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RESUMO

A ruptura do tenddo de Aquiles € um acidente comum que afeta atletas
profissionais e recreativos. Sintomomas algicos agudos e cronicos sao
comumente observados em pacientes ap0s ruptura, geralmete associados a
resposta inflamatoria local. Os fatores que causam sensibilidade exagerada a
dor em pacientes sintomaticos sao pouco compreendidos. Evidéncias sugerem
que a ruptura do tendao de Aquiles, ndo se restringe as alteragdes estruturais do
tecido, mas é capaz de induzir alteracdes no sistema nervoso central (SNC).
Nesse sentido, este estudo objetivou avaliar o impacto da ruptura do tendao de
Aquiles no perfil bioquimico e histolégico na medula espinhal (L5) e na resposta
nociceptiva em modelo murino. Os animais, apds cirurgia de tenotomia do
tenddo de Aquiles, foram divididos em dois grupos: controle (CG - sem ruptura)
e Ruptura (GR - tenotomizados). A sensibilidade mecéanica foi avaliada através
do teste de von Frey no 7° e 14° dia pos tenotomia (dpt). A reatividade glial foi
avaliada por imuno-histoquimica para microglia (IBA-1) e astrocitos (GFAP), e a
resposta inflamatéria foi avaliada por imunofluorscéncia para NOS-2 e COX-2
em 7 e 14 dpt. Quantificamos os niveis de nitrito no segmento medular lombar,
por dosagem bioquimica (método de Griess). Demonstramos, pelo teste de
sensibilidade mecanica, hiperalgesia na pata ipsilateral do grupo ruptura apés 7
e 14 dpt quando comparado ao grupo controle. Esse fen6meno foi acompanhado
por hiperativacdo de astrdcitos e micrdglia em areas de processamento sensorial
da medula espinhal L5, predominantemente no lado ipsilateral a lesdo do tendao.
Identificamos ativacdo inflamatoéria através da expressdo de COX-2 e NOS-2,
exclusivamente no 14° dpt. Esses dados foram sustentados por achados
bioguimicos que demonstraram elevagao significativa dos niveis de nitrito na
medula espinhal lombar dos animais submetidos a ruptura do tendao de Aquiles
em 7 e 14 dpt. O presente estudo demonstrou pela primeira vez que a ruptura
total do tendao de Aquiles induz resposta neuroinflamatéria associada a ativacéo
glial na medula espinhal (L5) de camundongos.

Palavras-chave: Glia, medula espinhal, neuroinflamacé&o, Tendinopatia.



ABSTRACT
Achilles tendon rupture is a common accident that affects both professional and
recreational athletes. Acute and chronic pain are commonly seen in patients after
rupture, usually associated with local inflammatory activation. The factors leading
to hyperalgesia in symptomatic patients are poorly understood. Evidence
suggests that Achilles tendon rupture is not restricted to tissue changes, but is
able to evoke changes in the central nervous system (CNS). This study aimed to
evaluate the impact of Achilles tendon rupture on the biochemical and histological
profile in the spinal cord (L5) and on the nociceptive response in a murine model.
The animals after Achilles tendon tenotomy surgery were divided into two groups:
control (without rupture) and Rupture (tenotomized). Mechanical sensitivity test
(von Frey) was assessed on the 7" and 14" day post-tenotomy (dpt). Glial
reactivity was assessed by immunohistochemistry for microglia (IBA-1) and
astrocytes  (GFAP). Inflammatory  activation was  assessed by
immunofluorescence for NOS-2 and COX2 at 7" and 14" dpt. We show, by the
mechanical sensitivity test, an increase in the algesic response in the ipsilateral
paw of the ruptured group on the 7th and 14th dpt when compared to the control
group. This phenomenon was accompanied by hyperactivation of astrocytes and
microglia in sensory processing areas of the L5 spinal cord, predominantly on the
ipsilateral side to the tendon injury. We show inflammatory activation by
expression of COX-2 and NOS-2, exclusively in the 14th dpt. These data were
supported by biochemical findings that demonstrated significant nitrite levels
increase in the lumbar spinal cord of animals submitted to Achilles tendon rupture
at 7 and 14 dpt. The present study demonstrated for the first time that complete
rupture of the Achilles tendon induces a neuroinflammatory response associated

with glial activation in the spinal cord (L5) of mice.

Keywords: Glia, Spinal cord, Neuroinflammation, Tendinopathy.
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1. INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

A tendinopatia € uma lesdo que atinge os tenddes, a qual caracteriza-se
por uma injuria de natureza degenerativa ou inflamatoria, estando mais
associada a individuos que sdo expostos a altas cargas mecanicas e ao uso
excessivo dessa estrutura, que o predispde a microrrupturas gerando
regeneracdo inadequada do tenddo, tornando esse tecido susceptivel a
lesbes (RILEY et al., 2002). Em atletas, os tendbes mais acometidos nos
membros inferiores sédo o tendao patelar e o tendao de Aquiles (CLAYTON &
COURTBROWN, 2008; KNAPIK, POPE, 2020). Em ambas as condi¢coes
clinicas, geralmente o individuo acometido refere dor no tendao relacionada
a praticas esportivas como saltar, agachar e correr (BANK et al., 1999; RILEY
etal., 2002; BIRCH, 2007). A tendinopatia pode ser induzida por um processo
inflamatorio, gerando alteracdes que podem se manifestar de forma aguda
ou cronica. Uma consequéncia comum da tendinopatia do tend&o de Aquiles,
€ a ruptura deste tecido que pode ocorrer de forma parcial ou total (RILEY et
al., 2002; KNAPIK, POPE, 2020).

Apesar de existir uma lacuna com poucos estudos que documentam a
prevaléncia de rupturas de tendao de Aquiles na populacao em geral, alguns
estudos descrevem a prevaléncia desta tendinopatia em atletas profissionais
e recreacionais. Uma pesquisa conduzida no Reino Unido mostrou que a
ruptura do tenddo de Aquiles tem incidéncia de 11,3 casos por 100.000
pessoas por ano (CLAYTON & COURTBROWN, 2008). Na Finlandia, a
incidéncia aumentou de 2 para 12 casos por 100.000 pessoas dos anos 1970
para os 1990, e a maioria dos casos esteve relacionado a pratica esportiva
(LEPPILAHTI et al., 1996). Em 2015, nos estados unidos a incidéncia de
tendinopatia do tend&o de Aquiles em corredores foi de 5 casos por 100.000
pessoas por ano (KNAPIK, POPE, 2020).

Em 2005 houve um levantamento com dados epidemioldgicos a respeito
de lesbes tendineas, o qual verificou altas taxas de lesbes em atletas
profissionais. Outra pesquisa apenas com atletas identificou que 68% deles

apresentavam tendinopatia do tend&o de Aquiles, enquanto 3% relataram a
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ruptura completa. J& em outro trabalho que comparou 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).

O tenddo de Aquiles € o tenddo mais acometido nas extremidades
inferiores de atletas e notadamente o mais reportado por sofrer rupturas
espontaneas. Esse fato gera consequéncias para o atleta que comumente
leva ao afastamento da pratica esportiva ou reducéo da performance. Parekh
e colegas documentaram 31 casos de rupturas do tenddo de Aquiles na
National Football League (NFL) entre os anos de 1997 e 2002. A média de
idade e tempo na liga foi de 29 anos e 6 anos, respectivamente.
Aproximadamente 32% dos jogadores (10/31) nunca mais jogaram na NFL,
e aqueles que retornaram apresentaram uma reducao em seu desempenho
de mais de 50%. A presenca de anormalidades morfoldgicas no tendao e/ou
dor e/ou sinais de disfuncao (lesdes ou sintomas que requerem afastamento
da pratica esportiva ou reducdo da performance) sao desfechos comumente
investigados em pesquisas sobre a tendinopatia em humanos e em modelo
animal (PAREKH, 2009, MORAES et al., 2013; SOUZA, et al 2019).

Diversos estudos se concentram na investigacao de tratamentos para
tendinopatia, no entanto, os tratamentos disponiveis até o0 momento ainda
nado se mostram totalmente efetivos a fim de proporcionar um rapido e
duradouro processo de reparo do tendao, uma vez que o quadro algico e de
re-ruptura SGo muito persistentes e prevalentes, assim como o surgimento de
tendinopatia em outros tecidos decorrente da sobrecarga por compensacgao
(MOLLER et al., 2001, OHBERG et al., 2001; DOCKING et al., 2015).

Por outro lado, outras investiga¢cdes focaram na fisiopatologia, afim de
compreender os fatores que levam as alteracdes classicas do tecido
lesionado, principalmente no que diz respeito ao processo cicatricial e
mudancas estruturais e funcionais no tecido, porém pouco se sabe a respeito
da influéncia dessas lesdes de tenddo em outros tecidos ou sistemas. Dentro
desse contexto, alguns estudos j& iniciaram discussdes a respeito de
evidéncias de alteracbes no sistema nervoso central (SNC) durante o

processo de cicatrizacdo, demonstrando que estas lesfes podem se mostrar



muito mais complexas do que se acredita (ANDERSSON et al., 2011;
O’BRIEN; SMITH, 2013; ALFREDSON et al., 2014).

