.

Na figura 6A, € possivel visualizar a configuragcdo do nivel L5 da medula
espinhal, de onde surgem os nervos que inervam o tendao calcaneo, com nitida
delimitacdo da substancia branca (2) e substancia cinzenta (1); e dos cornos
ventrais (V) e cornos dorsais (D). Em maior aumento (40x- figura 6B), vemos as
caracteristicas histoldégicas da substancia branca (2) constituida por células
gliais, e da substancia cinzenta (1) contendo corpos de neurénios (indicado pela
seta).

Para a investigacdo do numero total de células da medula espinhal (L5),
foi utilizado o marcador nuclear fluorescente (DAPI). A partir da delimitagdo do
H da medula espinhal a regido da substancia cinzenta foi identificada para
posterior analise, uma vez que 0S cornos ventrais sdo relacionados com o
controle motor do movimento e os cornos dorsais estao relacionados com as vias

somatossensoriais.
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Figura 6. Medula espinhal (L5). Coloragdo com hematoxilina e eosina. Espessura de 10 pum e barra
de escala de 50 um (A) e 100um(B). A e B: 1 — substancia cinzenta, 2 — substancia branca. D: cornos
dorsais; V: cornos ventrais. Seta indica um corpo de neurénio.
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Figura 7. Marcacao nuclear da medula espinhal (L5). Marcacdo em DAPI. Espessura de 10
pum e barra de escala de 100 um. D — Cornos dorsais, V - Cornos ventrais.
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4.2 ANALISE DO NUMERO DE CELULAS NA SUBSTANICA CINZENTA DA
MEDULA ESPINHAL (L5) DE CAMUNDONGOS APOS TENOTOMIA.

Com o intuito de investigar se a ruptura total no tend&o calcaneo influencia
na quantidade de células nos cornos ventrais e dorsais da medula espinhal (L5)
em 7, 14 e 21 dias apds tenotomia, quantificamos o nimero de células na
substancia cinzenta. Pelo mesmo procedimento foi analisado a influéncia da
sutura apOs a tenotomia na quantidade de células na substancia cinzenta da
medula espinhal.

As analises feitas no sétimo dia apds a ruptura total do tendéo calcaneo
seguido de sutura ou ndo, demonstrou ndo haver diferenca estatistica entre o
grupo Ruptura+Sutura (1655+66,5) e o grupo Controle (1668+52,3). No entanto,
a quantidade de células no grupo Ruptura apresentou diferenca significativa
(1408,331£58,59) em relagéo ao grupo controle (p<0,05) e em comparacdo ao
grupo Ruptura+Sutura (p<0,05) (figura 8).

Na investigacdo do 14° dia apés a lesdo, ndo houve diferenga
estatisticamente significativa do grupo Ruptura+Sutura (1639+48,5) em relacao
ao grupo controle (1668+52,3) entretanto, o grupo Ruptura (1402,7+72,7)
apresentou diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle
(p<0,05) e grupo Ruptura+Sutura (p<0,05). (figura 8).

Da mesma forma, no 21° dia pés-lesdo ndo foi identificado diferenca
significativa do grupo Ruptura+Sutura (1668,3+14,1) em relacdo ao grupo
controle (1668+52,3), porém o grupo Ruptura (1374,5+74,2) apresentou
diferenca estatisticamente significativa em rela¢do ao grupo controle (1668+52,3;
p<0,01) e grupo Ruptura+Sutura (1668,3+14,1; p<0,01) (figura 8), demonstrando
desta forma que no processo de reparo da lesdo do tenddo calcaneo ocorre
diminuicdo do numero de células da medula espinhal (L5) mas, que, quando a
lesdo € seguida do reparo cirdrgico ndo € visto alteracdes no namero total de
células.

Quando comparado o numero de células intra-grupo em todos os dias
analisados (7, 14 e 21) nao foi observado diferenca no grupo Ruptura (p=0,854)

e grupo Ruptura+Sutura (p=0,7255).
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Figura 8 — Numero de células na substancia cinzenta da medula espinhal de camundongos, nos
dias 7, 14 e 21 po6s tenotomia seguida ou nao de sutura. Dados expressos em média + desvio
padrdo, n=3 (ANOVA-Tukey. * p< 0,05 e # p<0,01 vs Controle; + p< 0,05 e £ p<0,01 vs
ruptura+sutura)
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4.3 ANALISE DE MARCACAO DE MICROGLIAS (IBA1) NA MEDULA
ESPINHAL (L5) APOS TENOTOMIA

A reatividade das células microglias no segmento L5 da medula espinhal
dos camundongos em resposta a ruptura do tendao calcaneo foi avaliada por
imunomarcacao com o anticorpo anti-ibal. As fotomicrografias do grupo controle
demonstram ndo haver atividade microglial em condi¢ées normais, com o tendéo
calcaneo integro (figura 9).

