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RESUMO

A juncdo neuromuscular (JNM) é a regido de comunicagdo entre o sistema nervoso
periférico e 0 musculo estriado esquelético, composta por 3 elementos (triade), o axénio
do neurbnio motor, o sarcolema da fibra muscular e as células perissinapticas de
Schwann (CPS). Em 2009, um 4° elemento celular (krandcito) foi identificado nesta
regido caracterizado pelo encapsulamento da triade, poucos autores consideraram este
elemento e assim pouco se sabe sobre sua funcdo. Nos ultimos anos, um elemento
celular de origem estromal foi identificado em diferentes tecidos, presente no intersticio
e caracterizado por suas projegcdes delgadas de comunicagéao, o telocito. Alteragdes na
JNM como a lesdo muscular, desencadeiam adaptagcbes que podem influenciar
negativamente sua estrutura. Diante disso, o objetivo do presente estudo consistiu em
revelar as adaptagdes da JNM, em modelo experimental de lesdo muscular em periodo
agudo, e identificar os telocitos e inclui-lo como elemento desta regido de forma inédita.
Para o experimento, foram utilizados 60 ratos (75 dias) Wistar machos divididos em 5
Grupos: Controle (C) - nao realizaram protocolo; Lesao Muscular (LM) Oh, 24h, 48h e 7d,
foi realizado o protocolo de lesdo muscular no musculo gastrocnémio direito por meio de
insercao de agulha. Apos os periodos pés protocolo, os animais foram pesados, as
amostras do musculo gastrocnémio foram dissecadas, mensuradas, e processadas para
as técnicas: de Microscopia de luz para analise dos nucleos celulares e tecido conjuntivo
associado com a coloragdao de Hematoxilina e Eosina (HE) e Picrosirius Red (PS)
respectivamente, onde foram mensuradas a area e a porcentagem da area; a técnica de
imunomarcacéo foi empregada para a identificagdo e mensuragao das regides pré e pos-
sinapticas e dos canais de calcio (P/Q) e para identificagdo das CPS (S100B) e dos
telocitos (CD34); o cultivo celular foi realizado para a diferenciagao de teldcitos e CPS e
aplicacdo para citometria de fluxo; por fim, foi realizada a analise de expressao génica
(gPCR) para os genes de interesse. A massa corporal apresentou redugdo apenas no
Grupo LM24h, em relagdo a massa muscular, o aumento foi progressivo em todos os
grupos. Na microscopia de luz observou-se o acumulo de nucleos e de tecido conjuntivo
associado na regiao do ventre muscular nos grupos LM24h e LM48h. Quanto as analises
morfo quantitativas, as regides pré-sinapticas e os canais de calcio apresentaram com
sutil redugao estrutural em Oh e 48h e aumento em 48h, ja os receptores pds-sinapticos
apresentaram reducgao progressiva. As CPS foram identificadas em todos os grupos
experimentais e associadas aos receptores pos-sinapticos, assim como os telécitos de
forma inédita. O cultivo celular foi realizado e as células de interesse foram utilizadas
para a citometria de fluxo, onde as CPS puderam ser diferenciadas em relacdo aos
telocitos. Na analise de expressao génica observamos aumento para NG2 em 48h, para
NRG1 em 48h e 7d e para Agrina aumento progressivo em Oh até 48h, e 7d. Concluimos
que o protocolo proposto afetou diretamente estrutura neuromuscular, principalmente a
regiao pos-sinaptica. Os teldcitos foram identificados na regido da JNM, o que comprova
sua atuagao na regido de interesse, desta forma, frente as caracteristicas e as descrigdes
da literatura sobre as CPS e os krandcitos, pudemos estabelecer que os krandcitos
devem ser considerados telécitos e definidos como 4° elemento desta regiao.

Palavras-chave: Jungcdo neuromuscular, lesdo muscular, células perissinapticas de
Schwann, krandcitos, teldcitos.



ABSTRACT

The neuromuscular junction (NMJ) is the region of communication between the peripheral
nervous system and skeletal striated muscle, composed of three elements (triad): the
motor neuron axon, the muscle fiber sarcolemma, and the perisynaptic Schwann cells
(PSC). In 2009, a fourth cellular element (kranocyte) was identified in this region,
characterized by the encapsulation of the triad. Few authors have considered this
element, and thus little is known about its function. In recent years, a cellular element of
stromal origin has been identified in various tissues, present in the interstitium and
characterized by its thin communication projections: the telocyte. Alterations in the NMJ,
such as muscle injury, trigger adaptations that can negatively influence its structure.
Therefore, the objective of the present study was to reveal the adaptations of the NMJ in
an experimental model of acute muscle injury, and to identify telocytes and include them
as an element of this region for the first time. For the experiment, 60 male Wistar rats (75
days old) were divided into 5 Groups: Control (C) - did not perform the protocol; Muscle
Injury (MI) Oh, 24h, 48h and 7d, the muscle injury protocol was conducted in the right
gastrocnemius muscle using needle insertion. After the post-protocol periods, the animals
were weighed, gastrocnemius muscle samples were dissected, measured, and
processed for the following techniques: light microscopy for analysis of cell nuclei and
associated connective tissue with hematoxylin and eosin (HE) and picrosirius red (PS)
staining, respectively, where the area and percentage of the area were measured; the
immunostaining technique was used to identify and measure the pre- and postsynaptic
regions and calcium channels (P/Q), and to identify PSC (S1008) and telocytes (CD34);
cell culture was performed for telocyte and PSC differentiation and application for flow
cytometry; finally, gene expression analysis (QPCR) was performed for the genes of
interest. Body mass showed a reduction only in the MI24h Group, whereas muscle mass,
an increase that was progressive in all groups. Light microscopy revealed an
accumulation of nuclei and associated connective tissue in the muscle belly region of the
MI24h and MI48h groups. Quantitative morphological analyses revealed a subtle
structural reduction in presynaptic regions and calcium channels at Oh and 48h, followed
by an increase at 48h. Postsynaptic receptors showed a progressive reduction. PSCs
were identified in all experimental groups and associated with postsynaptic receptors, as
were telocytes for the first time. Cell culture was performed, and the cells of interest were
used for flow cytometry, where PSCs could be differentiated from telocytes. Gene
expression analysis showed an increase in NG2 at 48h, NRG1 at 48h and 7d, and a
progressive increase in Agrin from Oh to 48h and 7d. We conclude that the proposed
protocol directly affected the neuromuscular structure, especially the postsynaptic region.
Telocytes were identified in the NMJ region, demonstrating their role in the region of
interest. Therefore, given the characteristics and literature descriptions of PSCs and
kranocytes, we can conclude that kranocytes should be considered telocytes and defined
as the fourth element of this region.

Key words: neuromuscular junction, muscle injury, perisynaptic Schwann cells,
kranocytes, telocytes.
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1. INTRODUGAO
1.1 JUNCAO NEUROMUSCULAR (JNM)

A juncao neuromuscular (JNM) é a regido micro anatébmica de comunicagao entre
o sistema nervoso periférico e o tecido muscular, esta faz intermédio entre a sinalizagao
do sistema nervoso central com as agdes somaticas do aparelho locomotor advindas da
contracdo muscular. Além disso, € formada por trés componentes principais que
compdem uma triade: o terminal axdnico, o sarcolema das fibras musculares e as células
perissinapticas de Schwann (CPS), que permitem a transmiss&do dos impulsos neuronais
para que ocorra a contragcado muscular, a manutengao e suporte molecular na regiao
(DARABID et al., 2014; LI et al., 2018; ALVAREZ-SUAREZ et al., 2020).