1.2 ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS DA TENDINOPATIA

O tenddo de Aquiles € o maior e mais forte tenddo do corpo humano e é
composto pelos musculos gastrocnémio e sdéleo para criar um complexo
musculotendinoso (triceps sural) que cruza o joelho, tornozelo e articulagédo
subtalar (figura 1). O tenddo de Aquiles esta sujeito a cargas estaticas e
dindmicas extensas e pode ser submetido a cargas de 2 a 3 vezes 0 peso
corporal e em algumas situacfes de atividades atléticas pode chegar em até
10 vezes o peso corporal (JARVINEN et al., 2005).

O processo inflamatério na tendinopatia caracteriza a primeira fase do
processo de reparo, denominada de fase inflamatéria que dura de 0 a 2
semanas. Por conseguinte, tem-se a fase proliferativa (2 a 4 semanas)
seguida da fase de remodelagem (4 a 10 semanas). A sequéncia das trés
fases € dividida didaticamente, porém nos momentos de transi¢ao entre elas,
0s eventos caracteristicos de cada fase ocorrem ao mesmo tempo (BRING,
2007; RILEY, 2008; ABATE et al., 2009).

O tendédo saudavel possui uma textura fibroelastica de aparéncia branca
e brilhante. E constituido por células de morfologia alongada dispostas em
fileiras, estes tipos celulares séo fibroblastos especializados denominados de
tendcitos que se organizam em feixes de fibras paralelas ao colageno (Figura
2), sua principal fungéo € a sintese de componentes fibrilares (coladgeno e
elastina) e nao fibrilares (glicoproteinas e proteoglicanas) da matriz
extracelular do tecido conjuntivo (SILVER et al., 2003; VIDAL, 2003).

O colageno tipo | € constituido de tripla hélice de polipeptidios que garante
ao 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 tend&o, garante elasticidade ao tecido tendinoso, capacidade
para absorver choques e a alta resisténcia a fadiga (GOSLINE et al., 2002;
KANNUS, 2000; SILVER et al., 2003; VIDAL, 2003)
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Figura 1: Composicao do complexo musculotendinoso Triceps sural.
Formado pelos musculos gastrocnémio e séleo que se inserem através do
tendao de Aquiles no 0SS0 calcaneo. Fonte:
https://www.centraldafisioterapia.com.br. Acessado em 11 de fevereiro de
2022.


http://www.centraldafisioterapia.com.br/

Apos a lesdo, o tecido muda completamente essa estrutura. H4 uma perda
drastica do colageno tipo I, e as fibras encontradas que foram recém
sintetizadas ficam desorganizadas sendo geralmente compostas por
colageno tipo Il (figura 2). Um aumento no volume total do tend&o também é
notdvel em decorréncia da quantidade de agua que migra para o tecido
(SHARMA; MAFFULLLI, 2006; RILEY, 2008).

Junto a essas alteragcbes também é descrito ocorrer aumento da
microvasculatura e neovasculariza¢éo ao redor da malha de colageno (figura
2). Em condi¢Bes de homeostasia o tenddo € caracterizado por ser pouco
vascularizado e pouco inervado. Porém em condi¢cdes patolégicas ocorre
intenso crescimento de fibras nervosas (autondmicas e sensoriais) entre as
fibras de colageno, junto ao aumento de mediadores quimicos e citocinas
pro-inflamatérias, que sugerem um importante papel na regulacdo da dor,
inflamacé&o e reparo do tecido, o que poderia justificar a dor crénica no quadro
clinico de tendinopatia (BJUR et al., 2005; LIAN et al., 2006; RILEY, 2008;
XU; MURRELL, 2008; ACKERMANN, 2013).

1.3 TENDINOPATIA E A PROBLEMATICA DA DOR

Atualmente, os fatores que causam sensibilidade exagerada a dor em
pacientes com tendinopatia sdo pouco compreendidos. Uma
incompatibilidade entre a intensidade da dor e as alteragBes patoldgicas
subjacentes é frequentemente observada. Relatos e estudos demonstram
gue o processo de dor estd comumente presente em todas as fases do
processo de cicatrizacdo, perdurando por longos periodos e que nao
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).

Uma caracteristica anatdmica dos tendfes € sua extensa funcdo
proprioceptiva, sdo providos de terminais nervosos como corpusculos de

Ruffini (tipo 1), corpusculos de Vater-Pacini (tipo 1), érgdo tendinoso de Golgi
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(tipo 1ll) e terminais nervosos livres (tipo IV). Dessa forma, o tend&o é sensivel

a pressao, tensdo, aceleracéo e desaceleracdo e dor (ABATE et al., 2009).

Fisiologicamente, a condicdo primaria para que a transmissdo de
informacdo nociceptiva ocorra € a presenca de estruturas nervosas
combinado a expressdo de receptores e mediadores quimicos. Estudos
demonstraram aumento da expressao de neuromoduladores sensoriais nos
tendBes tais como a substancia P (SP), a acetilcolina e o glutamato,
sugerindo que a liberacdo e regulacdo desses neuromoduladores esteja
diretamente relacionada a ativacdo de fibras nervosas aferentes
(ACKERMAN, 2013).

A substancia P atua como neuromodulador facilitando processos
inflamatorios na tendinopatia. Estudos recentes demonstram que existem
ramos positivos para SP no tecido proximo ao local de ruptura do tenddo em
uma semana apos a leséo, atingindo uma densidade maxima de presenca na
area de lesdo na quarta semana apdés a ruptura, com aumento de
sensibilidade a dor aos estimulos térmicos e mecanicos no periodo de 1 a 4
semanas apo0s a ruptura espontanea do tendao calcaneo (ACKERMANN et
al., 2002 ;2003; BACKMAN et al., 2011; BRING et al., 2012).

Christensen et al. (2015), em seu estudo associa a producdo de
substancia P no tenddo lesionado a intensificacdo do processo inflamatério,
sendo um possivel sinalizador para células inflamatérias como os mastocitos.
Essas células, quando degradadas liberam triptases que ativam receptores
ativados por protease (PARS), descritos nesse estudo pela presenca em
neovasos, terminais nervosos livres e tenocitos. A hipotese € que esses
receptores estejam envolvidos no inicio e manutencéo da hiperalgesia nas

tendinopatias.



Tendao Saudavel

fibra colagenotipo! |
célula imune

Musculo

Fibra nervosa| Tenocito

Vaso sanguineo

Osso

Tendinopatia

Fibra de colageno tipo 11l

Neovaso

Fibra de colageno tipo degradada

Figuras 2: Alteracfes estruturais do tenddo na tendinopatia. O tendao
normal € uma rede bem organizada de fibrilas de colageno. A matriz
extracelular é densa, com uma rede fibrilar de fibras colagenas
predominantemente alinhadas paralelamente, consistindo principalmente de
colageno tipo I. Na tendinopatia, os tendcitos diminuem de volume, tornando-
se mais longos e delgados, ha um aumento do colageno tipo Ill. A
neovascularizacdo e a neoinervagcdo também sdo frequentemente

encontradas no tendéo doente. Adaptado e traduzido de Miller, 2021.
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Além disso, estudos mostraram uma regulacdo positiva do sistema
glutamatérgico (glutamato e seus receptores periféricos) em pacientes com
tendinopatia do manguito rotador e tendinopatia de Aquiles. O aumento dos
niveis de glutamato em situacfes de tendinopatia € atribuido a uma resposta
a agentes inflamatérios (ACKERMANN et al., 2014).

Os estudos realizados sugerem que o excesso de glutamato no tecido
conjuntivo do tenddo lesionado estd associado ao processo de
remodelamento tecidual, sendo responsavel por alteracbes como

proliferacéo celular, apoptose e sintese de coldgeno (SCHIZAS et al., 2012).

A respeito da modulagéo nociceptiva no tendéo, acredita-se que o sistema
glutamatérgico tem um papel chave, entretanto, o exato papel ainda € incerto
quanto as respectivas vias metabdlicas. Porém, evidéncias apontam que 0s
niveis do neurotransmissor no tendéo e a sensibilidade a dor séo diretamente
proporcionais, fato associado ao aumento significativo do seu receptor
NMDAR1, cuja interacdo ligante-receptor é encontrado majoritariamente na
parede de nervos e vasos. Além disso, a modulagéo do receptor através do
uso de antagonistas mostrou-se eficaz na reducdo da sensibilidade
nociceptiva em modelo experimental. (ACKERMANN, 2013; JULIO-PIEPER
et al., 2011).