As analises do grupo ruptura apos 7 dias de ruptura do tenddo néo
diferiram do grupo controle, indicando desta forma que, decorrido uma semana
apos ruptura do tendéo calcaneo ndo se vé a participacdo microglial na medula
espinhal. A analise do 14° dia ap6s a ruptura do tendao calcaneo identificou a
ocorréncia de ativacdo microglial e, estas células foram identificadas em todos
0s cornos avaliados como mostrado na figura 9. Para melhor visualizacéo, os
quadros a esquerda mostram em maior aumento o formato das células reativas.

Ja, nas andlises de 21 dias ap6s a lesdo, ndo foram identificadas
microglias reativas em nenhum dos cornos. Desta forma, fica evidente
primeiramente que as microglias atuam na medula espinhal (L5) em resposta a
ruptura do tendéo calcaneo, e que, sua atividade ocorre em 14 dias apés a leséo,
retornando ao padrdo normal jA em 21 dias pos lesao.
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CONTROLE DIA 7

Figura 9 — Imunomarcacao para microglias no segmento L5 da medula espinhal. Avaliagdo por
imuno-histoquimica (iba-1) associado a ruptura do tenddo calcaneo em 7, 14 e 21 dias apos
lesé@o e do grupo controle. CVE: corno ventral esquerdo; CVD: corno ventral direito; CDE: corno
dorsal esquerdo; CDD: corno dorsal direito. Objetiva de 40x, barra da escala 50um, n= 3.
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4.4 EXPRESSAO DE ASTROCITOS (GFAP) NA MEDULA ESPINHAL (L5)
RELACIONADA A TENOTOMIA

A avaliacdo da reatividade de astrocitos neste trabalho foi avaliada com o
intuito de verificar se estas células tem participacao no processo de recuperagao
da ruptura do tenddo calcaneo de camundongos. A figura 10 mostra as
micrografias do grupo controle e do grupo ruptura nos dias 7, 14 e 21 pés lesao.

As andlises do grupo controle demonstraram que ndo houve reatividade
de astrdcitos no segmento L5 da medula espinhal, contudo, em apenas uma
semana (dia 7) apOs a ruptura do tenddo calcaneo, ocorreu uma intensa
reatividade astrocitaria que pode ser vista em maior quantidade nos cornos
ventral e dorsal do lado ipsilateral a lesdo e em menor expressdo nos cornos
ventral e dorsal do lado contralateral a lesdo. Os quadros a esquerda de cada
micrografia mostram em maior aumento as células reativas.

Ao avaliarmos o segmento L5 da medula espinhal em 14 dias apds a
lesdo, também identificamos astrocitos reativos em todos o0s cornos
investigados, porém quando comparado ao dia 7 observa-se que esta marcacao
ja estd diminuida, porém ainda bem evidente quando comparado ao grupo
controle.

As fotomicrografias do dia 21 demonstram uma diminuicdo na expressao
de astrocitos reativos quando comparado ao dia 14 e dia 7, entretanto ainda se
difere do grupo controle. Desta forma, estes resultados apontam que a ruptura
do tenddo calcaneo é capaz de suscitar a reatividade astrocitaria ha medula
espinhal (L5).
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Figura 10 — Imunomarcacéo para astrocitos no segmento L5 da medula espinhal. Avaliagcao por
imuno-histoquimica (Gfap) associado a ruptura do tendédo calcaneo em 7, 14 e 21 dias apoés
lesé@o e do grupo controle. CVE: corno ventral esquerdo; CVD: corno ventral direito; CDE: corno
dorsal esquerdo; CDD: corno dorsal direito. Objetiva de 40x, barra da escala 50um, n= 3.
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45 ALTERACOES NOS NIVEIS DE NITRITO NA MEDULA ESPINHAL
RELACIONADO A TENOTOMIA.

