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“A persisténcia € o menor caminho do éxito”.
(Charles Chaplin)



RESUMO

A atrofia € uma resposta imediata do musculo em situacdes de tensio e
carga reduzida e caracteriza-se por mudangas morfolégicas, aumento da
protedlise muscular, perda de massa e redugao da area da fibra que estao
implicadas em déficits funcionais, afetando assim a qualidade de vida dos
individuos. Rupturas tendineas ocasionam atrofia muscular devido a intrinseca
relagdo funcional existente entre ambas as estruturas, musculos-tenddes.
Considerando a injuria tendinea, trabalho prévio do nosso grupo identificou que
a inibicdo da sintese de O&xido nitrico localmente a injuria acelerou a
recuperagdo histolégica no tenddo e a melhora funcional em animais
tenotomizados. Desta forma, a proposta do trabalho é avaliar os efeitos da
inibicdo nitrérgica local no tenddo em relagcdo ao padrdao de regeneracéo
muscular. Portanto, para gerar atrofia muscular esquelética, o trabalho utiliza o
modelo experimental de ruptura do tendao calcaneo com posterior sutura. Os
grupos foram divididos em controle, ruptura, ruptura+veiculo (Salina 0,9%) e
ruptura+L-nitro-arginina-metil-éster (L-NAME, 5mM). As amostras foram
coletadas 14 e 21 dias seguintes ao procedimento cirurgico experimental.
Objetivando avaliar a dosagem de proteinas, o método de Bradford foi utilizado.
As amostras também foram reservadas para processamento histolégico
qualitativo e quantitativo da area da fibra muscular e presenca de lesées de
nucleo central. Assim como no trabalho prévio de nosso grupo, acreditamos
que a acado da droga restringiu-se ao local, pois ndo ocasionou fortes
influéncias em relagao ao peso corporal dos animais, que foi medido nos dias
0, 7,14 e 21. O grupo tratado com L-NAME apresentou diminui¢ao significativa
no numero de lesdes de nucleo central no 14° dia pds-operatério e aumento
nos niveis de proteina e area da fibra no 21° dia. Em conjunto, nossos
resultados sugerem que houve efeito benéfico da inibicdo local da NOS apés a
ruptura com relagdo a atenuacdo da atrofia, contribuindo para acelerar a

regeneracgao muscular.

Palavras-chave: 6xido nitrico; regeneracdo muscular; atrofia; tendao.



ABSTRACT

Muscle atrophy is an immediate response of muscle under both
situations of reduced tension and unloading. It is characterized by
morphological changes, increase in muscular proteolysis, loss of mass and
decrease in fiber area which are implicated in functional deficits, affecting the
life quality of individuals. Tendon ruptures induce muscle atrophy due to intrinsic
functional connection between both structures. Our previous work has shown
that local inhibition of nitric oxide synthesis accelerated histological recovery in
tendon and functional improvement in tenotomized animals. The present study
was undertaken in order to evaluate the effects of local nitrergic inhibition on
pattern of skeletal muscle regeneration after tenotomy. Skeletal muscle atrophy
was induced by experimental rupture of the calcaneal tendon followed by
suture. Animals were divided in the following groups, control, rupture, rupture +
vehicle (0.9 % Saline) and rupture + L-nitroarginine methyl ester (5 mM L-
NAME). Muscle samples were obtained 14 and 21 days after experimental
surgical procedure. Total protein was measured by Bradford method. Samples
were also used to qualitative and quantitative histological processing to
determination of muscle fiber area and central core lesion. Animals were
weighed at 0, 7, 14 and 21 days after surgery. Animals showed no
significant differences in body weights, suggesting that drug had a local action.
Group treated with L-NAME showed significant decrease in number of central
core lesions at 14™ postoperative day and increase in protein levels and fiber
area at 21" day. Taken together our results suggest that local NOS inhibition
had a beneficial effect after tendon rupture with regard to attenuation of atrophy,

contributing for acceleration of muscle regeneration.

Key-words: nitric oxide; muscle regeneration; atrophy; tendon


http://www.caymanchem.com/catalog/80210

LISTA DE FIGURAS E TABELAS

Figura 1: Ruptura total do tenddo de Aquiles

Figura 2: Organizagdo do tecido conectivo e sua disposi¢do no
tecido muscular esquelético.

Figura 3: Organizacéo estrutural da unidade contratil na miofibrila.
Figura 4: Células satélites durante diversos estagios, desde a
quiescéncia até maturacao e formagao de nova fibra muscular.

Figura 5: Esquema da reagdo de inibicdo da sintese de o6xido

nitrico.

Figura 6: Representacdo esquematica do desenho experimental do

trabalho

Figura 7: Ganho de massa corporal 14 dias (A) e 21 dias (B) apds o

procedimento cirurgico.

Figura 8: Diminui¢do do peso umido muscular em 14 dias (A) e 21

dias (B) da ruptura tendinea.

Figura 9: Niveis de proteina total no musculo em 14 (A) e 21 dias

(B) apds a tenotomia experimental.

Figura 10: Caracterizacdo histolégica da presenga de lesdes de

nucleo central

Figura 11: Quantificacdo de fibras apresentando lesdes de nucleo

central.

Figura 12: Morfologia da fibra muscular apés 21 dias de lesao e

tratamento local.

Figura 13: Quantificagcdo da area da fibra muscular

Paginas

15

18

20

23

28

36

41

42

44

47

48

51

52



SUMARIO

1 INTRODUGAO
2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 MUSCULO
2.2 LESAO TENDINEA
2.2.1 LESAO TENDINEA X OXIDO NITRICO
2.3 CARACTERISTICA DA ATROFIA MUSCULAR INDUZIDA
POR RUPTURA TENDINEA
2.3.1 BASE MOLECULAR DA ATROFIA
2.3.2 CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS E BIOQUIMICAS
3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
3.2 Objetivos Especificos
4 MATERIAL E METODOS
4.1 Animais
4.2 Tenotomia Experimental
4.3 Grupos Experimentais
4.4 Dosagem de Proteina Total
4.5 Processamento Histoldgico
4.5.1. — Processamento e corte das amostras
4.5.2 - Hematoxilina Eosina
4.5.3 - Andlise morfoloégica quantitativa e qualitativa

4.6 Analise Estatistica
5 - RESULTADOS

5.1 — Massa corporal dos animais submetidos ao tratamento

com L-NAME.

5.2 - Modelo de tenotomia provocou alteragdo no peso umido

do musculo.

5.3 - O uso de L-NAME alterou o nivel de proteina total no

musculo séleo dos animais.

5.4 - Tratamento com L-NAME reduziu o aparecimento de

lesdes de nucleo central.

Paginas
14
16
17
24
24

29

29
30
33
33
33
34
34
34
35
37

37

37
38
38
39
40

40

40

43

45



5.5 - Inibicdo da sintese de oxido nitrico aumentou a area da

fibra muscular.

6 - DISCUSSAO
7 - CONCLUSAO
8 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

49

53
59
60



14

1 INTRODUGAO

A atrofia muscular esquelética constitui como importante objeto de
pesquisa, uma vez que se encontra relacionada a uma gama de patologias
como a insuficiéncia renal, diabetes e cancer (LECKER et al., 2004; BIALEK et
al., 2011). Também é relatado que processos de atrofia muscular estdo
secundariamente associados a imobilizagcdo, envelhecimento e rupturas
tendineas (JACKMAN; KANDARIAN, 2004; BIALEK et al., 2011).

O processo atrofico constitui uma resposta imediata do tecido muscular
em situagdes de tensdo e/ou carga mecanica reduzida. Essa alteragao
possivelmente encontra-se relacionada a manutencéo do funcionamento eficaz
muscular de acordo com as novas exigéncias funcionais (BAEWER et al.,
2008).

Independente da causa, a resposta atréfica se caracteriza por inUmeras
alteragcdes morfolégicas e bioquimicas nos musculos esqueléticos,
relacionadas com o aumento da protedlise muscular, perda de massa e
diminuicdo da forca, as quais posteriormente acarretam déficits funcionais
(JAMALI et al., 2000; JACKMAN; KANDARIAN, 2004).

Desta forma, os casos de atrofia muscular secundarios a ruptura
tendinea merecem atencdo especial, pois acometem a integridade do
complexo musculo-tenddo, acarretando alteragdes particulares que
repercutirdo em ambos os tecidos, j4 que os mesmos atuam de forma
coordenada e intrinseca para eficacia do aparelho locomotor (KJAER, 2004).

Estudos revelam que nos dias que se seguem a ruptura tendinea, a falta
de carga muscular e o encurtamento das fibras sao os principais determinantes
para a degeneracao do musculo (BAEWER et al., 2008).

Diversos exemplos de lesbes tendineas podem ser utilizados para
ilustrar a degeneragao muscular. Estes incluem, principalmente nos desportos,
as rupturas do tendao calcaneo, conhecido também como de Aquiles e
formado pelos tenddes dos musculos gastrocnémio medial, lateral e soleo
(JAMALI et al., 2000; RILEY, 2008) (Figura 1).
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Ruptura total do
tenddo de Aquiles

Figura 1: Tenddo de Aquiles humano. Frequentemente acometido por lesbGes traumaticas
relacionadas aos esportes. Fonte: Nucleus Medical Media Inc, 2012. Disponivel em
http://www.patientedlibrary.com/generateexhibit.php?ID=30898
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Nos ultimos anos, diversas pesquisas focaram-se nas alteragdes
bioquimicas e estruturais e, principalmente, no reparo cicatricial dos tenddes
apos tenotomia traumatica. No entanto, ainda ha escassez sobre a resposta
muscular, tanto no decurso da doenca quanto na regeneragao (JAMALI et al.,
2000).