Nesse sentido, muito se especula a respeito dos processos e vias
inflamatoérias no tenddo que possivelmente estdo associados com a
hiperalgesia persistente. Apesar do grande avanco, esse aspecto ainda nao
é totalmente compreendido. Por esse motivo, a compreensédo de todos 0s
mecanismos que estdo envolvidos na lesdo é essencial para o
desenvolvimento de novas terapias e aperfeicoamento dos tratamentos

disponiveis.

1.4 SISTEMA NERVOSO CENTRAL E TENDINOPATIA

Novas evidéncias ja sugerem a participacdo do sistema nervoso central

(SNC) no controle neuroinflamatério. O SNC é capaz regular e amplificar a



inflamacéo periférica através de trés vias neuronais: a regulacao autondmica,
a sensorial e a glutamatérgica. A resposta inflamatéria pode entdo ser
modulada através da liberacdo combinada de diversos neuromoduladores,
como o neuropeptidio Y, a acetilcolina, a substancia P, o glutamato, dentre
outros. (ACKERMANN, 2013; ACKERMANN et al., 2014).

Essa regulacdo € em grande parte processada na medula espinhal, que é
responsavel pelo controle dos movimentos corporais, regulacdo de funcdes
viscerais e processamento de informacdes sensoriais provenientes de 6rgaos
e tecidos periféricos. 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 (limitada pelo
bulbo proximo ao forame magno) até a borda superior da segunda vértebra
lombar em humanos adultos (TORTORA; DERRICKSON, 2012; BICAN et al,
2013).

Anatomicamente a medula espinhal é classificada em segmentos e dela
emergem 31 pares de nervos espinhais (dorsais e ventrais) dos forames
intervertebrais, separados em intervalos regulares. Ndo ha segmentacao
anatbmica Obvia, mas, por conveniéncia, a designagéo dos nervos espinhais
baseia-se no segmento da coluna vertebral em que estéo localizados. Sao
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;
BICAN et al, 2013).

Nos segmentos cervical e lombar, ha a formacao de espessamentos na
medula espinhal denominados intumescéncia cervical e lombar, das quais
emergem 0s nervos que formam os plexos dos membros toracicos e
lombares. A intumescéncia lombar que se estende desde a nona até a décima
segunda vértebra toracica é a regido de onde emerge o nervo ciatico que
posteriormente ira se subdividir e dar origem ao nervo tibial, que é
responsavel pela transmissao de informacfes aos musculos (gastrocnémio e
s6leo) que se ligam ao tendéo calcaneo. Estas informagfes sdo conduzidas
da medula ao membro ipsilateral (FISCH, 2009; DRAKE et al., 2010).
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Semelhante ao encéfalo, a medula é organizada em substancia branca e
cinzenta, sendo a cinzenta composta predominantemente por neurdnios e a
branca por células gliais. A regido ventral da medula € responsavel pelo
processamento das funcbes motoras, que se subdivide, na substancia
cinzenta, em cornos ventrais direito e esquerdo. Ja as informac¢des sensoriais
sao processadas pelos cornos dorsais direito e esquerdo. O processamento
de informacdo, motora ou sensorial, € majoritariamente ipsilateral ao
hemicorpo (TORTORA; DERRICKSON, 2012; BICAN et al, 2013).

As diferengas entre a substancia cinzenta e branca da medula espinhal
sao causadas pela distribuicdo diferencial da bainha de mielina. Os principais
componentes da substancia branca sdo os ax6nios mielinizados e os
oligodendrdcitos produtores de mielina. A substancia branca € onde estao
presentes as células da microglia, e ndo contém corpos de células neuronais.
A substancia cinzenta contém astrécitos abundantes e grandes corpos de
células neuronais, especialmente os neurdnios motores nos cornos ventrais
(BICAN et al, 2013) Figura 3.

O processamento de informacBes na medula espinhal é muito bem
orquestrado e funcionalmente definido através das laminas de Rexed. Em
1952 o neurocientista sueco Bror Rexed, investigou o0s neurbnios da
substancia cinzenta na medula espinhal de Felis Catus, ele determinou que
estes se agrupam em 10 laminas que sao diferenciados pelo tipo celular e a
velocidade de transmissdo nervosa caracteristicos. As l[aminas I, II, lll, IV e V
sdo as primeiras dispostas nos cornos dorsais e estdo diretamente
relacionadas ao processamento e transmissédo de estimulos nociceptivos e
sensoriais. As laminas V e VI estdo associadas a recepc¢ao de estimulos
proprioceptivos derivadas de 0ssos, musculos, articulacdes e ligamentos. As
laminas de VIl a X no corno ventral estdo relacionadas ao processamento de
estimulos provenientes de 6rgdos e também da atividade motora (TODD,
2010) Figura 4.

O processamento de dor (Figura 4) basicamente ocorre através de

estimulos eferentes das fibras A, fibra C e fibra A-8, que fazem sinapse



1. Substancia branca

2. Substancia cinzenta

3 3. Corno dorsal

4. Corno ventral

Figura 3: Estrutura e composicdo anatdmica da medula espinhal.
Desenho esquematico de uma secdo transversal da medula espinhal.
Demonstrando a substancia branca na parte externa e cinzenta na interna
formando o “H” medular. Na regido superior os cornos dorsais, onde estao
localizados 0s corpos neuronais sensoriais, e anterior 0s cornos ventrais
onde estdo 0s corpos neuronais motores. Fonte: modificado de

eref.thieme.de/cockpits.
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A-p fiber
C fiber
A-d fiber

Trato espinotalamico
Laminas

Figura 4. Desenho esquematico representativo do processamento da
via ascendente nociceptiva. As fibras sensoriais AR, fibra C e fibra A-0
fazem conexdes sinapticas com o segundo neurdnio nas laminas de Rexed
que se projetam medialmente, cruzam a linha média e ascendem
cranialmente formando o trato espinotalamico. Fonte: Adaptado e traduzido
de http://neurophilum.com/2013/01/laminas-de-rexed. Acessado em 18 de

fevereiro de 2022.


http://neurophilum.com/2013/01/laminas-de-rexed

nas primeiras cinco laminas descritas previamente. Esses segundos
neurdnios projetam-se medialmente e cruzam a linha média no proprio
segmento levando informacbes ao lado contralateral e ascendem
cranialmente pela substancia branca da medula formando o trato
espinotalamico. (LOESER, 2001; TODD, 2010).

Varios estudos recentes em dor crénica mostraram a resposta central
apos uma lesdo periférica avaliando os niveis medulares lombares pos-
neuropatia induzida por diversos modelos de lesdo em nervo periférico,
sobretudo do ciatico (WANG et al., 2009; ZHANG et al., 2012; NAIK, et al.,
2006). A analise da expresséo de marcadores inflamatorios, tal como a COX
2, e da reatividade glial, como o GFAP, € uma abordagem bastante utilizada

para avaliar a plasticidade que ocorre apés essas lesbes (WANG et al., 2009).

Diversos estimulos lesivos j4 foram reportados por gerar respostas
centrais em nivel medular e encefalico, como o contato com estimulos
nocivos térmicos, mecéanicos e quimicos. Considerando esse fato e os novos
achados relacionados a tendinopatia, nosso grupo notou que ha poucas
descricOes acerca de alteracbes em marcadores celulares medulares em
resposta a uma lesdo tendinea (MORAES, 2015; MENDES, et al, 2021).
Portanto, ainda existe uma enorme lacuna relativa as respostas centrais ap6s
uma injaria no tendao (YANG et al., 2008; ACKERMANN, 2014 )

1.5PLASTICIDADE NEURAL CENTRAL EM RESPOSTA A LESOES
PERIFERICAS E AVALIACAO NOCICEPTIVA.

As células neuronais que processam as informacdes do tendao de Aquiles
estdo localizadas na intumescéncia lombar no segmento L5 (YOUNG et al.,
1983; ACKERMANN, 2013). Poucos estudos avaliaram como a medula
espinhal responde a lesdo no tenddo de Aquiles (YANG et al, 2008;
MORAES, 2015; MENDES, et al, 2021). Além disso, ainda n&o esta claro se
as lesbes do tendéo de Aquiles sédo capazes de desencadear uma resposta

inflamatoria na medula espinhal de pacientes lesionados.
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Como demonstrado anteriormente, a ativagdo inflamatoria na medula
espinhal lesionada pode ser monitorada pela ativacdo glial ou neuronal
(WANG et al, 2009; SHAMS et al, 2017), bem como pela medicao in loco de
mediadores inflamatérios como as enzimas ciclooxigenase-2 (COX-2) e 6xido
nitrico sintase-2 induzivel (NOS-2). Além disso, astrocitos e microglias
ativadas produzem mediadores inflamatdrios como prostaglandinas e 6xido
nitrico (NO) que sao importantes indicadores de lesédo do SNC (SAMAD et al,
2001; SOMINSKY et al, 2008). A producao desses agentes inflamatérios &
frequentemente avaliada pela expressao local de NOS-2 e COX-2 que sao
enzimas responsaveis por sua sintese (SAMAD et al, 2001; HERVERA et al,
2010).