A fim de investigar se os niveis de nitrito na medula espinhal s&o
modificados frente a ocorréncia de ruptura total do tenddo calcaneo, estes niveis
foram quantificados por espectrofotometria em 7, 14 e 21 dias apés a lesdo no
tendao do grupo ruptura.

Verificamos que apos 7 dias de lesdo os niveis de nitrito do grupo Ruptura
(0,0004+10,8x10°) foi significativamente (p< 0,01) mais alto se comparado ao
grupo controle (0,0002+3.45x10°) (Figura 11). A andlise realizada 14 dias apés
a lesdo demonstrou um aumento estatisticamente significativo nos niveis de
nitrito do grupo Ruptura (0,0006+1.06 x10°) em relacdo ao grupo controle
(p<0,01) e em relacdo aos resultados observados no dia 7 para este mesmo
grupo (p<0,01) (Figura 11).

Em 21 dias ap0s a ruptura total do tendao calcaneo, os valores de nitrito
foram diminuidos (0,0003+2,79x10%), apresentando diferenca estatistica
significativa em relacdo aos dias 7 (p<0,05) e 14 (p<0,05), entretanto, néo diferiu
do grupo controle (Figura 11).

Dessa forma, verificamos que a medula espinhal sofreu modificagdes no
que se refere a quantidade de nitrito tecidual apés a ruptura do tendéo calcaneo,
sugerindo uma participacdo da atividade nitrérgica no SNC em caso de ruptura

total do tendao calcaneo.
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Figura 11 — Niveis teciduais de nitrito. Aumento nos niveis de nitrito na medula espinhal (lombar)
associado a ruptura do tendé@o calcaneo em 7, 14 e 21 dias apés lesé@o e do grupo controle. Os
valores sdo expressos em média + desvio padrao, n=6 (ANOVA-Tukey, * p<0.01 vs controle; t
p<0.01 e F p<0.05 vs ruptura-dia 7; # p<0.05 vs ruptura-dia 14).
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4.6 EXPRESSAO DE iNOS (anti-NOS2) NA MEDULA ESPINHAL (L5)
RELACIONADA A TENOTOMIA

A avaliacdo de INOS neste trabalho foi realizada para investigacao da
possivel expressdo desta isoforma na medula espinhal em decorréncia da
ruptura total do tenddo calcaneo. Em decorréncia dos resultados obtidos dos
niveis de nitrito as analises foram concentradas em 7 e 14 dias apos a leséo.

As fotomicrografias do grupo controle demostram primeiramente na
imagem de Dapi a estrutura correspondente ao segmento L5 da medula
espinhal. A fotomicrografia correspondente a imunomarcacédo para iNOS indica
nao haver marcacao em condi¢cdes normais. (Figura 12)

Em 7 dias ap6s ruptura do tenddo calcaneo, de igual modo, ndo foram
identificadas nenhuma marcacédo para iINOS. J& nas analises de 14 dias apos a
lesédo do tendao, é possivel identificar um padrdo de marcacdo que se concentra
em maior parte nos cornos dorsais do segmento L5 da medula espinhal dos
camundongos, entretanto, ha marcagao também no corno ventral direito. (Figura
12)

Por fim, estes resultados apontam para uma participacdo nitrérgica, via
INOS, em 14 dias apés a ruptura do tenddo calcaneo que provavelmente tem
relagdo mais proxima com as vias sensoriais € pouco menos com as vias
motoras por apresentar uma marcacao prevalente na regido dorsal bilateral e

ventral unilateral da substancia cinzenta. (Figura 12)
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Figura 12 — Imunomarcacéo para iNOS no segmento L5 da medula espinhal. Avaliacdo por
imunofluorescéncia (anti-NOS2) associado a ruptura do tenddo calcaneo em 7 e 14 dias apos
lesé@o e do grupo controle. Marcacdo com Dapi em azul. Objetiva de 20x, barra da escala 500um,
n= 3. Imunomarcacéo para iNOS em verde. Objetiva de 20x, barra da escala 500um, n= 3.
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5. DISCUSSAO

Os achados iniciais do presente estudo trazem a tona uma importante
guestao sobre a relacdo da auséncia do reparo cirurgico do tendao calcaneo e o
desenvolvimento de lesdo no sistema nervoso central. Nossos dados
demonstram, pela primeira vez, que uma leséo periférica que compromete a
unido osteomiotendinea promove alteragdes histologicas e bioquimicas na
medula espinhal dos animais avaliados. He e Dishman (2010) ja demonstraram
que a inatividade muscular por imobilizacdo articular pode contribuir para o
mecanismo de alteracbes degenerativas na medula espinhal de roedores.
Contudo, o presente estudo € pioneiro em demonstrar tal alteracdo relacionada

a lesdo de tendao calcaneo.