Além dos elementos comumente conhecidos e abordados sobre a JNM, alguns
autores consideram um 4° elemento, os krandcitos, células que encapsulam e dao
suporte a triade (COURT et al., 2008), e que envolve, através de seus prolongamentos
como um “capacete”, todos os demais componentes desta regido.

A JNM é abordada de maneiras distintas por diferentes grupos de pesquisa, seus
avancgos sao constantemente disseminados, principalmente com analises quanto a sua
plasticidade e funcionalidade, diante de aspectos como o envelhecimento, sarcopenia,
estudos de doencgas degenerativas como esclerose lateral amiotrofica, atrofia muscular
espinal, distrofia muscular (Duchenne) e protocolos de atividade fisica ou exercicios que
possam contribuir com sua manutencdo, desenvolvimento, ou como forma de
tratamento/terapia (MURRAY et al., 2008; SHEN et al., 2013; TU et al., 2020).

As adaptagcdes da JNM ocorrem de maneira direta e indireta, ou seja, a
repercussao das fibras musculares pode alterar as estruturas pré e pds-sinaptica, assim
como lesbes ou acometimentos no nervoso periférico podem afetar a estrutura
neuromuscular, que proporcionam alteracbes nos receptores destas regides
(DESCHENES et al., 2013; DESCHENES et al., 2015).

A aplicacdo da técnica de imunomarcacdo com anticorpos especificos €
conhecida e utilizada para a analise morfolégica da JNM, por exemplo: para as regides
pré-sinapticas através da identificacdo de regides positivas para sinaptofisina (bPRATT
et al., 2015), SV2 para vesiculas destas regides (TEJERO et al., 2016; KAEFER et al.,

2025) e Bassoon, que pode ser associado aos canais de calcio (P/Q), e determinam a
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zona ativa local (DESCHENES et al., 2018). Em relagao aos receptores pos-sinapticos,
comumente é utilizado o anticorpo a-bungarotoxina para identificagcdo dos receptores
(ACh) desta regidao, amplamente analisada frente as adaptagbes e repercussdes
neuromusculares (HSIEH; CHEN, 2024), associadas principalmente a analises
morfoquantitativas.

Em relacdo aos receptores da JNM, estes sdo ativados de acordo com
neurotransmissores especificos (acetilcolina), que sado essenciais para as sinapses na
JNM, e por meio do processo da exocitose sao liberados na fenda sinaptica da JNM, se
ligam aos receptores especificos (AChR), geram um potencial de agdo através da
superficie da célula muscular, que se difunde pelo tecido muscular através dos tubulos
T (reticulo sarcoplasmatico). Desta forma, o potencial de ag¢ao ativa a abertura e o influxo
de calcio (Ca2+) no citoplasma através de seus canais especificos. O Ca2+, desencadeia
a acao das proteinas contrateis e consequentemente o processo de contragdo muscular
(GONZALEZ-FREIRE et al., 2016; DESCHENES, 2019; DESCHENES et al., 2021).

A funcionalidade da JNM depende de diversas vias metabdlicas de sinalizagao,
particularmente a via Agrina-LRp4-MuSK é uma das principais associadas a formacgao e
manutencao da JNM, que esta envolvida no funcionamento das sinapses e no processo
de reinervacao. Agrina € uma proteina expressa nas JNM por terminais nervosos, fibras
musculares e pelas CPS, além disso, € essencial para o aumento de AChR nas fibras
musculares (ZELADA et al., 2020).

A isoforma de agrina produzida por axénios terminais € mais potente na promogao
de grupamentos de AChR, e as fibras musculares também expressam agrina nas JNM,
além disso, a neurorregulina 1 (NRG1) desempenha um papel fundamental no
desenvolvimento e manutencdo em caso de lesdo nervosa, NRG1 é essencial para o
processo de reparo e regeneracédo da JNM, e promove o crescimento de novos terminais
nervosos e a formagao de novas jungdes (FUERTES-ALVAREZ, IZETA, 2021).

1.2 CELULAS DE SUPORTE DA JUNGCAO NEUROMUSCULAR
1.2.1 CELULAS PERISSINAPTICAS DE SCHWANN (CPS)

A comprovagao da presencga de células adicionais na jungao neuromuscular, a
principio gerou controvérsias no meio cientifico (ARAQUE et al., 1999). Somente vinte e

oito anos atras as células perissinapticas de Schwann foram reconhecidas como um
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componente integral da JNM e assim descritas de forma inédita (KO et al., 2007). As
células de Schwann nao mielinizadas, associadas a sinapse, sdo também denominadas
de teloglias (WORL et al., 1996), células perissinapticas de Schwann (AULD;
ROBITAILLE, 2003) ou células de Schwann terminais (KANG et al., 2003).

As CPS sao células da glia especializadas ndo mielinizadas, se assemelham aos
astrocitos devido a sua fungao diante das sinapses, séo distintas das células mielinizadas
de Schwann, derivam das cristas neurais e contribuem com o processo de formacao da
sinapse, maturacgao, regeneragédo e diante do processo de envelhecimento, além de
contribuir durante o processo de reinervagao com o rearranjo da jungao neuromuscular
(ALVAREZ-SUAREZ et al., 2020, TSANG et al., 2025), por acompanharem o terminal
nervoso e as células semelhantes a fibroblastos perissinapticos que habitam esta regiao,
os kranécitos (CONNOR, 1997, CONNOR; MCMAHAN, 1987, COURT et al., 2009).

As CPS detectam e decodificam o padrao de neurotransmissao e contribuem com
o potencial de acao do terminal nervoso, devido a presenca de canais de calcio em sua
estrutura que permitem o influxo e acdo deste elemento, além disso podem ser
consideradas “células guardias” devido a sua morfologia e fungdes envolvidas com o
suporte da JNM (DARABID et al., 2013, GOULD et al., 2025).

Pesquisas baseadas na ablagao genética de células satélites tém apoiado a ideia
de que as CPS sédo indispensaveis para a formacado e desenvolvimento de brotos
terminais (LUBISCHER, THOMPSON, 1999). Diante da funcionalidade da JNM, as CPS
tém a capacidade de detectar e regular a transmissao sinaptica. Além disso, expressam
receptores de neurotransmissores em sua superficie e produzem moléculas neuro
moduladoras chamadas gliotransmissores (AULD; ROBITAILLE, 2003).

As CPS atuam principalmente no aumento dos brotamentos, na regeneracgéo e
adaptacao das JNMs, porém sua relacdo com a lesdo muscular ainda nao foi totalmente
investigada. Desta forma, o presente estudo buscou determinar, através de analises
morfolégicas e moleculares, qual o comportamento das CPS quanto ao rearranjo da
juncdo neuromuscular e quanto ao seu proprio remodelamento, além de sua possivel

relagcdo com células adjacentes frente a essa repercusséo.



19

1.2.2 KRANOCITOS

Os krandcitos foram identificados, descritos e denominados em 2008 por Court et
al., (2008), sua nomenclatura foi proposta e inspirada na palavra grega “kpavog’ que
significa capacete, devido a sua caracteristica morfolégica de encapsulamento e suporte
das células perissinapticas de Schwann (CPS) e da estrutura da JNM nas fibras
musculares (Figura 1).