O modelo murino é o modelo experimental mais utilizado em estudos
relacionados a tendinopatia. Além do relativo baixo custo de manutencdo,
este representa eficicia por mostrar compatibilidades bioguimica, histolégica
e também funcional com o tenddo humano. Além de representar um
excelente modelo animal para verificar alteragcbes comportamentais, tal como
alteracdes de sensibilidade nociceptiva (mecéanica, térmica, quimica)
(MURRELL et al., 1992; NAIK et al, 2006). O teste de von Frey, é amplamente
utilizado nesse modelo animal para investigar alteracdes nociceptivas. E
realizado através da aplicacdo de estimulos mecéanicos que permitem avaliar
a reposta comportamental, sugerindo aumento da sensibilidade do nociceptor
frente a estimulos inécuos (hiperalgesia), medida indireta de dor. Ou seja,
ativam nociceptores de fibras Ad. As respostas sao classificadas através da
aplicacdo dos estimulos mecanicos que vao determinar o limiar nociceptivo
(NAIK et al, 2006).

Levando em consideragao todo o exposto, Nn0OSSO grupo questionou se
haveria uma resposta inflamatoria na medula frente a ruptura do tendao
calcaneo. Desse modo, este estudo propde avaliar o impacto da ruptura do
tendao de Aquiles no perfil bioquimico e histol6gico na medula espinhal e na

resposta nociceptiva de camundongos tenotomizados.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o impacto da ruptura do tendao de Aquiles no perfil bioquimico e
histolégico na medula espinhal e na resposta nociceptiva de camundongos

tenotomizados.

2.1 Objetivos especificos

e |dentificar os efeitos da ruptura do tenddo de Aquiles no limiar
nociceptivo em 7 e 14 dias apds tenotomia, através do teste de von Frey.

e Analisar, através de ensaio imunohistoquimico os efeitos da ruptura do
tenddo de Aquiles na reatividade astrocitaria e microglial (GFAP e IBA1)

da medula espinhal, em 7 e 14 dias p6s tenotomia.

e Investigar, através de ensaio de imunofluorescéncia para COX-2 e NOS-
2, a ocorréncia de resposta inflamatéria na medula espinhal induzida

pela ruptura do tendé@o de Aquiles, em 7 e 14 dias pés tenotomia.

e Avaliar, por meio de dosagem de nitrito, a possivel ativagdo nitrérgica na

intumescéncia lombar em 7 e 14 dias pés tenotomia.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 39 camundongos da linhagem Balb/C (Mus
musculus), machos, com massa corporal na faixa de 25-30g provenientes do
Biotério pertencente ao Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal do Para (ICB-UFPA). Os animais permaneceram em gaiolas de
polipropileno padrdo, mantidas em ambiente controlado 25°C com ciclo
claro/escuro (12:12) horas, além de receberem agua e racao ad libitum.

Este projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa com
animais de experimentacdo da UFPA (CEPAEUFPA) sob o parecer
2066070716.

3.2 Cirurgia Tenotomia (tenotomia cirargica):

ApoOs sedoanestesia via IP (intra peritoneal) com cloridrato de cetamina
10% (90mg/kg) e cloridrato de xilazina 2% (5 mg/kg), todos os animais, exceto o
grupo Controle, tiveram sua pata traseira direita tricotomizada. Posteriormente
foi realizada uma inciséo longitudinal na pele, de cerca de 0,3cm acima da regido
do osso calcaneo para ter acesso ao tendao do musculo triceps sural, o qual foi
totalmente seccionado por cisalhamento transversal (Figura 5). Posteriormente,
somente e a pele foi suturada com fio de poliamida monofilamento nao absorvivel
namero 4.0 e submetida novamente a assepsia local. Apés o procedimento nédo
houve nenhuma restricdo ou imobilizacdo do segmento, apenas higienizacao

diaria com solucdao fisiologica até a cicatrizacédo da pele.



FIGURA 5: Imagem descritiva do procedimento cirdrgico de tenotomia. A incisao

da pele 0,3 cm acima do osso calcaneo. B exposi¢cdo + ruptura do tenddo. A

linha tracejada mostra o local onde foi realizada a ruptura por cisalhamento.

3.3 Grupos e delineamento experimental

Para a execucao dos experimentos, os animais foram divididos em dois
grupos: Controle (sem ruptura) e Ruptura (com tenotomia cirdrgica), os
guais foram avaliados em 7 e 14 dias p6s tenotomia (dpt). Os experimentos
foram realizados onde cada grupo experimental teve analise morfologica,
imunohistoquimica (9 animais, 3 por grupo) e bioquimica (18 animais, n=6 por
grupo) da medula espinhal, além da analise comportamental (nociceptiva, 12

animais n= 4 por grupo).

3.4 Disseccao da medula espinhal

Apés anestesia IP, foi realizado a eutanasia dos animais por perfusao
transcardiaca com solucéo salina (0,9%) seguido de paraformaldeido (PFA)
4% para fixagdo tecidual, ambos com pH 7,4. A medula espinhal foi entdo
dissecada completamente do canal central das vertebras da coluna vertebral,
a regido lombar da medula espinhal foi removida por laminectomia e

posteriormente fixada com PFA 4% por 24 horas.
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ANALISE HISTOLOGICA

3.5 Processamento histolégico

Apos dissecgdo e pos fixagdo em PFA 4% da medula espinhal as
amostras de todos os grupos foram lavadas 3 vezes em solucdo salina
tamponada (PBS, pH 7.4, 0,1M) e mantidas em temperatura de 4°c na mesma
solucdo. ApoOs esse procedimento os tecidos passaram por solucbes de
crioprotecdo crescentes de sacarose (10%, 20% e 30%) em temperatura
ambiente e depois mantidos na solucdo a 30% até o momento da
criomicrotomia.

Posterior 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

organizadoras até 0 momento do uso.

3.6 Coloracdo com hematoxilina e eosina (H&E)

A fim de identificar e avaliar a estrutura tecidual do segmento lombar
L5, foi utilizada a técnica de coloracdo por hematoxilina e eosina. Para essa
coloracéo, as laminas com as secc¢des histologicas de medula espinhal foram
inicialmente imersas em agua destilada mantendo-as por 5 minutos. Apés
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. Apos esse Ultimo
passo, as laminas foram imersas em alcool 70% e por fim montadas em
Permount®(Fisher Scientific. New Jersey, USA). Um microscépio de luz
transmitida (Nikon, Eclipse E800 Yokohama, Japan) com cémera digital
(Nikon, DXM 1200, Japan) acoplada foi usado para analise histologica e

captura das imagens.



3.7 Imunohistoquimica

Foi realizada imunohistoquimica para expressao de GFAP e IBA-1,
afim de se avaliar a reatividade glial de astrocitos e microglia
respectivamente, nas amostras coletadas em 7 e 14 dias ap06s a inducao de
ruptura total do tenddo. As amostras foram incubadas em peréxido de
hidrogénio (3%- por 20 min) seguida de lavagem com PBS, posteriormente
foram incubadas com anticorpo priméario overnight (GFAP/ Mouse — Sigma;
IBA-1 AIF1 — Merkmilipore) ambos diluidos em solucdo bloqueio (3% BSA,
0,3% Triton em PBS e soro de mouse ou horse respectivamente) nas
titulagdes de 1:1000 (GFAP) e 1:200 (IBA-1).

ApOs lavagem, os cortes foram incubados com anticorpo secundério
diluida em solucéo bloqueio (Goat anti-mouse-Sigma ou Mouse anti-horse -
Sigma). Por fim, as amostras foram incubadas com complexo avidina-biotina
(ABC) e revelado com DAB. As laminas entdo foram montadas em Entelan e
posteriormente visualizadas em microscépio de campo claro (Nikon, Eclipse
E800 Yokohama, Japan).