Para determinar se 0 manejo cirargico iria induzir respostas diferentes ou
semelhantes na medula espinhal, a quantidade de células foi avaliada,
demostrando que o reparo cirdrgico imediato é capaz de preservar as estruturas
celulares. Por outro lado, na auséncia de sutura é visto a diminui¢cdo do namero
de células a partir de 7 dias ap0s a lesédo. Estes dados somam a um estudo que
comprova a influéncia do tempo de atraso da lesédo a cirurgia, entretanto, os
danos sao atribuidos apenas ao tendao e possivel re-ruptura desta estrutura em
humanos, sem adentrar a discussao da possivel participacdo do SNC nestes
efeitos negativos (SVEDMAN et al., 2018).

A diminuicdo no ndamero de células visto em nossos achados podem
apontar possivel morte celular, uma vez que, estudos anteriores tém
demonstrado que lesdes periféricas de nervo provocam morte celular na medula
espinhal e na raiz do géanglio dorsal, mediadas pela expressdo de genes
relacionados & apoptose, a saber, Bax, Bcl2 e caspase-3 (POLGAR et al., 2005;
SCHOLZ et al., 2005; YOWTAK et al., 2013; SHAMS et al., 2017; INQUIMBERT
et al., 2018).

A morte dessas células tem sido atribuida a recuperacdo sensorial
deficiente e reducdo da funcdo motora apos lesao do nervo periférico (SHAMS
etal., 2017). Na tendinopatia, a funcdo motora e a dor também sao problematicas
amplamente discutidas, entretanto os procedimentos adotados frente esta lesdo

nao agrega conhecimentos de alteracées no SNC.
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Este primeiro resultado demonstra que a lesdo no tend&o calcaneo atinge
mais estruturas do que as conhecidas até o momento. E neste sentido, contrapde
estudos prévios que sugerem que o reparo cirirgico ndo oferece nenhuma
vantagem sobre o manejo n&o operatério em 15 dias apos a lesdo (MURREL et
al., 1993) destacando entdo, que a andlise de parametros funcional,
biomecanico e histolégico do tendao, ndo devem ser adotados como 0s Unicos
parametros determinantes a cura desta lesao.

Em soma a provavel neurodegeneracdo na medula espinhal, os achados de
nossa pesquisa mostraram que a lesdo no tendéo foi responsavel por ativar as
células gliais em L5, fato este, ainda ndo reportado na literatura, mas que
corrobora a estudos prévios em modelo experimental de osteoartrite no joelho
(ADAES et al., 2017). Ja em lesbes de nervos periféricos, uma gama de estudos
tem identificado microglia e astrocitos reativos na medula espinhal (L3-5) apés a
constricdo do nervo ciatico (BIANCO et al.,, 2012; XU et al., 2016). Neste
contexto, também sado identificados na medula espinhal a expressao de
neurotrofinas (FUNAKOSHI et al., 1993), de fatores de transcricdo (TSUJINO et
al., 2000), neuropeptideos (WAKISAKA et al., 1991) e neurotransmissores como
Gaba e Glutamato (DE LUCA et al., 2015; CIRILLO et al., 2016).

Neste trabalho, a imunorreatividade de microglias foi investigada pela
expressdo de IBA-1, demonstrando que 14 dias apds a ruptura do tenddo
calcaneo as microglias sédo ativadas na medula espinhal (L5). A participacao das
células gliais em lesbes periféricas séo atribuidas aos processos degenerativos
neuronais e, no caso especifico das microglias, é atribuido um papel especial na
sustentacdo da resposta inflamatoria (DE LUCA et al., 2015).