Apé6s sua identificacdo, os kranocitos foram considerados como o 4°
elemento/componente da JNM por alguns autores (COURT et al., 2008; NISHIMUNE;
SHIGEMOTO, 2018, VERMA et al., 2022), além disso, sua funcionalidade pode ser
superficialmente explorada frente a regeneracéo e brotamento da JNM em conjunto com
as CPS (COURT et al., 2008; SUGIURA,; LIN, 2011).

Os krandcitos situam-se fora da lamina basal sinaptica, encapsulam a JNM e
podem ser identificados acima das CPS, onde seus processos citoplasmaticos se
estendem sobre a area da placa terminal. Particularmente, no musculo de ratos recém-
nascidos, sao igualmente distribuidos, enquanto no desenvolvimento pds-natal se
tornam restritos a zona da placa terminal. Na idade adulta, os krandcitos permanecem
confinados na regidao da JNM, estes desempenham um papel ainda inexplorado na
reparagao e regeneracao apos desnervagao ou paralisia devido ao seu acumulo regional
(COURT et al., 2008; SUGIURA; LIN, 2011).

Dentro de 24 horas apds a desnervagao, os krandcitos podem se proliferar e se
espalhar por toda a area da JNM, o que sugere um tempo diferente de reagao para
desencadear o desenvolvimento e ativacdo das CPS frente ao processo regenerativo
(COURT et al.,, 2008; LEPORE et al., 2019). Assim, os krandcitos podem ser
considerados parte integrante da funcionalidade neuromuscular. Além disso, sugere-se
que essas ceélulas sejam de origem fibroblastica devido a sua localizagdo e
funcionalidade (CONNOR; MCMAHAN, 1987; CONNOR, 1997, SUGIURA; LIN, 2011).

Em experimentos de imuno marcacgao foi possivel apresentar sua populacéo e
comprovar que sao elementos distintos das CPS, pois expressam um perfil especifico,
que inclui uma enzima sintetizadora de colageno e neuregulina (anti-NRG) (COURT et
al., 2008), o que pode determinar que este elemento celular pode interagir com as CPS

através da sinalizag&o de neuregulina (SUGIURA; LIN, 2011).



20

A identificagao e descri¢ao quanto a morfologia dos krandcitos contribuiu com uma
nova vertente ainda inexplorada em relagao a estrutura e funcionalidade da JNM. Através
da microscopia eletrénica de transmisséo foi possivel evidenciar suas caracteristicas
com prolongamentos que envolvem a JNM e acoplam seus elementos entre a matriz
extracelular e o sarcoplasma do tecido muscular (CONNOR; MCMAHAN, 1987; COURT
et al., 2008). Tais caracteristicas devem ser destacadas, pois se assemelham a células
de origem estromal, nos primérdios denominadas de células intersticiais de Cajal, e

atualmente renomeadas de telécitos, amplamente exploradas nos ultimos 15 anos.

Figura 1. Estrutura da jungédo neuromuscular, seus componentes e micrografia eletronica
de transmissao com a identificagéo das principais células.
A

TMYELINATING
SCHWANN CELL

KRANDCYTE
TERMIMNAL
_ SCHWANN CELL

MUSCLE FIBRE

Fonte: Modificado de Court et al. (2008). llustragao e identificagao através da observagao
ultraestrutural dos krandcitos (seta vermelha) e das células perissinapticas/terminais de
Schwann na jungao neuromuscular (*).

1.3 TELOCITOS

Os telocitos, foram assim denominados em 2010, antes deste periodo possuiam
a nomenclatura de “células intersticiais de Cajal”, por apresentarem imuno fendtipo e
funcionalidade distinta das células previamente identificadas, além de possuirem
diferengcas quando comparados com outras células de origem estromal como o0s
fibroblastos, mioblastos e células mesenquimais. Portanto, foram destacadas e
evidenciadas de maneira individual no meio cientifico, e assim puderam ser analisadas

de forma isolada quanto a sua morfologia e fungao nos tecidos onde foram identificadas
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(POPESCU, FAUSSONE-PELEGRINI, 2010; POPESCU, 2011; CRETOIU; POPESCU,
2014).

Alguns autores ainda utilizam sua antiga nomenclatura, outros se mantém céticos
quanto a possibilidade de sua existéncia, devido ao fato de que este elemento celular foi
identificado a apenas 15 anos (POPESCU, FAUSSONE-PELEGRINI, 2010) e esta
presente em diversos tecidos ja explorados desde os primordios da pesquisa cientifica.

Mesmo diante de tal contradicdo no meio cientifico e académico 759 artigos ja
foram publicados em periddicos internacionais até o ano de 2025, que mencionam sua
existéncia e presenca em diferentes espécies, principalmente quanto a descricdo de
suas particularidades e sua relagao e distingdo com os fibroblastos e com as células
epiteliais que normalmente sdao encontradas proximas aos teldcitos e assim podem
promover a confusdo e o ceticismo de certos autores quanto a sua identificacédo
(ALEKSANDROVYCH et al., 2017; VARGA et al., 2019; VANNUCHI, 2020).

Morfologicamente, os telécitos possuem formato ovalado, com nucleo
heterocromatico revelado principalmente através de micrografias adquiridas por meio de
microscopio eletronico de transmisséo, considerado padrdo ouro para sua identificacdo
(FAUSSONE PELEGRINI; POPESCU, 2011). Estes, possuem de 1-5 telépodos que sao
longas e delgadas projecbes citoplasmaticas, e em suas extremidades possuem
segmentos dilatados denominados “podos”, local onde acomodam mitocdndrias e o
reticulo endoplasmatico (POPESCU, 2010; CRETOIU et al., 2016; MANETTI et al.,
2019).

Este elemento celular ja foi identificado no intersticio de diferentes tecidos, como
pulmdes, testiculos, trato gastrointestinal, tecido muscular cardiaco, liso, e estriado
esquelético (ROSA et al., 2019) na regido da jungdo miotendinea (PIMENTEL NETO et
al., 2020). Além disso, foi encontrado proximo a terminagdes nervosas, vasos
sanguineos (BOSCO et al., 2013; MARINI et al., 2018; LIANG et al., 2019; LIU et al.,
2019), e em comunicagdo com as células satélites na jungdo miotendinea (PIMENTEL
NETO et al., 2024).

Os telépodos sao encontrados adjacentes a outros elementos celulares ou a
outros teldcitos, assim formam uma rede intersticial, estabelecem comunicacédo e
atividade paracrina por meio de vesiculas extracelulares, entre si e com as células

vizinhas, além de associar a atividade de diferentes tipos de tecidos como, vasos
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sanguineos, nervos periféricos, células imunes (mastdcitos, eosinofilos e mondcitos),
fibrécitos, células-tronco, linfocitos, (Figura 2) durante condigdes distintas (EDELSTEIN
et al., 2016; MARINI et al., 2018b).

Durante o processo regenerativo os telocitos sdo observados em nichos, e
fornecem suporte para a proliferacdo e maturacéo via comunicacéo intercelular (DIAZ-
FLORES et al., 2014). Estas células expressam as proteinas c-kit, caveolina-1, vimetina,
PDGFR-a e CD34 e assim podem ser identificadas e distintas das demais células
estromais (MARINI et al., 2018a; KONDO, KAESTNER, 2019).