3.8 Imunofluorescéncia

Para avaliar o potencial neuroinflamatério foi realizada imunomarcacéao
das enzimas oOxido nitrico sintase tipo 2 (NOS-2) e ciclooxigenase 2 (COX-2),
nas amostras coletadas no 7° e 14° dia poés lesédo, as quais foram incubadas
em solucéo de bloqueio de sitios inespecificos (1% BSA, 0,25%, DMSO 10%,
Glicina 0.3 M Triton X-100 em PBS filtrado, pH 7,4) por duas horas.
Posteriormente as amostras foram lavadas 3 vezes com PBS e entéo
incubadas overnight com os anticorpos primario anti-NOS-2/rabbit -Santa
Cruz Biotechnology ou anti-COX-2 SAB42 Sigma-Aldrich (concentracéo
1:200). No dia seguinte as amostras foram lavadas com PBS por 3 vezes e
incubadas com anticorpo secundario (Alexa Fluor 488 ou Alexa Fluor 594-
Santa Cruz Biotechnology, para NOS-2 E COX-2, respectivamente) na
concentragdo de 1:1000 por 2 horas. Para a marcacao dos nucleos celulares
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foi utilizado o marcador DAPI (4’,6Diamidino-2-phenylindole dihydroclhoride-
1:10.000) por 2 minutos. Sequencialmente as amostras foram lavadas com
agua destilada e montadas em laminas contendo 20ul de N-propil-galato,
posteriormente foram visualizadas e fotomicrografadas em microscopio de
fluorescéncia (Nikon, Eclipse E800 Yokohama, Japan) com os filtros
adequados e com a lente objetiva de 20x para andlise de possiveis

marcacoes.

3.9 Quantificacao da reatividade glial

A quantificacdo da reatividade glial, revelada por imuno-histoquimica
(GFAP e IBA-1), foi realizada no software ImageJ® através da ferramenta de
contagem manual. Foram utilizadas 4 fotomicrografias de cada campo (1.530
mm2) correspondente aos cornos ventrais e dorsais direito e esquerdo do
segmento lombar L5.

A medula espinhal entdo foi identificada e demarcada e as células
imunorreativas para GFAP e IBA-1 presentes nos cornos dorsal e ventral, bem
como no lado ipsilateral e contralateral da lesdo foram quantificadas. Os

dados foram expressos em média e desvio padréo.

3.10 Dosagem de nitrito

A producéo de oxido nitrico na medula espinhal L5 foi mensurada por
determinacdo dos niveis de nitrito, de acordo com o protocolo descrito por
Darmani et al. A intumescéncia lombar do grupo controle foi fragmentada
manualmente juntamente com solug¢ao de PBS (10x o volume do tecido) para
homogeneizacdo. O homogeneizado foi centrifugado e 700ul do
sobrenadante foi utilizado para o ensaio colorimétrico de dosagem de nitrito
através do reagente de Griess (naftleno a 0.1%, diluido em agua deionizada
e sulfanilamida a 1%, diluida em acido fosférico a 5%), no qual, foi adicionado

a amostra na mesma proporcéao (1:1) em duplicata (GREEN et al., 1982).

Os valores de absorbancia foram mensurados por espectrofotometria

utilizando um leitor de microplaca (Biotek ELX-800) com comprimento de



onda de 540nm. A concentracdo de nitrito das amostras foi calculada com
base nos valores de absorbancia obtidos de uma curva padrao de nitrito com
concentracbes conhecidas (0-50uM) e posteriormente corrigidas pela

concentracao de proteinas contida na amostra.

3.11 Teste comportamental de sensibilidade mecénica (Von Frey)

A hiperalgesia dos animais foi avaliada através do teste de von Frey.

O protocolo utilizado no presente estudo foi realizado adaptado de Chaplan
et al., 1994. Os animais foram colocados em um aparato retangular (50 cm x
35 cm) em um piso de malha perfurada (5mm?2 de diametro) elevada 25 cm
do solo. O limiar de retirada da pata traseira foi determinado usando os
filamentos de von Frey que variam de 0,05 a 10 g (figura 6). Os testes para
0S grupos controle e grupo ruptura comecgaram apos 5 minutos de habituacao.
A regido plantar da pata traseira (figura 6-B) ipsilateral a ruptura
tendinea dos camundongos foi estimulada com uma série de filamentos
graduados progressivamente (0,05-10 g) os quais foram aplicados a
superficie plantar por 5-6 s para cada filamento. Cada filamento foi aplicado
10 vezes e o valor minimo que causou pelo menos 3 respostas foram
registradas como limiares de retirada da pata (PWT). Retirada aguda,
mordida, lambida ou sacudida do membro posterior ipsilateral e vocalizacao
foram considerados sinais positivos de retirada. A média desses valores foi
utilizada para andlise dos dados. O limiar de retirada foi determinado para
cada animal antes da cirurgia, 7 e 14 dias ap0s a cirurgia em grupos
independentes. Todo o procedimento experimental foi realizado como um
teste cego, de modo que o0 experimentador ndo estava ciente do grupo

(controle ou ruptura) que estavam sendo testados.
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Figura 6: Figura esquematica representando o aparato de adaptacédo e
testagem do teste de von Frey. A — Animal sob a malha perfurada. B —
Desenho representativo da pata traseira e do local de aplicagdo dos

filamentos. Adaptada de bio-protocol.org.

3.12 Andlise estatistica

Foram utilizados para analise dos dados de contagem de células
(imunohistoquimica) e de testes comportamentais o teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov. Os dados foram expressos em média e desvio padrao
e a diferenca entre os grupos controle e rompido foi avaliada pelo teste
ANOVA one-way seguido de testes post-hoc de Tukey. Para os dados
comportamentais, foi realizado o teste de ANOVA de duas vias seguido de
post-hoc de Tukey. As andlises estatisticas foram feitas com BioStat 5.0 e p

< 0,05 foi considerado significativo.

Area de testagem



4. RESULTADOS

4.1 A RUPTURA TOTAL DO TENDAO DE AQUILES REDUZ O LIMIAR
NOCICEPTIVO MECANICO DE CAMUNDONGOS.

Para avaliar a resposta nociceptiva dos camundongos apoés a
ruptura utilizamos o teste de von Frey, determinado pelo limiar de retirada
da pata (PWT). Conforme demonstrado na figura 7 os animais submetidos
a tenotomia total do tenddo de Aquiles apresentaram diminuicédo
significativa nos valores de PWT para a pata ipsilateral (0,05 + 0,18 g)

guando comparados ao grupo controle (3,5 + 1,0 g) no 7° dia pos-leséo.

Resultados semelhantes foram observados no 14° dia pos ruptura,
0 grupo ruptura apresentou valores reduzidos de PWT (0,1 £ 0,07 g) em
relacdo ao grupo controle (3,3 + 1,1 g). O teste de linha de base nédo
demonstrou diferenga significativa entre 0s animais antes dos
procedimentos experimentais. Os resultados demostram que todos os
animais submetidos a ruptura apresentam alteracdo na sensibilidade

mecanica em ambos dias de analise.
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Figura 7: Efeitos da ruptura do tend&o de Aquiles no limiar nociceptivo
mecanico. Grupo controle (GC) e grupo ruptura (GR) analisados em 0 antes da
cirurgia, 7° e 14° dias pds tenotomia do tenddo de Aquiles. Os dados sao
apresentados como média+DP. *** Diferenca significativa (P<0,01) entre GC
versus GR, n=4/grupo, avaliada pelo teste ANOVA two-way seguido de

comparacoes post hoc de Tukey.



4.2 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA POR H&E

Com o objetivo de caracterizar o tecido foi realizado histoquimica para
hematoxilina e eosina na medula de animais do grupo controle sem nenhum tipo
de intervencéo, afim de confirmar o local de analise correspondente ao segmento

lombar.

Na figura 8A, é possivel visualizar a configuracéo do nivel L5 da medula
espinhal, onde estéo os neurdnios que recebem aferéncias do tendao de Aquiles,
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 8B),
vemos as caracteristicas histologicas da substancia branca (2) constituida por
células gliais, e da substancia cinzenta (1) contendo corpos de neurbnios
(indicado pela seta). Notar a preservacéao e integridade das principais estruturas
da medula espinhal, a qual também serd usada para imunofluorescéncia e

imunohistoquimica.
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Figura 8. Histoquimica para hematoxilina & eosina em cortes transversais

da medula espinhal de camundongos no segmento L5. Espessura de 10
um e barra de escala de 100 pum (A) e 50um (B). A e B: 1 — substéncia cinzenta,
2 — substéncia branca. D: cornos dorsais; V: cornos ventrais. Seta indica um

corpo de neurdnio.



4.3EFEITO DA RUPTURA DO TENDAO DE AQUILES NA ATIVACAO DE
ASTROCITOS NO SEGMENTO L5 DA MEDULA ESPINHAL.

Para avaliar a reatividade de astrécitos na medula espinhal utilizamos o
anticorpo anti-GFAP. A andlise de imunomarcacdo na medula espinhal L5
mostra uma coloracdo pouco notavel para a proteina GFAP no grupo

controle (Figura 9).

Contudo, nas analises do grupo ruptura em apenas uma semana (dia 7)
ap6s a ruptura do tenddo de Aquiles, 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 expressédo nos cornos ventral
e dorsal do lado contralateral a lesdo. Os quadros a esquerda de cada
fotomicrografia mostram em maior aumento as células reativas. Ao
avaliarmos o segmento L5 da medula espinhal em 14 dias apos a leséo,
também identificamos astrdcitos reativos em todos os cornos investigados,
guando comparado ao dia 7 observa-se que esta imunomarcacao ja esta

diminuida, porém ainda bem evidente quando comparado ao grupo controle.