A conhecida participacdo das microglias na inflamacao e reparacao do
SNC reforcam a hipotese de alteragbes no SNC decorrente de uma lesdo no
tenddo calcaneo (SOMINSKY et al., 2018). Sobretudo, quando somado a
resultados de pesquisas ainda em lesGes de nervos periférico que demonstram
a regulacéo positiva de diversos mediadores inflamatérios na medula espinhal,
dentre eles, a ciclooxigenase-2 (COX-2) é descrita por desempenhar um papel
importante durante esses processos (SCHAFERS et al., 2003; JI; XU; GHAO
2014; SHAMS et al., 2017; SOMMER; LEINDERS; UCEYLER, 2018) Além disto,

também é reportado a diminui¢éo nas atividades de enzimas antioxidantes (SOD
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e CAT) culminando em um status pré-oxidativo na medula espinhal e, em
consequéncia, um processo de degeneracdo axonal (SHAMS et al., 2017).

Neste contexto, nossos resultados abrem um novo caminho na
compreensao da problemética da dor nesta lesdo, uma vez que, em principio, a
dor na tendinopatia era atribuida somente ao aumento de substancias quimicas
no local da lesdo. Contudo, o entendimento de que as microglias sao
consideradas o agente central nos mecanismos de dor neuropatica, promovendo
o inicio da dor através da liberacdo de citocinas e fatores de crescimento na
medula espinhal (PENG et al., 2016; TSUDA, 2016) podem contribuir para a
compreensao de provavel justificativa para o quadro algico.

Desta forma, nossos achados leva-nos a compreensdo de que a dor
cronica na lesdo tendinea provavelmente ndo esta relacionada somente as
alteracdes no tendao, mais também a sensibilizacdo central em resposta a
inflamacédo periférica ja descrita (JI; XU; GHAO 2014). Cabe destacar que a
imunomarcacao para microglia nesta pesquisa foram expressas em ambos lados
da medula espinhal (fig.9) corroborando a estudos prévios que observaram
expressdo semelhante apés lesédo de nervo ciatico (LIU et al., 2017) Podendo
desta forma, ser um indicio que justifique as alteracdes no tendao contralateral
ao lado lesionado descritas na literatura (HEALES et al., 2013)

A investigacdo da ativacdo de astrécitos mostrou que 0s mesmos sao
ativados na medula espinhal (L5) em resposta a leséo do tendao calcaneo, dado
este, ainda ndo reportado na literatura mais que se assemelha a estudos
anteriores em lesdes periféricas que demonstram a expressao de astrocitos
conjuntamente a expressdo de microglias, em que, acredita-se haver um
caminho direto de comunicacao entre esses dois tipos de células gliais para
coordenar seus padrbes temporais de ativacdo (GARRISON et al., 1991;
SCHOLZ; WOOLF, 2005; XU et al., 2016; ADAES et al., 2017).

Em 7 dias ap6s a lesao foi identificado a expressédo de GFAP, e, em 14 e
21 dias esta expressao foi diminuida, porém ainda bem visivel (fig. 10). Em
divergéncia aos resultados citado, a literatura descreve que a resposta microglial
a lesé@o de nervo periférico precede a ativacdo astroglial, entretanto em nosso
modelo experimental de lesdo tendinea foi identificado que ocorre o oposto, pois

em 7 dias apos a leséo é visto a ativacdo somente dos astrécitos enquanto que
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s6é em 14 dias apOs a lesdo no tenddo é que as microglias foram ativadas
(SCHOLZ; WOOLF, 2005).

O aumento da imunomarcacao da GFAP neste estudo foi observado em
predominéancia no corno dorsal da medula ipsilateral a lesédo, conforme achados
de lesbes de nervo periférico (GARRISON et al., 1991; YANG et al., 2017), e,
neste mesmo modelo de lesdo é descrito a relacdo da ativacdo dos astrécitos
com a expressao e liberacdo da quimiocina CCL2, conhecida por recrutar
monaocitos, células T de memoéria e células dendriticas para os locais de
inflamac&o produzidos por lesdo ou infeccdo tecidual (YANG et al.,, 2017)
sustentando a provavel relacao da lesdo tendinea com as alteracfes na medula

espinhal (L5) visto em nosso trabalho.

A ativacao de astrocitos na medula espinhal no lado contralateral a leséo
do tendao foi identificado em nossa pesquisa, demonstrando entdo, que uma
lesdo unilateral no tenddo calcaneo, contribui para ativacdo de astrécitos na
medula espinhal bilateralmente. Obata et al. (2010), ao identificar resposta
semelhante em lesdes de nervo periférico, descreveram a contribuicéo deste tipo
celular de forma preponderante para o desenvolvimento da dor neuropatica em
ratos, sobretudo, contribuindo também para a dor na pata contralateral a
lesionada. Em contraste a microglia, Ji; Xu e Ghao (2014) descrevem que 0sS
astrocitos parecem apoiar a manutencgao da dor em vez do seu desenvolvimento
inicial, atribuindo este fato a inducdo de uma alta expressao duradoura de CCL7

em astrécitos apos lesdo do nervo de camundongos.