Na matriz extracelular adjacente ao tecido muscular estriado esquelético, os
telocitos foram identificados e seus telépodos com maiores comprimentos pelo
endomisio e perimisio, nas proximidades de capilares, terminacdes nervosas e células
satélites. Além do indicio de que podem desempenhar papel essencial na integracéo da
sinalizagdo, regulagcéo e regeneragao das fibras musculares (POPESCU et al., 2011;
MARINI et al., 2018b; PIMENTEL NETO et al., 2024), e visto que foram encontradas em
estruturas associadas ao aparelho locomotor, podem também ser associadas a

adaptacao das jungdes neuromusculares.
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Figura 2. llustracédo dos teldcitos e suas comunicagdes intercelulares e micrografia de
transmissdo de um teldcito com suas caracteristicas.
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Fonte: llustracdo adaptada de Wang et al. (2016) que apresenta a diversidade de
comunicacao dos telécitos com diferentes elementos celulares em diferentes tecidos.
Micrografias dos teldcitos adaptada de Pimentel Neto et al. (2020) onde é possivel
observar um teldcito (TC) e seus prolongamentos que estruturalmente promovem a
comunicacéo celular com as células adjacentes, os telopodos (TP).

1.4 LESAO MUSCULAR

As lesbes no musculo estriado esquelético sdo comuns nas diversas praticas
desportivas e em atividades cotidianas, podem ser caracterizadas como alteracdes
resultantes de impactos teciduais que comprometem a funcionalidade muscular
abrangendo aspectos morfolégicos e histoquimicos, tais como a desorganizagédo das
miofibrilas, autodigestao e necrose celular, além da disfungdo microvascular progressiva
e inflamacgao local (FENG, CHEN; BIAN, 2024; PIZZA; BUCKLEY, 2023).

Existem particularidades quanto ao nivel de agravamento tecidual nas lesbes
musculoesqueléticas, que podem ser classificadas em relagdo ao seu comprometimento
da seguinte forma: distensdo (acometimento tecidual muscular com extenséo
exacerbada da regido, sem extravasamento de liquido intersticial), lacerag&o
(acometimento tecidual muscular com extensao exacerbada da regido e rompimento
parcial das fibras, com extravasamento de liquido intersticial) e contusdo (acometimento

tecidual muscular com extenséo exacerbada da regido e rompimento completo das fibras
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de um ou mais compartimentos musculares, com extravasamento de liquido intersticial)
(JARVINEN et al., 2007, SOUSA; GOTFRIED, 2013).

As complicagcbes geradas pela lesdo muscular podem repercutir em contratura
muscular, atrofia muscular e fibrose, o que afeta diretamente a biomecénica e a
funcionalidade do membro ou regido afetada, além de comprometer o volume tecidual e
as respostas sensorial e motora da regido (SOUSA; GOTFRIED, 2013, POLLOT;
CORONA, 2016). Além disso, os processos de dano muscular e reparo sdao semelhantes
na maioria dos casos, assim como o tempo de inicio do seu processo regenerativo, e
desta forma, pode afetar diretamente ou indiretamente as demais estruturas do aparelho
locomotor por meio da resposta sensorial e motora (BORNEMANN, SCHMALBRUCH,
1992; STILHANO et al., 2017).

O tecido muscular possui a capacidade regenerativa, caracteristica que ocorre em
trés fases: a primeira fase indica a ruptura ou laceragao tecidual que pode promover a
necrose miofibrilar, com a formacao de hematoma e consequentemente a formacao do
infiltrado celular como resultado da acdo inflamatéria. Na fase reparatoria, ocorre a
fagocitose tecidual, com a conjunta regeneracéo das miofibrilas e a producéo e formagao
de fibrose local, bem como o crescimento de capilares na area lesionada que contribuem
para o processo regenerativo. Por fim, a fase de remodelagdo, caracterizada pela
maturagdo das miofibrilas e reorganizacéo tecidual, além da recuperagédo parcial da
capacidade funcional (CARLSON; FAULKNER, 1983; BONDINE-FOWLER, 1994).

O musculo estriado esquelético pode ser considerado um érgéao enddcrino, devido
a producao de uma série de proteinas conhecidas por sua atuacao frente ao processo
inflamatdrio, como as interleucinas e os fatores de crescimento, por exemplo, IGF-1 (fator
de crescimento de insulina) e o TGF-B (fator de transformacgao de crescimento beta), que
sao produzidas por células imunes presentes na formacgao do infiltrado celular durante o
processo de regeneracgao tecidual muscular (MACKEY; KJAER, 2017; DING; GE, 2022).

O IGF-1 por exemplo € um potente fator para o crescimento, desenvolvimento e
regeneragcao muscular, além disso é relatado como responsavel pela preservagéo da
massa muscular, sua regulagdo positiva em conjunto com a regulagdo negativa da
sinalizagcdo do TGF demonstram a competicdo pela dominancia da recuperacdo do
tecido muscular e conjuntivo durante o processo de remodelamento (PELOSI et al., 2007;
DOESSING et al., 2010; SHAVLAKADZE et al., 2010).
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O TGF-B é uma proteina multifuncional que desempenha papel no crescimento,
na diferenciacido e no reparo do tecido muscular, associado principalmente a fibrose, o
aumento da atividade do TGF-B inibe a ativagdo das células satélites, prejudica a
diferenciacao dos miécitos e leva a formacao de tecido fibrético em resposta a lesdo do
musculo esquelético (ALLEN; BOXHORN, 1989; LI et al., 2004, BURKS et al., 2011)

O processo de recuperagao muscular apés uma lesao exige a necessidade em
muitos casos de tratamentos especificos para seu retorno efetivo (SMITH et al., 2008,
SHIN et al., 2014). Desportistas que necessitam de uma musculatura altamente
eficiente podem ter seu desempenho comprometido mesmo com pequenas fibroses
(BROOKS et al., 2006; GREFTE et al., 2009), nestes casos é exigido um longo periodo
de tratamento e recuperacéo (SHIN et al., 2014), desta forma € de suma importancia a
avaliagcdo quanto ao grau de lesao ainda em estagio agudo, ndo sé do tecido muscular
afetado, mas da funcionalidade motora.

Diante das caracteristicas apresentadas frente a lesdo muscular, as analises
morfolégicas e moleculares referentes a jungdo neuromuscular, que ¢é direta e
indiretamente afetada quanto a este acometimento, tornam-se viaveis e essenciais,
assim como a abrangéncia das analises estruturais e principalmente quanto as células
gue a habitam e permeiam esta regido, como as CPS e possivelmente os teldcitos, para
aplicacdo em futuras pesquisas que abordem ou envolvam as especificidades da
estrutura da JNM.
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2. OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo consistiu em apresentar o remodelamento
morfolégico das regides da jungdo neuromuscular apés modelo experimental de lesao
muscular em periodo agudo e, diante disso, revelar a possivel associacdo entre os

telocitos e as CPS nesta regido, além da identificagcado deste elemento celular na JNM.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Avaliar os comprometimentos tecidual muscular e conjuntivo associado,
respectivamente através das técnicas de Hematoxilina e Eosina e Picrosirius e da analise
morfo quantitativa de volume dessas regides.

° Apresentar as adaptagées morfolégicas da JNM - regides pré-sinaptica
(Bassoon), canais de calcio (P/Q) e pos-sinaptica (a-bungarotoxina), através da
morfometria com uso de anticorpos para identificagao das regides de interesse.

° Identificar as CPS (S100B) e os telécitos (CD34+) na JNM através da
imunomarcacao das células de interesse.

° Realizar o cultivo de telécitos e das CPS para identificar a relacdo ou
diferengca destas, e assim executar o posterior isolamento das células, além da
padronizacao da técnica de imunofluorescéncia utilizada nas analises de citometria de
fluxo.

° Quantificar os tel6citos e as CPS através da técnica de citometria de fluxo
com os marcadores especificos previamente testados e padronizados.