Este fenbmeno pode ser evidenciado no grafico da figura 9B, que
demostra quantitativamente que o0s animais com tenddo rompido
apresentam um numero aumentado de células GFAP positivas no 7° (n=910
+ 29 células/um2) e 14° (n= 860 * 20 células/um2) dias pés-ruptura quando

comparado ao grupo controle (n= 412 + 54 células/pum2).
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Figura 9: Efeitos da ruptura do tenddo de Aquiles na reatividade dos
astrécitos da medula espinhal. A- Imunohistquimica para GFAP de cortes
transversais de medula espinhal de camundongos (segmento L5) no 7° e 14°
dias pés tenotomia do tendao de Aquiles (dpt). GC grupo controle, GR 7 grupo
ruptura analisado no 7° dpt. GR 14 analisado 14° dpt. B- Contagem de células
positivas para GFAP na medula espinhal L5. Os dados sdo apresentados como
médiaiSD, p<0,01, n=3/grupo, avaliados por ANOVA one-way seguido de
comparacdes post hoc de Tukey. CVC- corno ventral contralateral, CVI- corno
ventral ipsilateral, CDC- corno dorsal contralateral e CDI- corno dorsal ipsilateral.
As setas pretas nas imagens ampliadas mostram forte astrogliose no corno

dorsal do lado ipsilateral a leséo. Barra de escala = 100um



4.4EFEITO DA RUPTURA DO TENDAO DE AQUILES NA ATIVACAO DE
MICROGLIA NO SEGMENTO L5 DA MEDULA ESPINHAL.

Semelhante aos achados encontrados para marcacdo de astricitos, na
marcacdo para microglia (anti-ibal) houve pouca, quase ausente
imunorreatividade em condi¢cdes que o tenddo de Aquiles esta integro (grupo

controle).

As analises do grupo ruptura apos 7 dias de tenotomia demostraram células
imunorreativas, com diferenca estatistica (p<0,01) quando comparada ao grupo
controle (controle = 20 + 2,7 células/um? vs grupo ruptura 7= 100,5 + 3,53
células/um?), indicando desta forma que, decorrido uma semana ap6s ruptura do
tenddo calcaneo, ha ativacao microglial na medula espinhal, de forma discreta
guando comparado ao 14° dia de andlise. Na analise do 14° dia apés a ruptura
do tendao de Aquiles verificamos a ocorréncia de intensa ativacao microglial,
estando estas presente em todos os cornos avaliados, conforme evidenciado na
figura 10B, o aumento do numero de células positivas para IBA-1 foi observado
no 14° dia apés a ruptura (controle = 20 + 2,7 células/um?vs grupo ruptura 14 =
158,75 + 35,5 células/um?).

Importante notar que a imunomarcacdo apresenta caracteristica de
microglias ativadas de fendtipo pro-inflamatério (formato amebodide e
ramificagbes espessas, como mostrado na figura 10 . Para melhor visualizagéo,
0S quadros a esquerda mostram em maior aumento o formato das células

reativas.
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Figura 10: Efeitos daruptura do tendéao de Aquiles nareatividade microglial
da medula espinhal. A- imunohistoquimica para IBA-1 de cortes transversais
de medula espinhal de camundongos (segmento L5) no 7° e 14° dias pos
tenotomia do tendao de Aquiles (dpt). GC grupo controle, GR 7 grupo ruptura
analisado no 7° dpt. GR 14 analisado no 14° dpt. B- Contagem de células IBA-1
positiva na medula espinhal L5. Os dados sao apresentados como média * SD,
p<0,01, n=3/grupo, avaliados por ANOVA one-way seguido de comparacdes
post hoc de Tukey. CVC- corno ventral contralateral, CVI- corno ventral
ipsilateral, CDC- corno dorsal contralateral e CDI- corno dorsal ipsilateral. As
setas pretas nas imagens ampliadas mostram forte microgliose no corno dorsal

do lado ipsilateral a leséo, principalmente no GR 14. Barra de escala = 100um



4.5ANALISE DO NUMERO DE CELULAS GFAP E IBA-1 POSITIVAS
NOS CORNOS DORSAIS DA MEDULA ESPINHAL (L5) DE
CAMUNDONGOS APOS TENOTOMIA.

Afim de se avaliar o padrdo de ativacdo de astrécitos e microglias, foi
realizado a contagem de células GFAP e IBALl positivas dos cornos dorsais

no segmento L5, nos lados ipsilateral e contralateral a ruptura do tendéo.

As andlises para GFAP (figura 11- grafico A) demostraram haver diferenca
significativa (p<0.01) na quantidade de células positivas, exclusivamente no
grupo ruptura no sétimo dia de andlise, entre os cornos dorsais ipsilateral (305
+ 49.4) vs contralateral (183 £ 14.1) a ruptura. Nao houve diferenca entre os
lados nos grupos controle (ipsilateral = 161 + 16.9 vs contralateral= 149 + 14.8)
e Ruptural4 (ipsilateral = 218 + 26.5 vs contralateral= 204 + 11.3).

Por outro lado, as analises para IBA-1 (Figura 11- grafico B) demostraram
haver diferenca significativa (p<0.01) na quantidade de células positivas no
grupo ruptura no 7° dia de analise entre os corno dorsal ipsilateral (39£1.4)
guando comparado ao corno dorsal contralateral (18.5+3,5). E também no 14°
dia de analise, entre os corno dorsal ipsilateral (178,5 +17,6) quando

comparado ao corno dorsal contralateral (104+5,6).

Observamos entdo, que apds a ruptura do tenddo de Aquiles, ocorre
ativacdo de astrécitos e microglias em ambos cornos dorsais. No entanto, o
padréo de ativacdo glial na medula espinhal (L5) ocorre majoritariamente no

corno dorsal ipsilateral a ruptura.
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Figura 11: Efeitos da ruptura do tendédo de Aquiles na reatividade glial
nos cornos dorsais lados ipsilateral e contralateral a ruptura. A-
Contagem de células GFAP positivas apenas nos cornos dorsais da medula
espinhal L5. B- Contagem de células IBA-1 positiva apenas nos cornos
dorsais da medula espinhal L5. Os dados séo apresentados como mediatSD,
p<0.01, n=3/grupo, avaliados por ANOVA de uma via seguida de
comparacdes post hoc de Tukey.



46EFEITOS DA RUPTURA DO TENDAO DE AQUILES NA ATIVACAO
INFLAMATORIA DO SNC: EXPRESSAO DE COX-2 E NOS-2 NO
SEGMENTO L5 DA MEDULA ESPINHAL.

Para avaliar se a ativacdo glial na medula espinhal L5 do grupo
tenotomizado esta associada a expressao de proteinas mediadoras da resposta
inflamatdria, foi analisada a imunofluorescéncia para as proteinas COX-2 e NOS-

2, conforme descrito.

Conforme observado na figura 12, nenhuma coloracdo para COX-2 foi
encontrada na medula espinhal L5 de animais tenotomizados no 7° dia apés a
lesdo. No entanto, a ruptura do tendao de Aquiles induziu expresséao intensa de

COX-2 na medula espinhal no 14° dia de analise (Figura 12).

Da mesma forma, ndo foram identificadas nenhuma marcacdo para
expressao de NOS-2 nos grupos controle e ruptura no 7° dia de analise em L5.
Porém foi detectada expressiva marcacdo de NOS-2 no 14° dia poés-rotura
(Figura 13).

A imunorreatividade desses mediadores inflamatoérios (NOS-2 e COX-2),
apresentaram padrdes semelhantes de marcacao, que se concentram em maior
parte nos cornos dorsais da medula espinhal. Entretanto, também observamos

marcacao nos cornos ventrais ipsilateral e contralateral a ruptura do tendao.
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Figura 12: Resposta inflamatéria na medula espinhal induzida pela ruptura

do tendéo de Aquiles: Expressdo de COX-2. Imunofluorescéncia para COX-2
de cortes transversais de medula espinhal de camundongos (segmento L5) no
7° e 14° dias pos tenotomia do tendao de Aquiles (dpt). GC grupo controle, GR
7 grupo ruptura analisado no 7° dpt. GR 14 grupo ruptura analisado no 14° dpt.
Os nudcleos das células foram corados com DAPI. CVC- corno ventral
contralateral, CVI- corno ventral ipsilateral, CDC- corno dorsal contralateral e
CDI- corno dorsal ipsilateral. A seta branca mostra forte reatividade no corno

dorsal do lado ipsilateral a lesdo. n=6/grupo. Barra de escala = 100um.
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Figura 13: Resposta inflamatéria na medula espinhal induzida pela ruptura

do tendéo de Aquiles: Expressdo de NOS-2. Imunofluorescéncia para NOS-2
de cortes transversais de medula espinhal de camundongos (segmento L5) no
7° e 14° dias pos tenotomia do tendéao de Aquiles (dpt). GC grupo controle, GR
7 grupo ruptura analisado no 7° dpt. GR 14 grupo ruptura analisado no 14° dpt.
Os nucleos das células foram corados com DAPI. CVC- corno ventral
contralateral, CVI- corno ventral ipsilateral, CDC- corno dorsal contralateral e
CDI- corno dorsal ipsilateral. A seta branca mostra forte reatividade no corno

dorsal do lado ipsilateral a lesdo. n=6/grupo. Barra de escala = 100um
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4.7 EFEITOS DA RUPTURA DO TENDAO DE AQUILES NOS NIVEIS DE
NITRITO NA MEDULA ESPINHAL DE CAMUNDONGOS.