Nessa Optica, dada a relevancia e implicacao clinica da lesao tendinea
com relagdo as mudangas morfologicas, bioquimicas e funcionais musculares,
torna-se importante a realizagdo de estudos que por meio da agéo na injuria
tendinea, avaliem a fisiopatologia muscular. Isto contribui com um
conhecimento mais aprofundado sobre a complexidade muscular em resposta
a lesdo, a reabilitagcdo e as pesquisas que visem minimizar o impacto sobre a

qualidade de vida do individuo.

2 - REVISAO DA LITERATURA

O adequado desempenho locomotor é proveniente da integridade e
intrinseca relagao do complexo musculo-tendao, que inclui a arquitetura e as
propriedades biomecanicas de cada estrutura (FINNI, 2006).

Com especificidades diferentes, musculos e tenddes trabalham juntos
durante a transmissao de forga e dependem nado somente da interagao das
fibras musculares com as fibras colagenas tendineas, mas também da
associagdo de uma rede de tecido conectivo para a eficiéncia do complexo
motor (KJAER, 2004; FINNI, 2006).

Didaticamente, musculos e tenddes sao tratados de forma independente,
no entanto encontram-se funcionalmente integrados (ROBERTS, 2002).
Portanto, alteracbées que interferem na integridade de cada um isoladamente,
como rupturas tendineas ou imobilizagdes musculares, desencadeiam
prejuizos morfolégicos e bioquimicos em ambas as estruturas (KJAER, 2004).

Os musculos mantém uma tensao de repouso permanente quando
conectados aos tenddes. Quando ha ruptura tendinea, esta tensédo
imediatamente decai e ocorre encurtamento das unidades motoras, fato que

provoca alteragées imediatas nas fibras musculares (JAMALI et al., 2000).
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Desta forma, considerando-se a importancia da integridade da unidade
musculo-tenddo para o sistema locomotor como um todo, faz-se necessario

conhecer mais detalhadamente a respeito do nosso objeto de estudo.

2.1 - MUSCULO

O tecido muscular estriado esquelético apresenta estrutura altamente
ordenada tanto celular quanto molecularmente o que confere como principais
funcdes a capacidade locomotora, respiragao, geragcado de forca e manutengéo
postural (CHARGE; RUDNICKI, 2004). Cada fibra muscular é uma Unica célula
cilindrica, longa e multinucleada com uma fina membrana plasmatica chamada
sarcolema (GREFTE et al., 2007).

A fina camada de tecido conjuntivo intramuscular que reveste cada fibra
e por onde passam capilares € denominada de endomisio. O perimisio
circunda os fasciculos de miofibras, contendo vasos sanguineos mais
calibrosos, artérias e nervos. Por fim, o epimisio constituido de tecido
conjuntivo denso, envolve o musculo (Figura 2) (JARVINEN et al., 2002;
PURSLOW, 2002; JARVINEN et al., 2005).

Além de promover suporte para a rede de irrigacdo muscular, as
camadas de tecido conectivo intramuscular se interconectam e permitem a
propagacao de forga homogénea ndo somente do musculo para o tendéao e,
posteriormente, para o osso (forga miotendinosa), como também prové a
transmissao lateral entre as fibras (forga miofascial). Ambos, tecido conectivo
intramuscular e tenddes, interagem com os elementos contrateis musculares
para a transmissdo de forca (JOZSA et al.,1990; TAKALA; VIRTANEN, 2000;
HUIJING, 2003; KJAER, 2004).
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Figura 2: Organizagao do tecido conectivo e sua disposi¢cao no tecido muscular esquelético.

Fonte Disponivel: Adaptado

McKinley/muscular.htm

http://academic.kellogg.cc.mi.us/herbrandsonc/bi201


http://academic.kellogg.cc.mi.us/herbrandsonc/bi201
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Os musculos esqueléticos sao constituidos por diferentes tipos de fibras
com ampla capacidade funcional (PETTE; STARON, 2000; SCOTT et al.,
2001). A identificagdo das isoformas de cadeia pesada de miosina (MHC), em
fibras isoladas, proporcionou a classificagcdo das fibras em puras e hibridas.
Portanto, as fibras musculares puras que expressam uma unica isoforma de
MHC 1, lIA, IIB e lIX, sdo fibras do tipo [, lIA, 1IB e IIX, respectivamente.
Enquanto as fibras hibridas expressam mais de uma isoforma de MHC,
exemplo: I/lIA, NA/IIX, 1IX/MB. (PETTE, 2001; WESTERBLAD; BRUTON;
KATZ, 2010; SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011).

De forma didatica e generalista, musculos com predominancia de fibras
do tipo I, como o musculo soéleo, sdo chamados de musculos vermelhos e
classificados como de contragdo lenta, ricos em mioglobina e enzimas
oxidativas, apresentam baixo consumo de ATP, maior rede de capilares e sao
especializados para atividades ténicas que necessitem de maior resisténcia a
fadiga. Ao contrario, musculos que apresentam preponderancia de fibras do
tipo Il, como gastrocnémio, sdo denominados de musculos brancos, pois
apresentam contracdo rapida, sao especializados para atividades fasicas,
possuem metabolismo glicolitico, alto gasto energético e apresentam maior
grau de fadigabilidade (PETTE; STARON, 2000; SCOTT et al., 2001; GREFTE
et al., 2007; WESTERBLAD; BRUTON; KATZ, 2010).

Eventos como as rupturas tendineas normalmente ocasionam transi¢des
fenotipicas reversiveis nas fibras musculares, passando de contragao rapida
para lenta ou vice-versa (PETTE; STARON, 2000; JARVINEN et al., 2005).

Cada fibra muscular € composta no seu interior por diversas miofibrilas,
as quais alojam as complexas unidades contrateis do musculo, dispostas de
maneira repetitiva e ordenada, denominadas sarcémeros (CLARK et al., 2002;
GREFTE et al., 2007) (Figura 3).
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Fibra Muscular

Bandal

......

Banda A

Miofibrila

Sarcomero

Figura 3: Organizacéo estrutural da unidade contratil na miofibrila. O espago compreendido
entre duas linhas Z, incluindo uma banda A, uma semibanda | e uma linha M, denomina-se
sarcomero.

Fonte: Adaptado de http://www.emc.maricopa.edu/faculty/farabee/biobk/biobookmusskel.html
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Funcionalmente indispensavel cada sarcémero é formado por estruturas
denominadas: banda-A (constituida por flamentos grossos e por uma zona de
sobreposicao destes aos filamentos finos); banda-l (composta por filamentos
finos dispostos de forma paralela e alinhada); linha-Z (regido que demarca o
centro da banda-| e ancora os filamentos finos); e por fim, linha-M (que delimita
o centro da banda-A e sustenta os filamentos grossos). Cada sarcémero € a
regidao compreendida entre duas linhas-Z, que inclui duas semi bandas-I e uma
banda-A (CLARK et al., 2002; TAJSHARGHI, 2008; SCHIAFFINO; REGGIANI,
2011) (Figura 3).

O sistema actina-miosina propaga a forga através da linha-Z do
sarcOmero que a transduz por meio de sua conexdao com a matriz extracelular.
Tal fato é devido a fungao da linha-Z de proporcionar transmissao de forca
longitudinal, entre sarcOmeros adjacentes, e forgca transversal, entre as
miofibrilas (SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011).

O alinhamento adequado e preciso entre os filamentos finos e grossos é
imprescindivel no processo contratil. As proteinas actina, miosina, troponina e
tropomiosina sdo as principais envolvidas no processo (CLARK et al., 2002;
TAJSHARGHI, 2008).

Resumidamente, a contracdo ocorre a partir de um potencial de acao,
proveniente do neurénio motor, que ocasiona despolarizacdo do sarcolema,
com consequente liberagdo de ions Ca?" do reticulo sarcoplasmatico para o
citosol. Estes ions se associam a troponina que através da mudanca
conformacional de suas trés subunidades empurra a molécula de tropomiosina
mais para o interior do sulco da hélice da actina. Consequentemente, os sitios
de ligacdo dos componentes globulares da actina ficam expostos e ocorre
interacdo desta com a cabeg¢a de miosina ocasionando a decomposi¢cdo de
ATP em ADP + energia. Assim, o filamento fino desliza sobre o filamento
grosso promovendo o encurtamento do sarcomero, fato este que caracteriza a
contragao muscular (SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011).

Uma importante caracteristica do tecido muscular esquelético € sua
capacidade de adaptar-se em resposta a diferentes demandas ambientais e
fisiolégicas, as quais conferem ao tecido o uso do termo “plasticidade
muscular” (PETTE, 2001; GIGER et al., 2009).
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Neste tecido com ampla capacidade adaptativa encontram-se uma
populagdo de células mononucleadas e indiferenciadas, denominadas de
células satélites, as quais contribuem de forma crucial para a regeneragao
(ANDERSON, 2006; GREFTE et al., 2007).

Tal nomenclatura da-se devido a localizagdo anatémica estratégica na
fibra muscular, abaixo da |amina basal e justaposta ao sarcolema, onde
permanecem mitoticamente quiescentes, até sofrerem ativagao por estimulos
como crescimento, remodelagdo ou regeneragdo. Quando ativadas, proliferam-
se podendo seguir dois caminhos: fundem-se com as fibras musculares ja
existentes e possivelmente lesionadas ou agregam-se entre si para formar uma
nova fibra (JARVINEN et al., 2005; ANDERSON, 2006; GREFTE et al., 2007;
TEDESCO et al., 2010) (Figura 4).