° Determinar o nivel de expressao génica dos oligos (primers) referentes a
S100, NG2, AChR-a, Agrina, NrG1, TGF-B e IGF, fatores referentes a estrutura e
funcionalidade das células de interesse e da regido de estudo através da técnica de
gPCR.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS

Para o experimento foram utilizados 60 ratos Wistar (rattus norvegicus) machos
com 75 dias de idade (jovens/adultos), divididos aleatoriamente nos seguintes grupos

experimentais (Figura 3):

e Controle (C): os animais ndo foram submetidos a nenhum protocolo experimental.

e Lesao Muscular (LM): os animais foram submetidos a lesdo muscular no musculo

gastrocnémio direito e separados em periodos pods lesao: Oh, 24h, 48h e 7 dias.

Todos os animais foram oriundos do Biotério Central da UNESP - Campus de
Botucatu, SP, estes foram alocados no Biotério Setorial do Laboratério de Anatomia do
Departamento de Educacao Fisica, do Instituto de Biociéncias da UNESP - Campus Rio
Claro - SP. Estes foram alojados em gaiolas coletivas e receberam ragao balanceada
(Purina®), agua ad libitum, com temperatura ambiente controlada a 23°C+2°C, com
fotoperiodo claro/escuro de 12h.

Todos os procedimentos aplicados no presente estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA - n°07/2022) (APENDICE 1) do Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista Campus de Rio Claro - SP e
supervisionadas pela responsavel técnica médica veterinaria Patricia Gomes Wehmuth
Cassab CRMV-SP 26257.
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Figura 3. Representacao da divisdo dos animais por grupo referentes aos periodos pos
lesao.

Desenho Experimental }
Oh
(n=15)
Grupo . > 24h
Controle Lesao \_ (n=15) )
(C) Muscular
(LM) 48h
"\ (n=15)
( 7d
(n=15)

Fonte: Elaborado pelo autor. Os animais foram divididos em Grupo Controle onde foi
utilizado o musculo gastrocnémio contralateral do Grupo Oh, e grupos referentes aos

[}

periodos pos lesdo muscular Oh, 24h, 48h e 7 dias e estabelecido um “n” amostral de 15
animais por grupo para uso nas analises.

3.2 LESAO MUSCULAR

Os animais do grupo lesdo muscular foram anestesiados previamente com injecéo
intraperitoneal com as doses padronizadas de acordo com 0 peso dos mesmos com
ketamina (90 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), colocados na posi¢gao pronada, expondo a
face posterior do membro pélvico direito, além disso, foi realizada a tricotomia local na
regiao referente ao triceps sural do animal, onde foi posteriormente realizado o protocolo
de lesdo muscular.

Para o processo de lesdo muscular foi utilizada uma agulha hipodérmica estéril
de 22G x 1” e 0,70mm x 25mm para cada animal. Para dar andamento ao protocolo foi
realizada a assepsia da regido, a mensuragcdo e demarcag¢ao do local 2 cm acima do
calcaneo do animal com um paquimetro plastico ABS, a regido determinada faz

referéncia ao terco médio do musculo gastrocnémio, nesta foi realizada a insergéo
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transversal da agulha hipodérmica no musculo gastrocnémio o que promoveu a lesao
local (Figura 4) (CONTRERAS-MUNOZ et al., 2015).

Apds os referentes periodos pds lesdo, o musculo gastrocnémio direito foi
dissecado e coletado para os grupos 0h,24h, 48h e 7d, ja para o Grupo C, foi utilizado o
membro contralateral do Grupo Oh. O ter¢co médio (regido média) do musculo foi
separado das demais regides (proximal e distal) e armazenado de acordo com as

respectivas analises morfolégicas e moleculares.
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Figura 4. Materiais e procedimentos referentes ao protocolo de lesdo e coleta das
amostras do musculo gastrocnémio.

Fonte: Elaborado pelo autor. Materiais utilizados para o protocolo de lesao (A1), para a
dissecagao das amostras de interesse (A2) e para fixagao das amostras referentes as
analises de microscopia (A3), a lesdo muscular realizada através da inser¢ao de agulha
hipodérmica (B) no membro posterior direito do animal para provocar a distenséo
muscular (C) e o processo inflamatério no ventre do musculo gastrocnémio no protocolo
de lesao muscular no ventre lateral (D) e no ventre medial (E), posteriormente a regiao
do ventre muscular (média) foi padronizada e separada para o ventre lateral (L), o ventre
medial foi armazenado para futuras analises (F) e coletados em todos os grupos
experimentais.
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Tabela 1. Numero de amostras coletadas para cada analise proposta.
- N° de amostras
Anadlises
por grupo
Microscopia Optica e Imunofluorescéncia 5
Cultivo Celular Primario e Citometria de Fluxo 5
gPCR 5

Fonte: Elaborado pelo autor. Para as analises de microscopia Optica e de
imunofluorescéncia foram utilizadas 5 amostras por grupo estas foram coletadas e
posicionadas em cortica, fixadas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer (-
80°C). Para as analises de cultivo celular primario e citometria, foram utilizadas 5
amostras coletadas e utilizadas a fresco de acordo com a metodologia descrita. Para as
analises de expressdo génica 5 amostras foram utilizadas por grupo, estas foram
coletadas, fixadas em nitrogénio liquido e armazenadas em eppendorfs de 2 mL em
freezer (-80°C).

3.3 EUTANASIA

Para obtencdo das amostras dos grupos experimentais e para 0 usO nos
procedimentos e técnicas utilizados no presente estudo, os animais foram eutanasiados
apos o periodo de leséo estipulado, por meio de overdose de anestésico ketamina (300
mg/kg) e xilazina (30 mg/kg) aplicado via intraperitoneal, seguindo as normas e
regulamentos do CEUA (CONCEA, 2024).

3.4 MASSA CORPORAL

A massa corporal dos animais de todos os grupos experimentais foi mensurada
previamente a eutanasia para posterior comparagao e analise dos grupos experimentais
apos os periodos de lesao estabelecidos. Para a mensuracgao foi utilizada uma balanca
digital (TOMATE SF400®). Os dados dos grupos LMOh, LM24h, LM48h e LM7d foram
entdo comparados entre si, sendo que o Grupo Controle nao foi incluido devido ao fato

de sua coleta amostral ter sido realizada nos mesmos animais do Grupo Oh.

3.5 MASSA MUSCULAR

A massa muscular do musculo gastrocnémio do membro posterior direito foi

mensurada apdés a sua dissecagdo nos grupos submetidos a lesdo muscular e o
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gastrocnémio esquerdo do Grupo LMOh foi coletado para o Grupo Controle. Para a
mensuragao foi utilizada uma balanga semi-analitica (Marte Cientifica® AD330), e os

dados obtidos foram utilizados para comparacao entre os grupos experimentais.

3.6 ANALISES MICROSCOPICAS

Para as analises microscopicas foram utilizados 5 animais de cada grupo
experimental, destes foram dissecadas as amostras dos ventres musculares do musculo
gastrocnémio posteriormente untadas em talco neutro (Tragacanth, G1128, Sigma-
Aldrich®), alocadas sobre cortica demarcada com a identificagdo dos respectivos grupos

e animais, estabilizadas com cola biologica (O.C.T Compound, Tissue Plus®, Fisher

Healthcare, Houston, TX, EUA) crio fixadas em nitrogénio liquido (-196°C), e em seguida
armazenadas em freezer a -80°C para posteriormente serem analisadas nas técnicas

pré-estabelecidas.