Realizamos esta analise bioquimica afim de investigar evidéncias da
presenca de Oxido nitrico na medula espinhal (segmento lombar), frente a
ocorréncia de ruptura total do tenddo de Aquiles, através da quantificacdo dos
niveis de nitrito por espectrofotometria em 7 e 14 dias apods a lesdo no tendao

do grupo ruptura.

Observamos que em 7 dias apos a 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 14).

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 relagcdo ao grupo controle (p<0.01) e em relagdo aos resultados
observados no dia 7 para este mesmo grupo.

Dessa forma, identificamos a presenca de niveis elevados de nitrito na
medula espinhal no grupo Ruptura no sétimo e, em maior quantidade, no décimo
quarto dia de andalise em camundongos submetidos a ruptura do tenddo de
Aquiles.
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Figura 14: Efeito da ruptura do tenddo nos niveis de nitrito no SNC de
camundongos tenotomizados. Quantificacdo de nitrito da medula espinhal no
7° e 14° dias poés tenotomia do tenddo de Aquiles (dpt). GC grupo controle, GR
7 grupo ruptura analisado no 7° dpt. GR 14 analisado no 14° dpt. A intumescéncia
lombar foi removida para avaliar os niveis de nitrito no tecido pelo método de
Griess. Os dados sado apresentados como médiatSD, *p<0,01, n=5-6/grupo,

avaliados por ANOVA de uma via seguida por comparacgdes post hoc de Tukey.
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5. DISCUSSAO

Embora seja amplamente descrito que a tendinopatia do tenddo de
Aquiles é caracterizada por gerar um quadro de dor aguda e crdénica em sujeitos
lesionados, ha poucos dados na literatura investigando os efeito da lesdo de
tenddes no sistema nervoso central (SILBERNAGEL et al, 2006; YANG et al,
2008; ANDERSON et al, 2011; MENDES et al, 2021). O presente estudo
demonstrou pela primeira vez que a ruptura total do tenddo de Aquiles induz
resposta neuroinflamatoria associada a ativacao glial na medula espinhal (L5) de

camundongos.

Conforme descrito anteriormente, a ruptura do tenddo de Aquiles
desencadeia uma ativacao in loco da resposta inflamatéria caracterizada por
intensa inervacdo, angiogénese local e liberacdo de neuropeptideos
(ANDERSON et al, 2010; ACKERMANN et al, 2002; PUFE et al, 2005). Eventos
esses que geram uma reducao do limiar nociceptivo, através da ativacdo de
nociceptores aferentes. Demostramos através do teste de sensibilidade
mecanica diminuicdo significativa do limiar nociceptivo na pata ipsilateral a
ruptura do tendao, que se manteve até o 14° dia pos ruptura. Confirmando que
todos os animais submetidos a lesdo apresentaram comportamento compativel

com hiperalgesia.

Diversos tipos de células ndo neuronais podem influenciar na nocicepcéao,
incluindo células imunes, epiteliais, mesenquimais e células da glia (HANISCH;
KETTENMANN, 2007; JI et al, 2016). Nossos dados demostraram a ativacéo de
astrocitos na medula espinhal (L5) em resposta a lesdo do tendao de Aquiles,
dado este, que se assemelha ao ja reportado na literatura em lesdes nervosas
periféricas que demonstram a expressdo de astrécitos conjuntamente a
expressdo de microglias, acreditando-se haver um caminho direto de
comunicacdo entre esses dois tipos de células gliais para coordenar seus
padrbes temporais de ativacdo (SCHOLZ; WOOLF, 2005; XU et al., 2016;
ADAES et al., 2017).



Wang et al. (2009), em um modelo de lesdo nervosa reportou 0 aumento
da expressédo de GFAP na medula espinhal, associado a redugé&o do limiar
nociceptivo. Além disso, um estudo recente de tendinopatia demostrou que a
sensibilidade mecanica e a piora na locomocao provocadas pela leséo do tendao
de Aquiles estdo associadas ao aumento da expresséo de GFAP na medula de
ratos (MENDES et al, 2021).

Em nossos resultados, o padrdo de expressdo de GFAP foi tempo-
dependente, onde observamos em 7 dpt intensa astrogliose, especialmente no
lado ipsilateral a ruptura do tenddo. Em 14 dpt houve uma reducdo no nimero
de células GFAP positivas, no entanto ainda presente e com seu formato celular
com muitas ramificacbes espessas, semelhante a achados de lesbes
provenientes de nervo periférico (GARRISON et al., 1991; YANG et al., 2017).
Neste mesmo modelo de lesdo é descrito a relagdo da ativagdo dos astricitos
com a expressdo e liberagdo da quimiocina CCL2, por neurbnios. Essa
guimiocina é conhecida por recrutar mondcitos, células T de memoaria e células
dendriticas para os locais de inflamacao produzidos por lesdo ou infeccéo
tecidual, demostrando que astrécitos tem potencial funcdo na neuromodulacdo
da resposta inflamatoria (YANG et al, 2017).

Além disso, ap0ls lesdo nervosa, astrécitos perdem sua capacidade de
manter as concentracfes homeostaticas de potassio extracelular (K+) e
glutamato, levando a hiperexcitabilidade neuronal (JI et al, 2016). Em nossos
resultados, a evidente marcacdo de GFAP no corno dorsal de L5 sustenta a
hipétese de que estes astrécitos ativados podem estar envolvidos na modulacéo

da transmissao sinaptica de neurdnios sensoriais.

Adicionalmente, a imunorreatividade de micrdglias foi investigada pela
expressdo de IBA-1, demonstrando que 14 dias apés a ruptura do tenddo as
micréglias sao ativadas na medula espinhal (L5), apresentando classico fenétipo
de microglia reativa, com corpos celulares arredondados e ramificacbes
retraidas e espessas. A depender dos fatores que a estimulam esse fenotipo
pode adotar um perfil anti-inflamat6rio e neuroprotetor (microglia M2) ou pré
inflamatorio e citotéxico (microglia M1) (HANISCH; KETTENMANN, 2007). A

microglia M1 é caraterizada pela producédo de fatores pro inflamatorios como a
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IL-1, IL-1B, IL-6, TNF-a, além da superproducéo de 6xido nitrico (ROMERO-
SANDOVALI et al, 2008; HANISCH; KETTENMANN, 2007).

A participagdo das células gliais em lesdes periféricas séo atribuidas aos
processos degenerativos neuronais e, no caso especifico das microglias, é
atribuido um papel especial na sustentacéo da resposta inflamatoria (DE LUCA
et al, 2016; BUTOVSKY; WEINER, 2018). Assim como em nossos achados,
estudos anteriores ja descreveram a ativacdo de micréglias, com a
imunomarcacdo de IBA-1, tanto em lesdo traumatica da medula espinhal de
humanos (SOMINSKY et al, 2018) como em modelo animal de les&o nervosa
periférica (ZHOU et al, 2018). Ambas associando sua ativacdo com a

exacerbacdo ou manutencao da resposta inflamatoria.

Varios estudos sobre les@o nervosa periférica e lesdo medular sugeriram
que a reatividade de astrocitos ocorre secundaria a reatividade microglial
(ROMERO-SANDOVAL et al, 2008; PENG et al, 2016; SOMINSKY et al, 2018;
ZHOU et al, 2018). Entretanto, em nosso modelo experimental de lesdo tendinea
foi identificado que ocorre o oposto, pois em 7 dias ap0s a leséo € visto a ativacéo
predominante dos astrocitos enquanto que somente em 14 dias ap0ds a leséo no
tend&o é que as microglias foram ativadas de modo mais expressivo (SCHOLZ;
WOOLF, 2005). Nesse sentido, ja é descrito que a liberacdo de quimiocinas
derivadas de astrécitos, como o ligante 2 de quimiocina (CCL2) além de atuar
como um neuromodulador e potencializar a transmisséo sinéptica excitatoria (JI
et al, 2016), também funcionam como sinalizadores paracrinos para ativacéo de
micréglia (CHEN et al, 2014). O que poderia justificar nossos achados onde a

ativacao microglial foi secundaria a de astrocitos.