Em estado quiescente, as células satélites sao fusiformes, com poucas
organelas citoplasmaticas, apresentam elevada heterocromatina e nucleos bem
menores quando comparados com os mionucleos. Em contrapartida, quando
ativadas, apds um evento danoso ao musculo, demonstram reducdo da
heterocromatina, expansao citoplasmatica e aumento no numero de organelas
intracelulares (WOZNIAK et al., 2005).

Desta forma, contribuindo para a regeneragdo muscular, a ativagao de
CS ocorre frequentemente apods diversos tipos de injuria sejam elas
diretamente no musculo (CHARGE; RUDNICKI, 2004; TEDESCO et al., 2010)
ou de modo indireto pela lesdo em estruturas adjacentes como a ruptura do
tendao (TOMANEK; COOPER,1972).

Sabendo-se que a lesao tendinea gera quadros de atrofia muscular, e
que os mesmos acarretam alteragdes morfolégicas e bioquimicas nas fibras,
torna-se relevante uma compreensao adequada da injuria e seus fatores

preponderantes que implicam em dano muscular.
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Célula Satelite Mioblasto Miofibra
Quiescente ~ Ativada  Prolferativa  Diferenciacdo Fusdo Maturagéo

Figura 4: Células satélites em diferentes estagios, desde a quiescéncia até maturacdo e
formacao de nova fibra muscular. Fonte: Modificado de Zammit et al., 2006.
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2.2 - LESAO TENDINEA

Clinicamente as lesdes nos tendbes podem configurar-se como doencga
aguda ou cronica (CLEGG; STRASSBURG; SMITH, 2007). Alguns estudos
sugerem que as causas desencadeadoras para a injuria envolvem aspectos
genéticos, sexo, idade, déficits metabdlicos e/ou enddcrinos, vascularizagdo
ineficaz, microtraumas cumulativos e principalmente sobrecarga excessiva
durante atividades fisicas (KADER et al, 2002; XU; MURRELL, 2008). Tais
causas, isoladas ou em associagao, ocasionam um processo degenerativo que
se configura como fator de risco para ruptura aguda do tenddao (SHARMA;
MAFFULLI, 2006; XU; MURRELL, 2008).

Consequente a ruptura, o organismo desencadeia uma série de eventos
celulares e bioquimicos com o objetivo de restaurar a integridade do tecido
tendineo. Assim, o reparo segue através de trés fases distintas que sao:
inflamacéo, proliferagédo celular e remodelagao (JAMES et al., 2008).

Durante o reparo, diversas células inflamatérias e fatores de crescimento
sao expressos no local da lesdo com o objetivo de reestabelecer a integridade
do tecido, por meio da proliferacdo celular, sintese de colageno e
neovascularizagao (SHARMA; MAFFULLI, 2006; XU; MURRELL, 2008). Dentre
as varias moléculas que estdo envolvidas no processo de reparo do tendao, o
oxido nitrico (NO) destaca-se como importante molécula mensageira na
patologia (SHARMA; MAFFULLI, 2006; TOMIOSSO et al., 2009).

2.2.1 — O OXIDO NITRICO NA LESAO TENDINEA

O NO é uma molécula sinalizadora intercelular presente em diversos
sistemas biologicos. Tem meia-vida curta e é biosintetizado a partir do
aminoacido L-arginina, por uma familia de enzimas chamadas NO Sintase
(NOS) (MONCADA; HIGGS, 1995; MURRELL, 2007).

A enzima NOS possui trés isoformas: NOSI, NOSIl e NOS Ill. As

isoformas | e lll sdo constitutivamente expressas e necessitam da atividade do
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complexo Ca?*-calmodulina e de NADPH como co-fator, enquanto que a NOS
Il s6 é expressa em resposta a estimulos e independe do complexo Ca?-
calmodulina. A reacdo de sintese utiliza L-arginina, como substrato na
presenga de O, molecular, e NADPH gerando um produto intermediario, NG-
hidroxi-L-arginina, em seguida ha formacdo de L-citrulina e NO. Apds ser
gerado, o 6xido nitrico interage com o grupamento heme da guanilato ciclase
soluvel no citoplasma formando o monofosfato de guanosina 3’5" — ciclico
(GMPc), um importante segundo mensageiro (MONCADA,; PALMER; HIGGS,
1991; MONCADA; HIGGS, 1995; MONCADA, 1999; POWERS; TALBERTL,;
ADHIHETTY, 2010).

Sendo uma molécula instavel, o 6xido nitrico pode reagir com outras
biomoléculas, podendo ser rapidamente oxidado pelo O, apresentando como
produtos finais do metabolismo nitrito (NO> °) e nitrato (NOs ), que normalmente
séo utilizados como uma medida indireta dos niveis de éxido nitrico, pois ficam
acumulados nos sistemas bioldgicos. Outro derivado ativo de nitrogénio pode
ser gerado, denominado peroxinitrito (ONOQO"), por meio da interagdo do NO
com o anion radical superoxido (O27) (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991;
POWERS; TALBERTL; ADHIHETTY, 2010).

Em um tendao sadio a atividade da NOS é bem pequena, todavia apos
ruptura do tendao calcaneo foi observado um aumento de aproximadamente
cinco vezes na conversao de L-arginina para L-citrulina durante o processo de
reparo, havendo a expressao das trés isoformas da NOS (MURRELL, 2007). A
isoforma NOSII demonstrou um aumento de aproximadamente 23 vezes entre
os dias 4 -7, a NOSIII 24 vezes no dia 7 e a NOSI demonstrou um aumento de
7 vezes durante a fase de remodelagao ao 21° dia (LIN et al.,2001; MURRELL,
2007).

De acordo com as propriedades bioquimicas da NOS, uma grande
variedade de substancias s&o utilizadas como inibidores da sintese de NO em
ensaios clinicos e farmacolodgicos. Dentre os analogos da L-arginina, destaca-
se o papel do L-Nitro-Arginina-Metil-Ester (L-NAME) como um importante
bloqueador nao-seletivo da biossintese do NO (MONCADA; PALMER; HIGGS,
1991; MURRELL, 2007) (Figura 5).

No entanto, a administracdo sistémica de bloqueadores nitrérgicos

parece ser bastante controversa. Dados demonstraram que a inibicdo
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experimental da NOS apresentou redugdo na magnitude da regeneragéo do
tendao sugerindo um papel modulador importante do sistema nitrérgico durante
o reparo tendineo. Entretanto, também foi observado durante a inibicao
sisttmica uma série de comprometimentos em paralelo, os quais podem
evidenciar que a inibicdo sistémica acarreta prejuizos na homeostase do
organismo animal e estes prejuizos podem ocasionar déficits que
comprometem a regeneragdao como um todo. (VALLANCE, 2003; MURREL,
2007).

Alguns parametros biomecanicos também sugerem prejuizo na
cicatrizacdo tendinea, apd6s o uso sistémico de L-NAME enquanto que
parametros bioquimicos apresentam resultados contrarios (TOMIOSSO et al,
2009).

A inibicdo sistémica prolongada da NOS em modelo animal de injuria
cardiovascular levou a um alto indice de mortalidade (TOFOVIC et al., 2005),
bem como os efeitos sistémicos difusos da droga bloqueadora das isoformas
da NOS prejudicaram a imunidade dos animais e comprometeram a integridade
do sistema nervoso central (MURREL, 2007).

Logo, a administragdo sisttmica de bloqueadores nitrérgicos é
questionavel, uma vez que estes podem inibir as agdes fisiolégicas do NO,
essenciais para a homeostase do tecido — como a manutencdo do ténus
vascular — e ndo somente sua possivel agao citotéxica tecidual. (MONCADA;
PALMER; HIGGS, 1991; MONCADA; HIGGS, 1995; VALLANCE, 2003).

Considerando tal evidéncia sobre a dualidade dos efeitos da inibicao
sistémica, em trabalho prévio e inovador do nosso laboratorio utilizou-se a
administracao local de L-NAME em modelo de ruptura tendinea. Neste estudo,
foi observado que a inibicao nitrérgica local no tendao calcaneo favoreceu a
recuperacao funcional e histolégica 21 dias apds a injuria, sem demonstrar
alteragcdes em parametros sistémicos. Desta forma, nosso grupo evidenciou
que a reducao da sintese de NO localmente, pelo uso de L-NAME, melhorou o
padrao de organizacao das fibras colagenas no tecido e promoveu melhora no
desempenho funcional da marcha dos animais submetidos a injuria (MORAES,
2011).

Portanto, partindo deste pressuposto e considerando a intrinseca

relagdo musculo-tend&o surgiu o interesse em avaliarmos se tal agao positiva
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do uso de L-NAME localmente durante o reparo cicatricial tendineo seria

também benéfica para a regeneragdo muscular durante o processo atréfico.

Ressaltamos que n&o foi identificada nenhuma pesquisa que
averiguasse o efeito do uso de L-NAME no tenddo com relacdo a atrofia

muscular.
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Figura 5: Esquema da reacgao de inibicdo da sintese de oxido nitrico. O L-NAME ¢ o inibidor
da sintese de oOxido nitrico, pois € um analogo da arginina e bloqueador ndo seletivo das
isoformas da NOS.

Fonte das estruturas quimicas da L-arginina, L-citrulina e L-NAME: Adaptado de
http://www.sigmaaldrich.com/brazil.html
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2.3 - CARACTERISTICAS DA ATROFIA MUSCULAR INDUZIDA POR
RUPTURA TENDINEA

A atrofia caracteriza-se pela perda de massa muscular em diferentes
condi¢gdes como desuso, imobilizagdo, desnervagao, tenotomia, microgravidade
ou doengas, onde as consequéncias bioquimicas, funcionais e morfolégicas
comuns sdo: desbalango entre a sintese e degradagéao proteica, diminuigdo da
area da fibra muscular, aumento da fadigabilidade e reduzida produgédo de
forca e poténcia (TOMANEK; COOPER,1972; MAXWELL; ENWEMEKA, 1992;
MAXWELL; MOODY; ENWEMEKA, 1992; JACKMAN; KANDARIAN, 2004;
JAMALL, et al., 2000).