3.7 MICROSCOPIA DE LUZ

As amostras do ventre do musculo gastrocnémio foram congeladas em nitrogénio
liquido (-196°C), e posteriormente realizados cortes transversais (12 um) corados com
hematoxilina e eosina (HE) para destaque dos componentes celulares e Picro Sirius (PS)
para identificagao do tecido conjuntivo associado (BHUTDA et al., 2017; CARDIFF et al.,
2014).

Para cada amostra foram confeccionadas 3 laminas histologicas de cada animal
para cada respectiva coloragéo, e em cada lamina foram realizados 3 cortes das regides
de interesse.

As imagens das secgdes foram obtidas por meio do microscoépio de luz Olympus
BX51 do Laboratério de Citogenética Animal da UNESP Campus Rio Claro — SP em
objetiva de 20x (ampliagdo de 200x), onde foi possivel avaliar qualitativamente e
quantitativamente o processo inflamatério e fibrético por meio da diferenciacédo e
aumento dos nucleos celulares e do tecido conjuntivo associado nos grupos

experimentais.
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3.7.1 ANALISES MORFOMETRICAS — MICROSCOPIA DE LUZ

As imagens das laminas fotografadas em microscépio de luz foram selecionadas
e mensuradas por meio do software ImageJ®, desta forma este foi previamente calibrado
de acordo com a barra de escala (50 um) das imagens com ampliagdo de 200x.

Para dar inicio a mensuragao é necessario selecionar a aba Set Scale/Analyze e
utilizando da ferramenta “Straight” para mensurar a barra de escala de cada imagem, e
alterar em Known Distance o valor referente a barra e a unidade de medida para pm.
Além disso na barra de tarefas foi necessario selecionar a opg¢ao Analyze/Set
Measurements e ticar as opg¢des de variaveis a serem analisadas (Area/ Area Fraction).

Nesta etapa basta acessar a aba Image pelas opgdes Type/RGB Stack e
selecionar a demarcacao evidente do tecido analisado. A partir da demarcacgao
selecionada, € preciso buscar na barra de tarefas por Process/Binary/Make Binary e
desmarcar todas as opgdes da janela que foi aberta, a auto selecdo do tecido analisado
foi apresentada pelo software, finalmente a tecla M foi pressionada para obtencéo dos
resultados na tela.

As variaveis obtidas foram a area e a porcentagem da area dos nucleos celulares
e do tecido conjuntivo associado por imagem, onde foram padronizadas um n° de 10
imagens por animal, com total de 50 imagens por grupo, por variavel. A metodologia foi
baseada nas variaveis obtidas por Pimentel Neto et al. (2022) e atualizada de acordo

com o protocolo proposto.
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Figura 5. Diagrama das mensuragdes para as técnicas de Hematoxilina e Eosina e
Picrosirius Red.

A

Hematoxilina/ Ndcleos - y
Eosina Celulares T T

Microscopia
de Luz

Conjuntivo

Fonte: Elaborado pelo autor por meio do Lucidchart®. Diagrama das etapas prévias de
selecédo das imagens e binarizagao para realizacdo das mensuragdes a partir das
técnicas de Hematoxilina e Eosina e Picrosirius Red e obtencao das variaveis do volume
de nucleos e tecidos de interesse e porcentagem por imagem.

ImageJ® RGB Stack »| Binarizagéo

A

3.8 RECEPTORES PRE-SINAPTICOS (BASSOON) E CANAIS DE CALCIO (P/Q)

Foram realizadas cortes longitudinais (20 ym) (Criostato HM 505 E, MICROM®)
superficiais coletados em laminas histologicas silanizadas, lavados 2x por 5 min com
PBS, permeabilizados com Triton 0,1% diluido em PBS por 10 min e bloqueados com
solugdo de 1% albumina de soro bovino (BSA) diluido também em PBS por 20 min,
posteriormente bloqueados com 5% de soro de cabra (NGS) diluido em PBS por 20 min
e incubadas com anti-Bassoon (anti-BSN [rabbit], SAB5200101, Sigma-Aldrich®, 1:500)
para identificagdo da regido pré-sinaptica e canais de calcio (anti-calcium P/Q channel
[rabbit], C1353, Sigma-Aldrich®, 1:500) em overnight (16h) a 4°C (DESCHENES et al.,
2021).

Posteriormente, as laminas foram lavadas 2x 5 min com PBS e incubadas por 1
hora com os anticorpos secundarios Alexa Fluor 488 (anti-rabbit, A11008, Invitrogen) e
Alexa Fluor 647 (anti-mouse, A21244, Invitrogen) (1:1000) diluidos em PBS contendo
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1% de BSA respectivamente, logo apés foram montadas com Prolong™ Gold Antifade
(P36934, Molecular Probes®, 1 gota por lamina), e armazenadas em freezer a -20°C. As
imagens foram obtidas através do Microscopio de fluorescéncia Olympus BX61 do
Laboratério de Genética de Bactérias (LGB), UNESP, Rio Claro, SP, Brasil (KRAUSE
NETO et al., 2017; ROCHA et al., 2020a), em objetiva de 100x (ampliagado de 1000x).

3.9 RECEPTORES POS-SINAPTICOS

Foram realizados cortes longitudinais (20 ym) (Criostato HM 505 E, MICROM®)
superficiais coletados em laminas histoldgicas silanizadas, lavados 2x por 5 min com
PBS, permeabilizados com Triton 0,1% diluido em PBS por 10 min e bloqueados com
solugao de 1% Albumina de soro bovino (BSA) diluido também em PBS por 20 min,
posteriormente foi realizado novo bloqueio com 5% de soro de cabra (NGS) diluido em
PBS por 20 min, posteriormente foram incubadas com anticorpo a-bungarotoxina
(tetrametilrodamina alfa bungarotoxina [conjugada], T1175, Molecular Probes®,1:600),
diluido em PBS para marcacgao e identificagcao da regido pés-sinaptica.

Em etapa posterior, as laminas foram lavadas 2x 5 min com PBS contendo 1%
BSA, montadas com Prolong™ Gold Antifade (P36934, Invitrogen®,1 gota por lamina),
e armazenadas a -20°C. As imagens foram obtidas através do Microscépio de
fluorescéncia Olympus BX61 do Laboratério de Genética de Bactérias (LGB), UNESP,
Rio Claro, SP, Brasil (ROCHA et al., 2020a), em objetiva de 100x (ampliagdo de 1000x).

3.10 ANALISES MORFOMETRICAS — IMUNOFLUORESCENCIA

Para a etapa das analises morfométricas, foram realizadas as mensuracdes do
perimetro total; perimetro corado; area total; area corada e dispersao dos receptores pré-
sinapticos (Bassoon), canais de calcio (P/Q) e pds-sinapticos (a-bungarotoxina)
(DESCHENES et al.,, 2016). Para que as mensuragdes fossem realizadas, foram
fotografadas de 10-12 imagens por animal de cada regido de interesse/marcador, com
total final de 50-60 imagens para cada grupo experimental.

As mensuragdes foram realizadas através do software ImagedJ® e a analise
estatistica foi realizada por meio do software GraphPad Prism® 8.4.3 (JONES et al.,
2016, PIMENTEL NETO et al., 2021).
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Para dar inicio ao processo de mensuragdo as imagens foram selecionadas
individualmente e os seguintes passos foram aplicados:

(A) Antes de dar inicio a mensuragao a opgao “Straight” foi selecionada, uma linha
foi tragada na barra de escala (5 pm) padronizada em um unico microscopio com as
imagens ampliadas em 1000x, na aba Analyze/Set Scale em Known Distance o valor da
barra foi alterado neste caso para 5, assim como a unidade de medida para um.