Em um estudo comparativo entre dois modelos de lesdo aguda e cronica
(inciséo da pata e leséo do nervo L5), Romero-Sandoval et al, mostraram que o
padrdo de expressao glial é diferenciado em cada condi¢éo de lesédo e divergente
no curso temporal, sugerindo que o inicio e a intensidade da expressao de GFAP
e IBA- 1 nos cornos dorsais da medula espinhal estéo relacionadas com a causa
da leséo primaria. Além disso, ja é descrito que a intensidade e o tipo de estimulo
inicial provocado, é o que ira determinar o padrao de ativagdo microglial, e suas

respectivas respostas pro-inflamatéria ou anti-inflamatéria (HANISCH;



KETTENMANN, 2007). Nossos dados, juntamente com esses achados, mostram
a natureza dindmica e plastica das células gliais em condi¢des patoldgicas, e
que a reatividade glial pode apresentar padrdes temporais distintos de
expresséo, dependendo da leséo inicial (ROMERO-SANDOVAL et al, 2008;
PENG et al, 2016).

Nosso grupo mostrou que 0 aumento da reatividade dos astrocitos e
microglia na fase aguda (7dias) foi predominante no lado ipsilateral a ruptura do
tenddo. Demostrando que essa ativacado segue o padrao da via de sinalizacao
nociceptiva na medula, que ocorre ipsilateral a lesdo do membro, e cruza ao lado
contralateral no mesmo segmento (LOESER, 2001). Em 14 dias p0s ruptura a
reatividade de micrdglias se manteve ipsilateral, no entanto, a reatividade de
astrocitos ocorreu em ambos os lados da medula espinhal no segmento L5. Em
relacdo a esse achado, estudos anteriores que induziram uma monoartrite
unilateral em ratos observaram um aumento na reatividade glial em ambos os
lados dos cornos dorsais espinhais em 1, 3 e 10 dias pds a indugéo (SHAN et
al., 2007; SUN et al., 2008). Nossos dados junto a estes sugerem que, em casos
de lesao periférica, a reatividade de astrocitos ocorre desde a fase aguda, mas
podem ou ndo seguir um padrao de expressao ipsilateral, devido a possibilidade
de ativacdo de mudltiplas vias sensoriais ascendentes, o que pode explicar
nossos achados (BRESSAN et al., 2010).

Nesse sentido, nossos resultados mostram evidéncias para sustentar a
hip6tese de que, no modelo de ruptura de tendao utilizado, a ativacao espinhal
(L5) de microglias estédo possivelmente envolvidas na manuteng¢do, mas nao no
desenvolvimento inicial da hiperalgesia, sendo esta funcao inicial atribuida aos

astrocitos.

A notavel astrogliose e a ativacdo microglial dependente do tempo
observadas em nossos resultados sugerem que a ruptura do tendao de Aquiles
provoca a ativacdo de uma resposta neuroinflamatéria na medula espinhal no

segmento L5.

Os marcadores da neuroinflamacdo séo a ativagdo e infiltracdo de
leucdcitos, ativacdo de células gliais e aumento da producdo de mediadores
inflamatorios (J1 et al, 2016; XANTHOS; SANDKUHLER, 2013). As intera¢des
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entre inflamagé&o e dor s&o bidirecionais, neurdnios sensoriais nociceptivos nao
apenas respondem a sinais imunolégicos, mas também modulam diretamente a
inflamacdo (XANTOS; SANDKUHLER, 2013).

A resposta inflamatéria na medula espinhal L5 induzida pela ruptura do
tendao de Aquiles foi confirmada pela expresséo in loco de COX-2 e NOS-2,
ambas exclusivamente no 14° dia pos ruptura do tenddo. Foi amplamente
descrito na literatura que as expressdes de COX-2 e NOS-2 estao intimamente
relacionadas com a superproducao de prostaglandina E2 (PGE2) e 6xido nitrico
(NO), respectivamente, que sdo importantes mediadores inflamatorios
(MCCLESKEY; GOLD, 2002; VANE et al, 2002, ABRAMSON et al, 2008).

A producédo de PGE2 e NO também é evidenciada em diferentes tipos de
les&o do sistema nervoso: na lesao medular em humanos (RESNICK et al, 2001)
e na constricdo nervosa periférica em modelo murino (NAIK et al, 2006).
Também j& é descrito que a inibicdo central da expressdo de COX-2, reduz a
producdo de PGE2 nos cornos dorsais da medula espinhal, com concomitante
reducdo da hipersensibilidade mecéanica, em um modelo de lesdo nervosa
periférica em ratos (SAMAD et al, 2001). Além disso, no estudo de Naik, et al, a
producéo de nitrito e nitrato no local da lesao do nervo ciatico foram relacionadas
ao aumento do limiar nociceptivo. Estes estudos apontam uma estreita
correlacdo entre esses mediadores inflamatérios e alteracbes na sensibilidade

mecanica e consequentemente no desempenho motor.

Nossos resultados de imunofluorescéncia para NOS-2 também foram
sustentados por achados bioquimicos que demonstraram elevacéo significativa
dos niveis de nitrito na medula espinhal lombar, no 7° e 14° dia pés ruptura do
tendao de Aquiles . Em condi¢des semelhantes a de nosso modelo experimental
ja tem sido atribuido a producéo imediata de NO via NOS2 na medula espinhal
em consequéncia a inducao precoce de dano tecidual periférico e inflamacéo
(GUHRING et al., 2000; LIANG et al, 2017). Sobretudo, evidéncias
demostraram que h& uma correlacdo entre a quantidade de NO e a severidade
da sensacdo dolorosa em pacientes com dor crbnica, que apresentaram
aumento significativo de nitrito no liquido cefalorraquidiano e no plasma
sanguineo (KOCH et al, 2007).



A participagdo nitrérgica nesta lesdo, sobretudo nestas regides
relacionadas ao processamento sensorial na medula, corrobora a dados na
literatura que sugere que o NO desempenha importante papel na
neurotransmissdo da medula espinhal por diversas vias, incluindo a
somatossensorial (SAITO et al., 1994). E ainda, que a expressao desta isoforma
no tecido nervoso se d& em resposta a mediadores inflamatérios e pro-
inflamatorios que atuam sobre macréfagos, astrocitos e micréglia. Portanto,
reforcam a provavel relacdo do NO e da reatividade glial identificado neste
trabalho, ao que j& tem sido descrito em estudos anteriores sobre a capacidade
de inducdo da NOS2 em células gliais (FILHO, B. ZILBERSTEIN 2000; FREIRE
et al., 2009; LEE et al., 2009)

Em nossos resultados, o fato da ativacdo de NOS e COX nas suas
isoformas induziveis ocorrer concomitante a expresséo de IBA-1, ambas em 14
dias ap0s a ruptura e predominantemente nos cornos dorsais, sugerem que elas
podem estar sendo produzidas pelas micréglias, que neste caso estariam
adotando um fendtipo pro inflamatério, e provavelmente induzindo hiper
sensibilizacdo de neurdnios sensoriais. Porém, mais estudos precisam ser
realizados para confirmar esta hipétese, uma vez que ainda ndo esté claro quais
fatores estariam induzindo a micréglia a adquirir tal estado frente a lesdo do
tenddo, e como ela se correlaciona com dano tecidual e comprometimento

sensorial/funcional.

Nesse sentido, a inibicdo da atividade da NOS2 juntamente com inibicao
da ativacdo microglial j& tem sido sugerida como potencial alvo terapéutico por
apresentar um papel neuroprotetor em algumas desordens neuroldgicas,
incluindo a dor crénica e neuropatica, investigadas em modelo animal (ZEMKE;
MAJID, 2004).

Desse modo, destacamos que este estudo € pioneiro em relatar a
ocorréncia de resposta inflamatéria no sistema nervoso central, em funcéo de
uma lesdo de tenddo. Ressaltamos a relevancia desses achados para a
compreensao dos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos nas tendinopatias,
sobretudo a respeito da resposta central e sua provavel correlagdo com

alteracdes no processamento nociceptivo.
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6. CONCLUSAO

v" A ruptura do Tendao de Aquiles induz ativacdo de astrocitos e
micréglias no segmento lombar L5, associado a reducéo do limiar

nociceptivo.

v' O padrao de ativacdo de astrocitos e microglias na medula é
predominantemente ipsilateral a lesdo do tenddo de Aquiles em 7
e 14 dias ap0s a ruptura.

v" A ruptura tendinea é capaz de desencadear resposta inflamatoria
através da expressao de mediadores inflamatérios (COX2, NOS2)

na medula espinhal.

v" A ruptura do tenddo de Aquiles resulta em aumento nos niveis de

nitrito na medula espinhal (lombar) em 7 e 14 dias apoés a leséo.
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