O modelo de tenotomia, o qual representa a ruptura tendinea seja ela
traumatica ou cirurgica (JAMALI et al., 2000), reproduz de forma adequada as
alteragdes musculares encontradas no homem. No entanto, diferentemente dos
modelos de desuso, imobilizacdo e denervagado, o modelo de tenotomia ainda é
pouco estudado (BIALEK et al., 2011).

2.3.1 BASE MOLECULAR DA ATROFIA

Diversas proteinas tém crucial importancia na sinalizagao intracelular da
atrofia, cuja fungcdo é desencadear uma cascata de eventos moleculares que
culminam com o aumento da degradacao proteica, ocasionando a perda de
massa muscular e consequente diminuicdo da area da fibra (JACKMAN;
KANDARIAN, 2004; POWERS; SMUDER; CRISWELL, 2011).

Uma importante via neste processo, ocorre a partir da supressao do fator
de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) que ativa fatores de transcricéo
da familia Forkhead box O (FoxO), envolvido em processos bioldgicos diversos
como morte celular, crescimento tumoral, proliferagcao celular e longevidade
(SUZUKI et al., 2007).

No musculo normal, a proteina quinase B (Akt) atenua a acdo de FoxO
por meio da fosforilagao deste no citoplasma. Quando ocorre a inativagao da
Akt devido a atrofia, o fator de transcricdo FoxO é desfosforilado e ativa muscle
atrophy F-box (MAFbx) e muscle RING-finger protein-1 (MuRF-1) no nucleo

celular, que sao importantes mediadores atréficos denominados de atrogenes.
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No entanto pouco ainda se sabe sobre tais moléculas ativadoras da diminuigao
da sintese proteica. Desta forma, os fatores de transcricdo FoxO tém papel
crucial no desencadeamento da atrofia muscular (JACKMAN; KANDARIAN,
2004; SUZUKI et al., 2007; POWERS; SMUDER; CRISWELL, 2011).

Neste contexto, a degradagdo proteica ocorre por meio da agao
coordenada de quatro sistemas que sao: protease de cisteina dependente de
calcio (calpainas); dependente das caspases; protease lisossomais (catepsina)
e atividade do proteassoma mediado pela ubiquitina (BIALEK et al., 2011;
POWERS; SMUDER; CRISWELL, 2011).

Jackman e Kandarian (2004) sugerem que ha interagdo coordenada
entre as vias no decorrer do processo atréfico. Em uma visédo atual, acredita-se
que as catepsinas sejam responsaveis por degradar proteinas de membrana
como receptores, canais idnicos e transportadores, sendo incapazes de
degradar proteinas miofibrilares.

Sendo assim, as caspases e as calpainas provavelmente atuam de
forma similar promovendo a clivagem das proteinas miofibrilares para que as
mesmas sejam envolvidas no processo de ubiquitinagdo pela acao das
enzimas E1, E2 e E3 para degradagdo no proteasoma, sabendo-se que o
mesmo nao € capaz de degradar proteinas intactas (JACKMAN; KANDARIAN,
2004).

Recentemente, observou-se que dependendo do modelo de indugao
atrofica, a ativagao dos sistemas proteoliticos pode apresentar particularidades.
Um aumento na expressao de genes relacionados a degradacéo lisossomal
ocorre no modelo de tenotomia, enquanto que a via do proteassoma é regulada
mais expressivamente no modelo de imobilizagdo (BIALEK et al., 2011). Tal
fato pode ser devido, as caracteristicas biomecéanicas diferentes entre os
modelos, no entanto, ndo se deve excluir uma regulagdo coordenada entre os

sistemas.

2.3.2 CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS E BIOQUIMICAS

Devido a especificidade de cada fibra muscular, os dados obtidos para

musculos de fibra de contragao lenta (fibras do tipo ), os quais respondem com
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maior severidade ao processo atréfico, ndo devem ser comparados a musculos
com preponderancia de fibras do tipo || (TOMANEK; COOPER, 1972; JAMALI
et al., 2000). Dados que corroboram essa afirmagdo mostram que apos doze
dias de tenotomia a massa do séleo diminuiu 50% e do gastrocnémio apenas
16%, ambos em relagdo ao controle (JAKUBIEC-PUKA et al., 1992).

Neste sentido, alguns trabalhos associaram o modelo de tenotomia com
a imobilizacdo e verificaram da mesma forma que musculos de fibras lentas
sdo mais susceptiveis a desenvolver atrofia em graus de moderado a severo
(WAHLBY, 1981; MAXWELL; ENWEMEKA, 1992; MAXWELL; MOODY;
ENWEMEKA, 1992).

Por microscopia eletrénica, Jésza e colaboradores (1990) identificaram
mudangas no tecido conectivo intramuscular apds tenotomia do calcaneo sem
reparo. Os resultados evidenciaram que apds trés semanas do ato cirurgico, o
tecido conectivo do musculo séleo aumentou, sugerindo que o tecido contratil
degenera-se mais rapidamente em comparag¢ao ao conectivo.

Paralelamente ao aumento do tecido conectivo intramuscular, observou-
se reducado no numero de capilares, permanecendo somente metade apos trés
semanas da transeccdo tendinea (JOZSA et al., 1990). No mais, os capilares
apresentaram morfologia alterada, com a presenca de fenestragoes,
provavelmente acompanhando as mudangas estruturais do musculo (DESAKI
et al., 2000).

Outro estudo também verificou que o numero de capilares diminuiu
significativamente apds a tenotomia. Neste contexto, objetivando minimizar os
danos o grupo realizou sutura com atraso e constatou que o numero de
capilares retornou a valores préximos ao controle algumas semanas depois do
reparo, sugerindo que a sutura aumenta o movimento muscular e
consequentemente o fluxo capilar devido a mobilizagdo. Sendo desta forma um
estimulo positivo para formagao de novos capilares. (JOZSA et al. 1985).

Mudancas morfolégicas no endomisio e perimisio como, alteragdes no
volume, distribuicdo e organizacao também ja foram identificadas apds ruptura
tendinea. Tais modificagbes, também observadas em outros modelos,
possivelmente acarretam prejuizo na capacidade de gerar forca e no
comportamento elastico muscular (JOZSA; THORING; JARVINEN, 1988;
JARVINEN; JOZSA; KANNUS, 2002).
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Modelos experimentais de tenotomia sao utilizados para comparacdes
morfolégicas com algumas doengas musculares, principalmente com miopatia
nemalinica devido o acumulo subsarcolemal de corpusculos bastonetiformes
em fibras musculares. As semelhancgas estruturais incluem perda de filamentos
grossos e linha-Z desorganizada (SALEM et al., 2001).

Tanto em modelos de tenotomia quanto desuso foi observado areas de
lesbes de nucleo central, caracterizadas por uma area de dissolucdo focal de
miofibrilas no interior das fibras musculares poucos dias apés a tenotomia
(BAEWER et al., 2004; BAEWER et al; 2008). Tais alteragées compdem-se de
duas zonas, uma periférica com aparéncia normal sem lesdes e outra central
com miofibrilas sem alinhamento, edema mitocondrial e desorganizagdo da
linha-Z (SALEM et al., 2001). Sugere-se que no interior da zona central ocorra
degeneragdo de miofibrilas e tal fato encontre-se associado com o
encurtamento de sarcémeros apos a tenotomia (BAKER, 1985; BAEWER et al.,
2004)

Embora alguns estudos tenham enfatizado estratégias que minimizem
os danos atroficos, seja por meio de estimulagéo elétrica (BARRY et al., 1994),
o uso de técnicas de alongamento (BAEWER et al., 2008), ou suturas
(WAHLBY, 1981; JOZSA et al.1985) poucos trabalhos se focam em
estratégias que minimizem os danos atréficos apds tendinopatias. Neste
contexto, até o presente nenhum trabalho analisou a regeneragdo muscular
apos tratamento quimico no local da lesao tendinea.

Considerando que a ruptura do tendao ocasiona mudangas nas
propriedades morfolégicas e bioquimicas dos musculos e conhecendo-se o
papel do sistema nitrérgico na injuria tecidual, surgiu o interesse de expandir os
dados ja conhecidos do nosso grupo para a avaliagdo muscular em dois

tempos de sobrevida.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o padrdao de recuperagdo muscular em ratos tenotomizados

submetidos a inibigao nitrérgica in loco a lesao.

3.1 Objetivos Especificos

e Verificar o ganho de massa corporal nos diferentes grupos experimentais

no decorrer de 07, 14 e 21 dias;

e Observar a variacdo do peso umido muscular, em animais com e sem uso
de L-NAME localmente no tendao, apds 14 e 21 dias do procedimento

cirargico experimental,

e Quantificar, por meio de espectrofotometria, o nivel de proteina muscular

total nos diferentes grupos experimentais no periodo de 14 e 21 dias;

¢ Identificar lesdes de nucleo central, por meio de microscopia de luz, nas
fibras musculares de animais submetidos a tenotomia e tratados ou nao
com L-NAME em 14 dias;

e Avaliar a medida da area da fibra apds injecao local de L-NAME no tendao
calcaneo dos animais submetidos ao procedimento cirurgico experimental

no decorrer de 21 dias.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - ANIMAIS

Foram utilizados ratos albinos da raga Wistar (Rattus norvegicus albinus,
Rodentia, Mammalia), machos, adultos, pesando entre 240 e 280g
provenientes do Biotério central pertencente ao Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da UFPA. Estes animais foram mantidos em gaiolas plasticas padrao contendo
em média 4 animais, forradas com maravalha de pinus autoclavada, em
ambiente climatizado com temperatura controlada a 21°C, condicdes
padronizadas de luz (12:12 claro:escuro) e alimentagcdo (agua e ragéo
balanceada ad libitum). Este trabalho foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa com Animais de Experimentacdo da Universidade Federal do Para
(CEPAE — UFPA, protocolo BIO-0021-11). Todos os esforgos foram realizados

para evitar estresse excessivo nos animais.