(B) Para mensuracao da area corada e perimetro corado foi necessario, acessar
a aba Analyze/Set Measurements onde foram selecionadas as opgdes “Area” e
Perimeter, o passo seguinte consistiu em acessar a aba Process/Binary/Make Binary, na
sequéncia uma impressao desta area foi apresentada pelo software. Desta forma, ao
clicar na aba Edit/Create Selection e ao pressionar a tecla M, os valores de area e
perimetro foram informados em uma nova janela Results de acordo com o que foi pré-
calculado pelo software, estes valores foram registrados em uma planilha para posterior
analise estatistica.

(C) O procedimento para o calculo da area total e perimetro total foi semelhante
ao da area corada e perimetro corado, porém, antes de dar inicio a binarizagao Binary
foi necessario acessar a aba Image/Type/RGB Stack, em seguida na aba
Image/Adjust/Threshold padronizar a area de acordo com a imagem, de forma a destacar
toda a regido demarcada da jungdo, os proximos passos foram semelhantes aos do
tépico B.

(D) A mensuragcédo do didametro maximo precisa ser ajustada previamente em
Analyze/Set Measurements, todas as op¢des foram desmarcadas, em seguida a opgao
de linha foi selecionada e os extremos da regido em destaque percorridos diagonalmente
com uso da ferramenta Straight, até que uma linha fosse tragada de um extremo ao outro,
em seguida ao pressionar a tecla M, uma janela com o resultado do comprimento do
didmetro foi apresentada e o valor registrado na planilha para analise (JONES et al.,
2017).

Além disso, foi estabelecido o valor de dispersdo por meio dos valores pré
calculados da area corada e da area total, onde foi utilizada a formula da area corada
dividida pela area total, multiplicada por 100 (DESCHENES et al., 2013). Esta formula foi
pré-ajustada na planilha de registro de dados para ser calculada automaticamente assim

que os valores fossem adicionados, e o resultado foi registrado em porcentagem.
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Figura 6. Metodologia utilizada para as mensurac¢des das imagens de imunomarcagéo
realizadas no software ImageJ®.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Para as mensuragodes foi utilizado o software ImageJ®, no
exemplo observamos (A) aimagem binarizada utilizada para mensurag¢ao da area corada
e perimetro corado, em A” a selegdo automatica realizada pelo software, na imagem
abaixo € possivel visualizar (B) a binarizagdo e (B”) a padronizacdo utilizada para
mensuragao da area total e perimetro total, por fim (C) o exemplo de delimitagdo para
mensuracao do didmetro maximo dos receptores pds-sinapticos.
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3.10.1 CORRECAO DE MARCAGAO INESPECIFICA

Apds a obtencdo das imagens com os imunomarcadores especificos foram
identificados locais de marcacao inespecifica, ou seja, regides que apresentaram
fluorescéncia diante do marcador e por fatores limitantes frente ao microscopio utilizado,
principalmente com uso do filtro verde. Diante desta problematica foram estabelecidos
padrdes para a corre¢ao das imagens, de forma a isolar a regido de interesse como o
realizado e detalhado nos materiais complementares apresentados por Jones et al.
(2016) e modificado para nosso protocolo.

Para a metodologia de correcéao foi utilizado o software ImageJ®, onde apds a
padronizacdo das barras de escala como descrito no tépico anterior, a ferramenta
Paintbrush Tool foi selecionada, com duplo clique foi selecionado o tamanho do pincel
(maximo 50), e a cor de fundo estabelecida para recobrir e assim corrigir as regides com
coloragdo e marcacgao inespecificas, assim como a barra de escala que nido mais seria
necessaria para a analise morfolégica (Figura 7).

Todos os grupos experimentais apresentaram este problema, e com uso desta
metodologia, todas as imagens capturadas puderam ser aproveitadas e mensuradas

com uso dos marcadores propostos.
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Figura 7. Metodologia utilizada para correcdo das marcagdes inespecificas pré
mensuragoes.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Apds a padronizagédo da escala no software ImageJ®, as
imagens que continham (l) marcagdes inespecificas (principalmente na fibra muscular),
ou artefatos que pudessem comprometer as mensuragcdes, eram previamente
aprimoradas com a (Il) ferramenta Paintbrush tool (cabega de seta), para que apenas a
(lll) regido de interesse fosse avaliada.
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3.11 CELULAS PERISSINAPTICAS DE SCHWANN E TELOCITOS

Foram realizadas cortes longitudinais (20 um) (Criostato HM505E, MICROM®) do
musculo gastrocnémio coletados em laminas histolégicas silanizadas, lavados 2x por 5
min com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS), permeabilizados com Triton 0,1%
diluido em PBS por 10 min e bloqueados com solugao de 1% Albumina de soro bovino
(BSA) diluido também em PBS por 20 min, posteriormente foram incubados
separadamente em conjunto com o marcador de receptores pos-sinapticos (anti-a-
bungarotoxina) em solu¢do com anticorpo primario anti-S10083 (MA5-12969, Invitrogen®,
1:200) e anti-CD34 (PA5-85917, Invitrogen®, 1:500) diluida em PBS, para identificagdo
das CPS e dos telécitos respectivamente.

Posteriormente, as laminas foram lavadas 2x 5 min com PBS contendo BSA 1%,
e imunomarcadas com os anticorpos secundarios Alexa Fluor 488 (anti-rabbit) para os
telocitos e Alexa Fluor 488 (anti-mouse) para as CPS por 1 hora (1:1000) diluidos em
PBS com 1% de BSA, montadas com Prolong® Antifade com DAPI (Molecular Probes,
Eugene, OR, EUA), e armazenadas em -20°C.

As imagens foram obtidas através do Microscopio de fluorescéncia Olympus BX61
do Laboratério de Genética de Bactérias (LGB), UNESP, Rio Claro, SP, Brasil. As CPS
e os teldcitos foram identificados positivamente de acordo com sua localizagao no elo
citoplasmatico da JNM (JONES et al., 2016; MINTY et al., 2020; ALHINDI et al., 2021)
em objetiva de 100x (ampliacdo de 1000x).

3.12 CULTIVO CELULAR

Para o cultivo celular primario das células de interesse foram obtidos os explantes
para os telocitos e para as células de Schwann a partir das amostras dos musculos
gastrocnémios dissecados a fresco. Desta forma, foram utilizados 5 animais,
eutanasiados com overdose de anestésico (Ketamina — 200 mg/kg e Xilazina - 50 mg/kg)
via intraperitoneal. As amostras foram coletadas, em condigdo esterilizada (fluxo
laminar), lavadas com PBS por 2x, transferidas para placa de cultura esterilizada onde
foram realizadas sec¢des nas amostras individuais até a obtengao de micro fragmentos

de tecido.
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Os microfragmentos foram alocados em tubos Falcon (20ml), lavados com PBS e
centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos, posteriormente foram adicionados aos tubos
2mg/ml de colagenase | (0,2%) (Sigma-Aldrich®) em Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM - meio de cultivo) e colocados em banho maria para realizar o processo
de digestao enzimatica por 40 minutos, apos a digestao as amostras foram filtradas com
peneira propria em um novo tubo Falcon (20 ml) onde foi adicionado DMEM, novamente
foi realizada a centrifugagao na velocidade de 1500 rpm por 8 min.