Em nossa avaliacdo, a regido ventral da medula espinhal também
apresenta ativacao astrocitaria. E, este resultado converge aos eventos descritos
em lesdes do nervo periférico, reportado por acompanhar a regulacéo positiva
de neurotrofinas (BDNF, NGF e NT-3) nesta regido, sobretudo indicando
possivel contribuicdo para a regeneracdo nervosa e consequente recuperacao
da funcdo motora (QIAN et al., 2018)

Considerando que as células gliais sao as principais células imunes inatas
no SNC, os achados de nossa pesquisa da ativacdo de forma conjunta de

microglias e astrocitos, destaca em nosso modelo experimental que ha
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alteracbes no SNC em resposta a possiveis danos, indicando provavel
correlacéo entre a plasticidade na medula espinhal e a lesdo do tendéo calcaneo.

A avaliacdo da provavel participacao do sistema nitrérgico no SNC apos
lesdo do tendao calcaneo ainda néo havia sido reportada na literatura, e, neste
trabalho, foi demonstrado primeiramente sob a avaliacdo do produto da sintese
de NO (nitrito), que em 7 dias ap0s a lesdo do tendéo calcaneo ocorre 0 aumento
de NO na medula espinhal (lombar), e que em 14 dias esses niveis sdo ainda
aumentados, retornando aos niveis basais em 21 dias.

Em estudo feito por Murrel et al. (1997) a participacdo do NO em lesdes
tendineas foi identificada no tenddo em 7 dias apds a lesdo semelhante ao
aumento na medula espinhal visto em nosso trabalho. Em 14 dias apos a leséao,
0s niveis de nitrito ainda se encontram elevados na medula espinhal, sobretudo,
significativamente maiores aos encontrados em 7 dias nesta pesquisa. E, em
comparacao aos resultados investigados por Murrel et al. (1997), diferentemente
no tend&o a atividade da NOS retornam aos niveis basais em 14 dias.

Na medula espinhal, a inducdo de NOS tem sido atribuida a morte de
motoneurdnios (WU 1993; WU; LI, 1993), sobretudo pelo aumento gradual da
expressao de nNOS na medula espinhal em decorréncia de inatividade muscular
(HE; DISHMAN, 2010). Em contrapartida, o NO mediado por nNOS, também &
reportado na literatura por ter um papel essencial na sobrevivéncia e
recuperacao celular apoés lesdo de nervo periférico (KEILHOFF; FANSA; WOLF,
2004)

Desta forma, fica evidente que assim como no tendao, na medula espinhal
o NO também é apontado por apresentar um efeito dual, sendo descrito por seu
papel neuroprotetor ao mesmo tempo que € tido como um agente indutor de
neurodegeneracdo, a depender das concentracbes. Contudo, os efeitos
relatados sdo decorrentes de lesdes de nervo periférico, ndo havendo dados na
literatura que aponte efeitos decorrentes de lesdo do tenddo (LIU; MARTIN,
2001; YU, 2002; WU et al., 2003; KEILHOFF; FANSA; WOLF, 2004).

Nossas andlises da imunorreatividade de INOS em L5, mostraram que
nao ha atividade desta isoforma em 7 dias apos a leséo (fig. 12), portanto, o NO
identificado pela quantidade de nitrito no resultado anterior provavelmente néo €
induzido via INOS. Sobretudo em 14 dias ap0s a lesédo do tendao foi identificado
a expressao de INOS na medula espinhal dos camundongos (fig. 12), com
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predominéancia no corno dorsal ipsilateral e, em menor expresséo no corno dorsal
contralateral.