4.2 - TENOTOMIA EXPERIMENTAL

Os animais foram anestesiados via intraperitonial, com uma associacao
de Cloridrato de Cetamina 10% (80 mg/kg) e Cloridrato de Xilazina a 2% (12
mg/kg). A pata traseira direita, em sua porcao infero-posterior (regidao do
calcaneo) foi tricotomizada e limpa. Apds este procedimento, realizou-se
incisdo cirurgica longitudinal na regido poéstero-lateral da pele higienizada
previamente, objetivando a exposig¢ao parcial do tendao calcaneo. A pele foi
dissecada, para melhor isolamento do mesmo e posteriormente com o intuito
de induzir atrofia muscular esquelética realizou-se a ruptura cirurgica do
tenddo, denominada tenotomia.

A tenotomia passiva experimental consistiu na secg¢ao cirurgica total do
tenddo, o qual é responsavel pela insercdo dos musculos Gastrocnémio e
Soleo no osso calcaneo.

A cirurgia foi realizada em duas etapas. Primeiramente realizamos
sutura, baseada no método de Kessler adaptado (GIORDANO, 2004),

utilizando-se fio de poliamida monofilamento n&do absorvivel numero 4.0. A
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sutura antes da ruptura ocorreu devido a exigua extensdo do tenddo. Em
seguida, houve completa transeccao tendinea, considerando-se 0,5 cm acima
da insercao do tecido no calcaneo.

Posteriormente, a pele recebeu sutura com pontos simples até seu total
fechamento. Métodos assépticos diarios foram realizados com o uso de
solugdo iodada por um periodo aproximado de 10 dias em todos os grupos.
Nenhum método de imobilizacdo do membro ou restricio de movimento foi
utilizado durante o experimento.

Os animais foram mortos por decaptacao decorridos 14 ou 21 dias apos
o procedimento cirurgico experimental. As patas traseiras direitas (operadas ou
nao) sofreram dissec¢cdo muscular, respeitando o tempo maximo de 6 minutos.
O musculo Soéleo, medindo aproximadamente 2 cm de comprimento, foi
seccionado em sua origem e insercdao para o estudo das alteragbes

histomorfométricas e bioquimicas.

4.3 - GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para esta pesquisa foram planejados 4 grupos experimentais: grupo
CONTROLE, (n= 4); grupo RUPTURA, constituido de animais que sofreram
tenotomia experimental (n=6); grupo RUPTURA + SALINA, grupo tratado com
solugéo salina 0,9% (pH 7.4) administrada no tendédo apds a ruptura (n=6); e o
grupo RUPTURA + L-NAME, representado por animais que apds o
procedimento cirurgico foram tratados com L-nitro-arginina-metil-éster (L-
NAME), um inibidor ndo seletivo da sintese de éxido nitrico, diluido em salina
0,9% e administrado localmente no tendao (n=6) (Figura 6).

A dose de L-NAME utilizada foi de 100 ul e administrada nos animais no
local da lesdo. Tal dose e administragao tiveram como base trabalho prévio do
nosso grupo (MORAES, S.A, 2011). Com o auxilio de uma seringa descartavel,
tanto a solucéo salina, quanto o L-NAME foram injetados localmente na regido
paratendinea e a cada dois dias a partir do primeiro dia apods a lesdo. Os
animais foram monitorados diariamente e pesados no dia da cirurgia
experimental e também em 7, 14 e 21 dias de pds-operatério. Os animais
foram mortos por decapitacdo cervical em dois tempos de sobrevida (14 e 21

dias) apds o procedimento cirurgico experimental de ruptura tendinea.
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Figura 6: Representagdo esquematica do desenho experimental do trabalho. Os tratamentos
foram realizados a partir do segundo dia apds a injuria sendo administrados novamente a cada
dois dias, destacados na cor vermelha ao longo da seta horizontal. No 142 e 21° dia os animais

foram mortos e as amostras de tecido coletadas.
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4.4 - DOSAGEM DE PROTEINA TOTAL NO MUSCULO SOLEO

A quantificagcdo de proteinas totais no musculo séleo, de todos os grupos
experimentais, foi obtida através do método descrito anteriormente por
Bradford (1976). O corante Azul Brilhante de Comassie presente no reativo de
Bradford se liga a residuos carregados positivamente em proteinas, resultando
em um complexo que possui um maximo de absorvancia diferente do corante
livre. Para o preparo do reagente Bradford foi utilizado Coomassie Brilliant
Blue G-250 0.1mg/ml dissolvido em 50 ml de etanol 95% e depois acidificado
com acido fosférico 85%.

Em cada experimento, as amostras de musculo séleo foram dissociadas
mecanicamente em 2 ml de tampao fosfato-salino (phosphate buffered saline —
PBS), e deste conteudo 200 pl foram retirados e diluidos em 600 pl de agua
destilada e 200 yl de NaOH 1 N. Foi retirado 50 yl de amostra e adicionado a 2
ml do reativo. Ao final de 2 min de reagao os conteudos foram determinados

por espectrofotometria em um comprimento de onda de 595 nm.

Os valores de proteina foram calculados a partir da equacédo da reta
obtida por uma curva-padrao previamente estabelecida com diferentes
concentragdes de Albumina Bovina Sérica (BSA), corrigidos pelo peso umido

do musculo e expressos em porcentagem do controle.

4.5 - PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

4.5.1 — Processamento e corte das amostras

As amostras do musculo soéleo, apds a rapida dissecgcdo, foram
imediatamente pesadas (massa umida). Em seguida, as amostras foram
incluidas em gel de imerséo para criostato (Tissue Tek®, Sakura Finetek, Inc.,
Califérnia, USA), congeladas em nitrogénio liquido e estocadas a -20° para
posterior analise, seguindo protocolo proposto por J6zsa et al. (1985).

O material congelado foi seccionado com auxilio de um criostato

(Micron, HM505E) com temperatura ajustada para -24°C. As sec¢des de 20 um



38

de espessura foram diretamente montadas em laminas histologicas
previamente gelatinizadas e conservadas em um freezer a -20°C para posterior
coloragéo.

As criosecgbes foram realizadas com orientacdo transversal para
visualizagdo do diametro da fibra muscular e considerou-se somente a regiao

muscular proximal ao tendao.

4.5.2 — Hematoxilina Eosina

A coloracdo das amostras foi realizada com hematoxilina-eosina (HE).
Esta coloragao permite a visualizagao da morfologia da fibra muscular e seus
mionucleos periféricos.

Para a realizagdo da técnica as laminas com as seccbes montadas
foram retiradas do freezer e hidratadas por 5 minutos, sendo submersas em
xilol por duas vezes, seguido de alcool nas concentragbes de 100, 100, 95, 90,
80 e 70%. Em seguida, as amostras foram lavadas com agua destilada pelo
mesmo tempo e submetidas a coloragao por hematoxilina, sendo submersas
20 segundos por 3 vezes e novamente lavadas por 20 minutos. Imediatamente,
foram imersas em eosina 2 vezes por 20 segundos cada, seguidas de lavagem
por 20 minutos também em agua destilada.

O préximo passo consistiu na desidratagao das amostras seguindo uma
bateria alcodlica crescente (70, 80, 90, 95, 100 e 100%) e novamente xilol por
duas vezes consecutivas, por 3 minutos para cada imersdo. Apds a coloragao,
as laminas foram montadas com glicerol 30% e laminulas sobrepostas.

Um microscépio optico (Nikon, Eclipse 50i) com camera digital (Moticam
2500) acoplada foi utilizado para analise histologica e captura de imagens, as

quais foram armazenadas para posterior analise semi-quantitativa e qualitativa.

4.5.3 — Analise morfolégica quantitativa e qualitativa

Para avaliar as caracteristicas morfolégicas das fibras musculares

(analise qualitativa) e a quantificagdo dos parametros selecionados, os cortes



39

devidamente corados como descrito acima foram analisados em microscopio
optico e posteriormente diversos campos representativos foram fotografados.

As imagens de todos os grupos experimentais foram capturadas em
microscopio 6ptico com camera acoplada e utilizado escala micrométrica
calibrada no mesmo aumento. Utilizou-se nas contagens 6 laminas com 5
secgbes, totalizando 200 fibras por animal e 4 animais para cada grupo
experimental.

Para a avaliacdo do parametro da area da fibra muscular foi utilizado o
programa de computacdo denominado ImageJ® versao free 1.44p.
(RASBAND, 1997). O programa foi calibrado de acordo com uma escala
micrométrica que realiza a conversao de pixels para pm?. A afericdo da area se
fez manualmente contornando os bordos da fibra com o préprio cursor do
computador, que automaticamente determinou o resultado da mensuragcdo em
area, e estes foram expressos em porcentagem do controle.

Outro parametro avaliado foi a presenca de nucleos centrais nas fibras
musculares. Para tal, as fibras musculares de todos os grupos também foram
quantificadas utilizando o programa de computagdo ImageJ® versao free
1.44p. (RASBAND, 1997), onde para cada secgao de amostra muscular as
fibras que exibiram a presenca de lesdes de nucleo central foram marcadas e

quantificadas seguindo o protocolo descrito por VAN DYKE et al. (2012).

4.6 - ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada por analise de variancia um critério,
seguido do pos-teste Bonferroni para comparagao entre mais de dois grupo. O
nivel de significancia estipulado foi de p<0,05 (ANOVA, um critério, posthoc
Bonferroni, p<0,05). Os dados representam a média + desvio padrdo da média

sistematizados no programa BioEstat 5.0.
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5- RESULTADOS

5.1 — MASSA CORPORAL DOS ANIMAIS SUBMETIDOS AO TRATAMENTO
COM L-NAME.

A fim de avaliar se o efeito da inibi¢do nitrérgica repercutiu no parametro
sistémico relacionado ao ganho de massa corporal, realizamos pesagens antes
da lesdo, 7, 14 e 21 dias apdés a injuria tendinea em todos os grupos
experimentais.

Nossos resultados demonstram que o tratamento local com o L-NAME
nao interferiu de forma significativa no ganho de massa em nenhum dos
tempos experimentais. Tal fato sugere que a inibicdo das isoformas da NOS
ocorreu localmente ao tecido tendineo, pois nao causou interferéncia no
parametro sistémico relacionado ao ganho de peso dos animais, conforme

ilustrado na Figura 7.

5.2 - MODELO DE TENOTOMIA ALTEROU O PESO UMIDO DO MUSCULO.

Com o intuito de averiguar se 0 modelo de tenotomia provocou alteragéo
na massa umida muscular e considerar o efeito do tratamento com L-NAME no
local da injuria, realizamos a pesagem dos musculos em todos os grupos
experimentais logo apos a disec¢ao nos dois tempos de sobrevida propostos.

A analise demonstrou que a massa umida do musculo sdleo nos
animais submetidos a tenotomia experimental reduziu de forma significativa
quando comparado aos valores do grupo controle tanto em 14 dias (0.073
1+0.010g ruptura vs 0.116 +0.116g controle, p<0.05), como também em 21 dias
(0.109 £0.013g ruptura vs 0.142 +0.008g controle, p<0.05). Os dados também
revelaram que o tratamento com L-NAME no local da ruptura tendinea nao foi
capaz de inibir a acentuada diminuicdo no peso umido muscular apdés o
procedimento cirdrgico experimental nem em 14 (0.066 +0.004g ruptura+L-
NAME vs 0.073 +0.010g ruptura, p<0.05) e nem em 21 dias (0.100 £0.008g
ruptura+L-NAME vs 0.109 +0.013g ruptura, p<0.05), como demonstrado na
figura 8.
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Figura 7: Massa corporal 14 dias e 21 dias apds o procedimento cirargico. A pesagem foi
realizada no grupo controle e nos demais grupos no dia da cirurgia e semanalmente para
avaliar o efeito do tratamento local, sob a aquisicdo de massa corporal em ratos submetidos ou
ndo a tenotomia. Os valores sao expressos em média + desvio padrdo, n=6. (ANOVA-
Bonferroni sem significancia entre os dias para cada grupo).
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Figura 8: Diminuigdo do peso umido muscular. Avaliou-se o efeito da ruptura tendinea e
ruptura tendinea associada a inibi¢cao nitrérgica local no tendao sob o peso umido do musculo
s6leo em ratos submetidos a tenotomia apds 14 e 21 dias. Os valores sdo expressos em média
+ desvio padrdo, n=6. (ANOVA-Bonferroni, (#) p < 0.05 vs CONT 14 dias e (*) p < 0.05 vs
CONT 21 dias).
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5.3 — O USO DE L-NAME ALTEROU O NIiVEL DE PROTEINA TOTAL NO
MUSCULO SOLEO DOS ANIMAIS.

Com a finalidade de avaliar se o0 modelo gerou diminui¢do nos niveis de
proteina devido ao desequilibrio entre as taxas de sintese e degradacao
proteica, realizamos a quantificacao de proteinas totais no musculo séleo dos
animais de todos os grupos experimentais respeitando o protocolo descrito
anteriormente.

Nossos resultados confirmaram que houve diminuicdo de
aproximadamente 55% e 30% nos niveis de proteinas totais nos musculos dos
animais submetidos a lesdo tendinea em comparagao ao grupo controle, em 14
e 21 dias respectivamente, conforme ilustrado na figura 9. Tal resultado sugere
que o modelo experimental € adequado para induzir atrofia muscular.

A analise também demonstrou que o tratamento com inibidor da sintese
do 6xido nitrico ndo gerou mudangas nos niveis diminuidos de proteinas totais
no musculo do grupo ruptura+L-NAME apds 14 dias (39.3 +24.3% ruptura+L-
NAME vs 54 £11.8% ruptura, p<0.05) do procedimento cirurgico. Entretanto,
decorridos 21 dias de tratamento com o inibidor da sintese de éxido nitrico o
grupo submetido a tenotomia demonstrou aumento dos niveis de proteinas
totais presentes no musculo apresentando diferenga estatistica significativa
quando comparado ao grupo ruptura e ruptura+salina (108.3 £21% ruptura+L-
NAME vs 69 £23% ruptura, p<0.05), alcangando os niveis do controle (Figura
9).
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Figura 9: Niveis de proteina total no musculo. As amostras musculares foram obtidas nos
diferentes grupos em 14 ou 21 dias, apds a tenotomia. Os valores dos niveis de proteina sdo
apresentados em porcentagem do controle e foram corrigidos pelo peso do musculo (g), sendo
expressos em médiat desvio padrao, n=6 (ANOVA- Bonferroni, (*) p < 0,05 quando comparado
ao controle em 14 dias (#) p< 0,05 em comparagao ao controle em 21 dias e (1) p <0.05 em
comparagao aos grupos ruptura e ruptura+salina em 21 dias).
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5.4 - TRATAMENTO COM L-NAME REDUZIU O APARECIMENTO DE
LESOES DE NUCLEO CENTRAL.

Objetivando caracterizar alteragbes histolégicas nas fibras musculares
decorrentes do modelo de tenotomia apds 14 dias, utilizou-se a técnica de
hematoxilina e eosina como recurso para identificar areas de lesdo central
(lfesion central core) nas fibras musculares. As secgdes transversais das fibras
duas semanas apdOs a cirurgia, coradas com hematoxilina e eosina,
evidenciaram que diversas fibras apresentavam uma regido central com
coloragcdo mais discreta e de forma variavel, sugerindo continuidade na
degeneragao de miofibrilas. E uma zona periférica com coloragdo normal. Ao
redor das fibras que apresentavam lesdes de nucleo central encontravam-se
fibras com aparéncia e forma normais.

Com base nessa analise observamos a notavel presenca de lesdes de
nucleo central nos grupos experimentais quando comparados ao controle
(Figura 10A). O grupo submetido ao modelo de tenotomia (Figura 10B)
demonstra diversas fibras musculares adjacentes com a presenga de leséo
central evidenciando importante alteragcdo morfolégica da estrutura da fibra.
Situagao similar é vista no grupo ruptura+salina como pode ser observado na
figura 10C

Por outro lado, o grupo que foi tratado de forma continua com o inibidor
L-NAME no tendao demonstrou menor quantidade de fibras com a presenca de
tais lesbes no mesmo periodo, caracterizando assim uma melhora histologica
do tecido quando comparado ao grupo ruptura, conforme pode ser visualizado
na figura 10D.

Devido a particularidade da técnica n&o foi possivel identificar se as
fibras morfologicamente alteradas correspondiam a fibras do tipo | ou fibras do
tipo Il.

A partir desta constatacao de melhora morfolégica da fibra muscular nos
animais tratados com L-NAME objetivamos mensurar por meio de uma analise
semiquantitativa a presenca de lesdes de nucleo central. No grupo ruptura, as
lesdes de nucleo central estavam presentes em aproximadamente 21% das

180 fibras musculares avaliadas e no grupo ruptura+salina em 19.6%. No
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entanto, o grupo submetido ao tratamento com inibidor da sintese de Oxido
nitrico (L-NAME) apds 14 dias apresentou somente 12% de fibras com lesdes
de nucleo central, demonstrando significativa melhora com relagdo a morfologia

das mesmas, conforme pode ser observado na figura 11.
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Figura 10: Caracterizagao histolégica da presenca de lesbes de nucleo central. A analise
histolégica foi realizada em ratos controle (A e B), ruptura (C e D) e ruptura+L-NAME (figura E
e F). As fibras musculares do grupo ruptura apresentaram evidentes alteragbes histologicas
consistentes com lesbes de nucleo central. Notar que o grupo ruptura=L-NAME também
apresentou a presenca de lesdes de nucleo central, todavia em menor quantidade como pode
ser observado nas figuras E e F. As setas indicam as lesdes de nucleo central no interior da
fibra muscular. Coloragdo por hematoxilina eosina. Em A, C e E, objetiva de 10x, barra da
escala de 200um. Em B, De F, objetiva de 40x, barra da escala 50um, n=3.
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Figura 11: Quantificacdo de fibras apresentando lesées de nucleo central. Foi avaliado a
presenca de lesdes de nucleo central em 180 fibras musculares dos grupos ruptura, salina e L-
NAME de ratos cirurgicamente lesionados. Os grupos ruptura e ruptura+salina apresentaram
20% de fibras musculares com lesdes de nucleo central. O grupo ruptura+L-NAME apresentou
significativa reducéo de fibras com lesdes de nucleo central, sendo aproximadamente 12%. Os
valores sdo expressos em média + desvio padréo, n=3 (ANOVA-Bonferroni. (*) p<0.05 vs
ruptura e ruptura+salina).
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5.5 - INIBIGAO DA SINTESE DE OXIDO NiTRICO AUMENTOU A AREA DA
FIBRA MUSCULAR.