A participacdo nitrérgica nesta lesdo, sobretudo nestas regides
relacionadas a comunicagcdo sensorial, corrobora a dados na literatura que
sugere que o NO desempenha importante papel na neurotransmissao da medula
espinhal por diversas vias, incluindo a somatossensorial (SAITO et al., 1994). E
ainda, que a expressao desta isoforma no tecido nervoso se da em resposta a
mediadores inflamatérios e pro-inflamatérios que atuam sobre macrofagos,
astrocitos e microglia. Portanto, reforcam a provavel relagdo do NO e da
reatividade glial identificado neste trabalho, ao que ja tem sido descrito em
estudos anteriores sobre a capacidade de inducédo da INOS em células gliais
(FILHO, B. ZILBERSTEIN 2000; FREIRE et al., 2009; LEE et al., 2009)

Além da relacdo com eventos inflamatérios, o NO tem sido reportado por
estar envolvido em um complexo e diverso papel na modulagdo da dor,
demonstrando paradigmas fisiolégicos e fisiopatoldgicos, no qual, no corno
dorsal da medula espinhal, contribui para o desenvolvimento da sensibilizacéo
central e, em contrapartida, dados experimentais também demonstraram que o
NO inibe a nocicep¢do no sistema nervoso periférico e também no sistema
nervoso central (WU et al., 2004; KRAYCHETE et al., 2008; SCHMIDTKO et al.,
2009; CURY et al., 2011; GALDINO et al., 2014; NAZERI et al., 2014).

Sobre a INOS, apesar de haver discordancias quanto a expressao desta
isoforma na medula espinhal, neste estudo demostramos a expressdo desta
isoforma em resposta a lesdo no tendéo calcaneo, alinhado a estudos prévios
que ja demonstraram sua expressdo em condicbes de dor neuropatica e
inflamatorias (GUHRING et al., 2000; TAO et al., 2003; CURY et al., 2011,
AHLAWAT; SHARMA, 2018). Em condi¢Bes semelhantes a de nosso modelo
experimental j4 tem sido atribuido a produgédo imediata de NO via iINOS na
medula espinhal em consequéncia a indugao precoce de dano tecidual periférico
e inflamacéo (GUHRING et al., 2000; LIANG et al., 2017).

Interessantemente, a expressao em ambos lados do corno dorsal visto em
nossa investigacado se assemelha a dados descritos na literatura em modelo
experimental de monoartrite, que demonstra a indugdo de mudancas rapidas e
persistentes no lado contralateral da medula espinhal atribuindo este fato a uma

piora a hipersensibilidade a dor através da regulacao positiva da iNOS (ZHAO et
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al 2018). Desta forma, a inibicdo da atividade da iNOS juntamente com inibigéo
da ativacdo microglial ja tem sido sugerida por apresentar um potencial
neuroprotetor em algumas desordens neuroldgicas investigadas em modelo
animal. Neste mesmo contexto, é reportado que uma reducdo no 6xido nitrico
parece ser um efeito comum da inibigcdo da ativacdo microglial (ZEMKE; MAJID,
2004).

Em termos gerais, as alteragcbes ocorridas na medula espinhal
decorrentes de uma leséo no tendao calcaneo visto em nossa pesquisa desponta
a necessidade de novos direcionamentos no manejo terapéutico e farmacologico
da tendinopatia. Trazendo indicativos de possiveis eventos degenerativos,
oxidativos, inflamatérios e de plasticidade neural na medula espinhal decorrente
desta lesdo. Neste contexto, fica evidente que a dor e a incapacidade comum a
lesdo, ndo devem ser ancoradas somente as estruturas periféricas aliados aos
eventos ocorridos em estruturas adjacentes, mas, que necessitam ampliar o

campo estrutural de intervencéo sobretudo o SNC.
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6. CONCLUSAO

A auséncia de reparo cirirgico apos ruptura total do tenddo calcaneo
causa diminuicdo na quantidade de células na substancia cinzenta da

medula espinhal (L5) de camundongos em 7, 14 e 21 dias ap0s leséo

A ruptura do tenddo calcaneo induz reatividade microglial na medula

espinhal (L5) de camundongos no 14° dia apos a leséo

Astrdcitos sdo ativados na medula espinhal (L5) de camundongos em 7

14 e 21 dias ap0s a ruptura total do tendéo calcaneo

A ruptura do tendao calcaneo resulta em aumentos nos niveis de nitrito

na medula espinhal (lombar) em 7 e 14 dias apos a leséao

A isoforma induzivel de NOS é expressa na medula espinhal em 14 dias

apos a ruptura do tendao calcaneo

A ruptura total do tenddo calcaneo unilateral de camundongos induziu

alteracdes na medula espinhal bilateralmente.
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8. ANEXO (comité de ética)
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