Dando continuidade a analise morfologica, avaliou-se as fibras
musculares dos animais submetidos ao procedimento cirurgico e tratados apos
21 dias de tenotomia. Desta forma, observamos que os animais pertencentes
ao grupo ruptura (Figura 12B) e ruptura+salina (Figura 12C) apresentaram
discreta alteragdo na estrutura interna das fibras musculares quando
comparados ao controle (Figura 12A). Tal fato pode ter sido ocasionado pela
intensa presenca de lesdes de nucleo central no periodo de 14 dias.
Considerando ainda os dois grupos, algumas fibras sugerem a discreta
presenca de lesdes de nucleo central no periodo de 21 dias. No entanto, a
morfologia de tais lesbes n&o é classica como foi observado no periodo de 14
dias. Mesmo assim, as fibras apresentam de forma geral coloragdo mais
discreta e algumas fibras demonstram ainda a presenca de um halo de
degeneragao de miofibrilas como pode ser observado pelas setas nas figuras
12B e 12C.

Por outro lado, o grupo ruptura+L-NAME (Figura 12D) apresentou
melhor estrutura histolégica quando comparado aos grupos ruptura e
ruptura+salina, pois apresentou fibras musculares com morfologia mais integra,

assemelhando-se as fibras do grupo controle.

Considerando os dados anteriores que demonstraram melhora nos
niveis de proteinas em 21 dias no grupo dos animais tratados com L-NAME no
local da injuria e sabendo que tal parametro tem intrinseca relagdo com a area
da fibra, objetivamos mensurar por meio de uma anadlise semiquantitativa a
area, ja que esta € um indicador amplamente utilizado para caracterizar o

processo atrofico.

Sendo assim, realizamos a mensuracdo da area da miofibra nos
diferentes grupos experimentais. Essa analise foi realizada com o auxilio
computacional do programa ImageJ® e constatou que o modelo de ruptura

tendinea gerou diminuigao significativa na area da miofibra quando comparado
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ao controle (56.3 +£1.2% ruptura vs 100 +5.4% controle, p<0.05) (Figura 13).
Sendo essa diminuicao visivel durante a analise das amostras.

Por outro lado, um aumento na area ocorreu nos animais tratados com
o L-NAME no local da injuria, conforme demonstrado na mesma figura. O grupo
tratado com L-NAME apresentou aumento de 13% na area da fibra quando
comparado ao grupo ruptura. No entanto, apesar do aumento da &area
promovido pelo tratamento com L-NAME, os valores continuaram
estatisticamente diminuidos quando comparados ao controle (69.3 +1.6%
ruptura+L-NAME vs 100 £5.4% controle, p<0.05), como pode ser observado na

figura 13.
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Figura 12: Morfologia da fibra muscular apds 21 dias de lesdo e tratamento local. A analise
histologica foi realizada em animais submetidos a ruptura (B), tratados com salina (C) e L-
NAME (D) em comparagéo ao controle (A). Os grupos ruptura e ruptura+salina apresentaram
discretas alteragbes morfologicas no interior das fibras musculares possivelmente ocasionadas
por lesdes de nucleo central quando comparados ao controle. As setas indicam provavelmente
a presencga de lesbes de nucleo central, porém n&o mais com morfologia classica. O grupo
ruptura+L-NAME apresentou melhor morfologia das fibras como pode ser observado na figura
D se comparado ao grupo ruptura. Coloragéo por hematoxilina eosina. Objetiva de 40x, n= 3.
Barra da escala, 200um.



52

120

100

(e s]
o

.l.

e 3
I | | I

CONTROLE RUPTURA SALINA RUPTURA+L-NAME

AREA DA FIBRA 21 DIAS
(% CONTROLE)
TN o
o o

2

Q

Q

Figura 13: Quantificagéo da area da fibra muscular. As amostras musculares foram obtidas nos
diferentes grupos em 21 dias apds a tenotomia e em média 200 fibras por animal foram
avaliadas. Os valores da area da fibra muscular sdo apresentados em porcentagem do
controle e expressos em média + desvio padrao, n=4 (ANOVA- Bonferroni, (*) p < 0,05 quando
comparado ao controle e (t) p< 0,05 em comparagao aos grupos ruptura e ruptura+salina em
21 dias).
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6 — DISCUSSAO

A literatura reporta diversos estudos que identificaram os efeitos do
alongamento passivo, ativo e estimulacdo elétrica como técnica para minimizar
os efeitos deletérios da atrofia muscular apds tenotomia (BARRY et. al., 1994,
ABRAMS et. al., 2000; BAEWER et. al.,, 2008; VAN DYKE; BAIN; RILEY,
2012), contudo este é o primeiro trabalho que propéem uma intervencao
quimica no tendao lesionado objetivando avaliar a regeneracdo muscular
associada ao processo.

De acordo com o que ja foi relatado na parte introdutéria dessa
pesquisa, estudo prévio em nosso laboratério identificou que o uso do inibidor
da sintese de o6xido nitrico (L-NAME) administrado de forma local na injuria
tendinea antecipou os processos de reparo do tenddo com reconhecida
melhora funcional (MORAES, 2011). Considerando entdo que musculos e
tenddes encontram-se funcionalmente integrados e que prejuizos morfolégicos
e bioquimicos em uma das estruturas afeta ambas (ROBERTS, 2002; KJAER,
2004), surgiu o interesse em avaliar se tal beneficio restrito ao tendao poderia
estender-se ao musculo. No mais, o presente trabalho contribui para a melhor
compreensao sobre a relacdo musculo-tendao durante o processo inerente a
lesdo tendinea e suas consequéncias para a fisiologia que regula a
homeostasia do movimento.

Neste estudo, o modelo de ruptura tendinea com sutura imediata
demonstrou ser eficaz para o desencadeamento da atrofia muscular, pois
reproduziu, de forma similar, as alteragdes bioquimicas e morfoldgicas
presentes nos modelos experimentais que se configuravam como somente
ruptura (TOMANEK; COOPER,1972, BARRY et. al., 1994, SALEM et. al,
2001), sutura imediata com imobilizacdo (WAHLBY; DAHLBACK; SJOSTROM,
1978; MAXWELL; MOODY; ENWEMEKA, 1992) ou sutura com atraso
(WAHLBY; DAHLBACK; SJOSTROM, 1978). Desta forma, nossos resultados
sugerem que a inibi¢cao nitrérgica local no tendao, além de configurar-se como
estratégia de intervencdo complementar valida para o tratamento da atrofia

muscular pode estender-se a diferentes modelos experimentais de tenotomia.
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De fato, nossos resultados estdo de acordo com trabalhos prévios
descritos na literatura que verificaram diminuicdo da massa muscular,
diminuicdo nos niveis de proteina, presenca de lesdes de nucleo central e
reducdo da area da fibra muscular (TOMANEK; COOPER,1972; WAHLBY;
DAHLBACK; SJOSTROM, 1978; BAKER, 1985; JAKUBIEC-PUKA; CATANI;
CARRARO, 1992; MAXWELL; MOODY; ENWEMEKA, 1992; JACKMANN;
KANDARIAN, 2004).

Considerando o peso corporal dos animais, nossa analise demonstrou
que o uso do L-NAME de forma restrita a lesdo tendinea nao alterou o padrao
sistémico relacionado ao ganho de massa muscular (MAXWELL; ENWEMEKA,
1992; MAXWELL; MOODY; ENWEMEKA, 1992; MORAES, 2011). Neste
sentido, a inibicdo do sistema nitrérgico local pode se configurar como uma
possivel estratégia de terapia em acidentes que envolvam a lesdo simulada no
presente estudo.

E sabido que o 6xido nitrico possui agdo dual nos sistemas bioldgicos,
pois além de seu efeito citotoxico quando em altas concentragdes, € relatado
também que em baixas concentracbes, ele se mostra importante para
manutencdo da homeostasia (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991;
MONCADA; HIGGS, 1995; MONCADA, 1999; VALLANCE, 2003). Portanto, de
acordo com Moraes (2011), o modelo de inibicdo local da NOS & uma
ferramenta valiosa, pois ndo influencia de forma negativa no parametro

sistémico relacionado ao ganho de peso corporal dos animais.

Recente estudo revelou que em modelo de diabetes, a infusdo local do
inibidor da NOS, por meio da artéria epigastrica, evitou o acentuado aumento
da pressao sanguinea e problemas associados com a infusdo sistémica, que,
por conseguinte podem ocasionar respostas compensatérias que

comprometem os resultados (ROSS et al., 2007).

Nossos resultados revelaram também, que a massa umida muscular
diminuiu de forma significativa em todos os grupos quando comparada ao
controle nos dois tempos de sobrevida, sendo este dado condizente com os
achados da literatura (JAKUBIEC-PUKA; CATANI; CARRARO, 1992; GIGER et
al., 2009). Contudo, o uso do L-NAME n&o apresentou reversao neste aspecto

em nenhum dos tempos avaliados.
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Contudo, na tentativa de compreender melhor essa questao e detalhar
nossa analise, dosamos a quantidade de proteina muscular nos dois tempos de
sobrevida, pois a manutengao da capacidade funcional e a massa muscular
provavelmente sdo controladas pelo balangco entre sintese e degradacéo
proteica e existem diversos correlatos que indicam alteragées do metabolismo
proteico na atrofia muscular (MAXWELL; ENWEMEKA, 1992; JACKMAN;
KANDARIAN, 2004; POWERS; SMUDER; CRISWELL, 2011)

Neste aspecto, nossos resultados demonstraram que houve perda de
aproximadamente 55% e 30% nos niveis de proteinas totais nos musculos dos
animais submetidos a lesdo tendinea em comparagao ao grupo controle, nos
dias 14 e 21, respectivamente. Com relacao a isto, a literatura reporta que o
desbalango protéico, o qual ocasiona redugcdo dos niveis de proteina,
provavelmente encontra-se associado mais com o aumento da protedlise do
que com a diminuicdo da sintese proteica (JACKMAN; KANDARIAN, 2004;
BIALEK et. al., 2011; POWERS; SMUDER; CRISWELL, 2011).

Por outro lado, um significativo aumento no nivel de proteina total no
musculo foi constatado no grupo de animais tratados com L-NAME em 21 dias,
igualando-se aos niveis do controle. Portanto, considerando a intrinseca
relagdo musculo-tendao (KJAER, 2004) e estudo prévio do nosso laboratério
(MORAES, 2011) esse achado sugere que a inibicdo da NOS no local da injuria
nao somente acelerou o processo de regeneragdo e organizagao do tecido
tendineo, como também repercutiu no aumento dos niveis proteicos no
musculo. Portanto o dado descrito acima, nos permite inferir que houve
atenuacao da atrofia, ja que demonstrou diminuicdo de um dos marcadores do
processo atrofico.

De forma similar ao aumento dos niveis de proteina no musculo, a
literatura reporta evidéncias recentes que indicam que o uso de L-NAME gerou
aumento na sintese da proteina colageno no tendao considerando o mesmo
periodo de tempo (TOMIOSSO et al., 2009). Tal situagdo pode ser explicada
pelos achados que indicam que na presenga de Oxido nitrico a sintese de
colageno ¢ inibida prejudicando assim a remodelagem do tecido (DOOLEY et
al., 2007).

Estudos revelam que a suplementagao terapéutica em longo prazo com

doador de NO em modelo experimental de Distrofia Muscular de Duchenne
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(mdx), a qual tem como caracteristica principal severa perda de massa
muscular e progressao da atrofia, ndo ocasionou aumento na expressao de
proteinas e agravou a fibrose muscular e cardiaca (WEHLING-HENRICKS et
al., 2010).

Adicionalmente, outro estudo aponta que os niveis de NO em modelo de
desuso muscular encontravam-se elevados, culminando no desencadeamento
de vias moleculares responsaveis pela atrofia e que apés o uso de L-NAME a
mesma apresentou atenuagao (SUZUKI et al., 2007).

Sendo assim, esses fatos somados aos nossos resultados demonstram
indicios os quais sugerem que a inibicdo da sintese de NO seja na injuria
tendinea ou em outros modelos de atrofia muscular experimental geram

beneficios para atenuagédo do processo atroéfico.

A partir dos dados supracitados, objetivamos investigar a modulagao
nitrérgica com relagdo a morfologia das fibras musculares em nosso modelo
experimental. Desta forma, nossos dados demonstraram a presenca de lesdes
de nucleo central nas fibras em 14 dias de injuria, demonstrando caracteristicas
morfoldgicas similares ao que é referido na literatura (BAKER, 1985; SALEM et.
al., 2001; VAN DYKE; BAIN; RILEY, 2012).

Neste sentido, ha relatos que sugerem que apds a tenotomia ocorre
aumento na atividade proteolitica dependente de calcio que ocasiona
degeneragao da miofibrila e encontra-se implicada no surgimento da leséo de
nucleo central (BAEWER et. al., 2008; VAN DYKE; BAIN; RILEY, 2012).
Considerando entao esse aumento na atividade proteolitica, fica clara a relagao
entre os niveis de proteina diminuidos e grande numero de lesdes de nucleo

central no 14° dia, vistos em nossos resultados.

Por outro lado, o grupo tratado com L-NAME apresentou visivel reducao
na quantidade de fibras com a presenca de lesdes de nucleo central. Portanto,
partindo desta observacao, quantificamos tais fibras e verificamos que o grupo
tratado com L-NAME apresentou reducao significativa de aproximadamente
40% de lesdes de nucleo central quando comparado ao grupo ruptura
evidenciando assim um padrao histolégico melhor. Neste contexto, a literatura
aponta efeitos benéficos do alongamento para reduzir o aparecimento de
lesdes de nucleo central (RILEY; VAN DYKE, 2012; VAN DYKE; BAIN; RILEY,
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2012). Dados semelhantes também foram observados com inje¢des diarias de
dantrolene, inibidor do canal de liberacdo de calcio do receptor de rianodina,
que demonstraram diminuigcdo na formagao de tais lesbes (BAEWER et. al.,
2008). Portanto, de posse de nossos dados, podemos sugerir que assim como
o alongamento e o uso de farmacos, a inibicdo nitrérgica proposta por esse
estudo também pode ser considerada como forte aliado na diminuicdo de
lesbes de nucleo central e consequente melhora do padréo histolégico da fibra

muscular.

Autores apontam que apds tenotomia o numero de sarcbmeros em série
diminui ocasionado pelo encurtamento da fibra e que existe uma relacao
evidente entre este mecanismo e a formagdo dos nucleos centrais (BAKER;
HALL-CRAGGS, 1980; JAMALI, et al., 2000; VAN DYKE; BAIN; RILEY, 2012).

Tais alteragbes morfoldgicas apresentam intrinseca relagdo com déficit
funcional muscular, pois a literatura indica que na atrofia decorrente de doenca
muscular a NOSI pode ser deslocada do sarcolema para o citoplasma e esse
processo, consequentemente, € capaz de desencadear um aumento na
producao de NO pelo tecido ocasionando importante perda de forca muscular
(LI et al., 2011).

Dando continuidade a analise dos nossos dados morfoldgicos,
objetivamos avaliar a morfologia das fibras musculares de todos os grupos
submetidos ao procedimento cirurgico experimental no decorrer de 21 dias.
Sob microscopia de luz, as fibras dos animais do grupo ruptura e
ruptura+salina apresentavam-se com discretas alteragcbes morfolégicas. Vale
ressaltar que nao foram encontradas areas de lesdes de nucleo central nas
fibras avaliadas. Entretanto a morfologia alterada provavelmente é decorrente
da presenca abundante destas em 14 dias, conforme ja relatado. Na avaliagao
do grupo tratado com inibidor da sintese de 6xido nitrico observamos melhora
histolégica, demonstrando fibras que sugerem aparéncia normal em

comparagao ao grupo controle.

Tal situacédo acima citada era esperada, pois consideramos a analise de
nossos resultados anteriores que indicaram melhor nivel de proteinas totais
nos musculos no mesmo periodo e a menor quantificacdo de lesées de nucleo

central em 14 dias.
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De fato, nossos resultados apontam inter-relagcao entre os mesmos, pois
evidenciam que na auséncia de lesbes de nucleo central obtivemos melhora
nos niveis de proteina total e consequentemente este fato gerou melhor padrao
histologico. Portanto, de forma complementar a estes dados, objetivamos
quantificar a area da fibra muscular no periodo de 21 dias para adicionalmente

complementar a confiabilidade de nossos resultados.

Ao verificarmos a area da fibra em 21 dias, notamos importante
diminuicdo nos grupos experimentais ndo tratados com o inibido da NOS. O
declinio na area é uma importante consequéncia da atrofia e possui relagcao
com a degradacdo proteica e perda de massa muscular (MAXWELL;
ENWEMEKA, 1992; MAXWELL; MOODY; ENWEMEKA, 1992; SALEM et al.,

2001), justificando o interesse em avalia-la.

Por fim, nossos dados demonstram que o tratamento local com L-NAME
promoveu melhora histolégica significativa, e melhora quantitativa
principalmente no 21° dia. Resultados similares foram obtidos com o
estiramento (VAN DYKE; BAIN; RILEY, 2012) e uso de estimulagao elétrica
(BAKER, 1985; BAEWER et. al., 2008).

Acreditamos que essa atenuacdo da atrofia no 21° dia, como observado
na area da fibra muscular e nos outros parametros ja citados, pode ocorrer
considerando a hip6tese de Moraes (2011), que utilizando o mesmo modelo de
intervengao, evidenciou melhora do processo cicatricial do tendao, a partir da
reducdo do NO e seus produtos, evitando assim nitrosilagdo do colageno e de

proteinas envolvidas na estabilidade e remodelagem tecidual.

Desta forma, evidenciamos com a presente pesquisa que a inibicao da
sintese de oOxido nitrico no tend&o, acelerou o processo de regeneragdo do
musculo soleo, sugerindo que este efeito foi ocasionado pela estreita relagcéo

entre as estruturas e concomitante melhora no reparo tendineo.

A aceleragao da regeneragdo muscular por meio da inibigdo nitrérgica
local no tendao além de ser importante para melhor compreensao da unidade
musculo-tendinea sob um evento patolégico € de grande valia para futuras
pesquisas terapéuticas no ambito da recuperagao tecidual de musculos

acometidos pelo processo atréfico gerado pela tenotomia.
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7 - CONCLUSAO

e O tratamento com L-NAME no local da injuria ndo alterou o ganho de

peso dos animais.

e A atrofia muscular desencadeada por ruptura tendinea com sutura
imediata do tendao calcaneo utilizada nesta pesquisa reproduziu as

alteragdes morfoldgicas musculares descritas na literatura.

e Os niveis de proteina que forma diminuidos como consequéncia da
atrofia muscular sofreram reversdo quando foi utilizado o inibidor da

sintese de 6xido nitrico.

e A redugdo da atividade nitrérgica local no tenddo acelerou a
regeneragao muscular com base na melhora morfolégica das fibras

musculares.
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