Apds o processo de centrifugagdo o conteudo sobrenadante foi espalhado em
placas de cultivo esterilizadas, cada placa contendo DMEM e mix de nutrientes Ham F12
suplementada com soro fetal bovino (FBS) 10%, 100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL
estreptomicina para telécitos e DMEM, mix de nutrientes Ham F12, 10% FBS, 10 nM
neuregulina, 2 uM forskolin e 20 mg/ml FGF2 para o cultivo de células de Schwann.

As placas de cultivo foram mantidas em estufas controladas com atmosfera umida
com 5% de CO2 a 37°C por 72h (SANCHES et al., 2020), apos este periodo foram feitas
as primeiras aquisigcdes de imagens ao microscopio de luz, apdés 7 dias as amostras
foram fixadas em paraformaldeido 4% em placas de 6 pogos e posteriormente (10° dia),
as células foram incluidas ao protocolo de imunomarcacao.

A técnica de cultivo celular foi realizada no Laboratério/Grupo de Terapias
Inovadoras (GDTI) do Departamento de Medicina Veterinaria da Faculdade de Zootecnia
e Engenharia de Alimentos da Universidade de Sao Paulo (FZEA-USP) sob superviséo

do professor Dr. Carlos Eduardo Ambrdsio.

3.13 CITOMETRIA DE FLUXO

Para a identificagcdo e avaliagdo da associacdo dos telécitos e das CPS
quantitativamente foi realizada a técnica de citometria de fluxo. Desta forma, foram
utilizados 5 animais de cada grupo experimental, eutanasiados com overdose de
anestésico (Ketamina — 200 mg/kg e Xilazina - 50 mg/kg) via intraperitoneal e as
amostras do musculo gastrocnémio foram dissecadas e coletadas em condigéo
esterilizada (fluxo laminar).

O cultivo das células de interesse foi padronizado, para isso as células foram

isoladas e a citometria de fluxo foi realizada em metodologia semelhante a descrita no
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topico 3.12. Os musculos foram reduzidos em pequenos segmentos (~1 mm?) e lavados
trés vezes com PBS a 4°C, e colocados em tubos Falcon (20 mL). As amostras foram
digeridas usando 10 mg/ml de colagenase tipo | (Sigma-Aldrich®) e 0,1% de
hialuronidase (Sigma-Aldrich®) diluidas em PBS e colocadas em banho maria (40 min),
posteriormente, foram lavadas em PBS por 5 min e filtradas em filtros de células de 40
pm de didmetro para novos tubos falcon.

Em novos tubos, as células foram fixadas em paraformaldeido a 4% por 30
minutos em temperatura ambiente. Apds centrifugagdo a 453%g por 5 min a 37°C, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado celular ressuspenso em solugao de bloqueio
(BSA 1%) por 30 min a 37°C, onde foi adicionado Triton-X 0,5% para o processo de
permeabilizacido nesta etapa o precipitado celular foi dividido em eppendorfs de 2 mL.

Apds a permeabilizagao as células foram lavadas, centrifugadas (453%g por 5
min), foi adicionada a solug&o de bloqueio (BSA 1%), esta foi posteriormente (30 min)
descartada e os anticorpos primarios adicionados (CD34 com a diluigado em 1:500; CD31
com a diluicdo em 1:500; S100 com a diluicdo em 1:300) e incubados por 45 min a 37°C.
Apoés a centrifugacdo, os anticorpos foram descartados e a solugdo de lavagem foi
adicionada as células por 5 min a temperatura ambiente. As células foram entao
centrifugadas e os anticorpos secundarios (Alexa Fluor™ 488 com a diluigdo de 1:1000)
foram adicionados e incubados durante 30 min a 37°C. Apos a centrifugagéo, os
anticorpos foram descartados e a solugao de lavagem foi adicionada as células por 5 min
a temperatura ambiente.

Apés as etapas citadas as amostras foram mantidas em geladeira até as analises
no citdbmetro, estas foram realizadas no mesmo dia e periodo do protocolo de incubacéo
para evitar a perda dos marcadores. Para as leituras foram realizados testes em solucéo
padrao do aparelho, no anticorpo secundario isolado e nas amostras com cada marcador
especifico tanto para o Grupo Controle como para o Grupo LM.

As células positivas foram detectadas por citometria de fluxo (BD Accuri™ C6) (LI
et al.,, 2014; LIU et al, 2016). A técnica de citometria de fluxo ocorreu no
Laboratério/Grupo de Terapias Inovadoras (GDTIl) do Departamento de Medicina
Veterinaria da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos da Universidade de
Séao Paulo (FZEA-USP) sob supervisdo dos professores Dr. Carlos Eduardo Ambraosio e

em colaboragao com a Profa. Dra. Fabiana Bressan.



3.14. RELAGAO DE ANTICORPOS

Para as técnicas de imunofluorescéncia da jungdo neuromuscular e para
identificacdo das células de interesse tanto nas analises histoldgicas, como nas técnicas
de cultivo celular e citometria de fluxo, os anticorpos primarios e secundarios foram
adquiridos, previamente testados quanto a suas respectivas diluicbes e aplicados

durante o processo de execucdo das técnicas e assim estabelecidos seus padrdes

(Tabela 2).

Tabela 2. Solu¢des utilizadas para imunomarcacao.

Nome Regiao/Estrutura Cadigo Empresa Diluicédo
anti - BSN | Receptores pré- | g 500101 | Sigma-Aldrich® | 1:500
(rabbit) sinapticos
anti - Canais de . - . ,
Cailcio (P/Q) Canalsptjg Calcio C1353 Sigma-Aldrich® 1-500
(rabbit)
anti a- Receptores poés- Molecular
bungarotoxina >pores p T1175 1:600
(conjugado) sinapticos Probes®
S100 Células
(mouse) Perissinapticas de | MA5-12969 Santa Cruz® 1:200
Schwann
(?a[t:gﬁ) Telécitos PA5-85917 Invitrogen® 1:500
A e @ | Secundario A11008 Invitrogen® 1:1000
anti-mouse
Alexa Fluor™ Secundario A11001 Invitrogen® 1:1000
488
anti-mouse
Alexa Fluor™ Secundario A21244 Invitrogen® 1:1000
647
™
Prolong Gold Nucleos celulares P36934 Invitrogen® 1 %Ot? por
Antifade l&mina




44

3.15 PCR REAL TIME: EXTRAGAO DE RNA

Foram utilizados 5 animais de cada grupo experimental. As amostras do musculo
gastrocnémio foram maceradas e homogeneizadas com auxilio de um gral com pistilo
(macerador manual) para coleta do tecido homogeneizado e para prevengao quanto a
erros e possiveis contaminagdes as amostras foram duplicadas, ou seja, o material
homogeneizado foi dividido em 2 eppendorfs referentes a cada a amostra contida no “n”
de 5 animais.

Posteriormente, as amostras foram diluidas em 500 pL do reagente Trizol
(15596026, Thermo Fisher Scientific, Invitrogen®) até completa solubilizagdo. Em
seguida, a mistura foi incubada por 5 min a temperatura ambiente, acrescida de 150 L
de cloroformio (LABSYNTH, Séo Paulo, Brasil) para a desproteinizacéo.

O sobrenadante foi entdo separado por centrifugagcéo, 12000g, 15 min, a 4°C e o
RNA contido na fase aquosa foi precipitado com uso de isopropanol (LABSYNTH, Sao
Paulo, Brasil), centrifugado novamente (12000g, 10 min a 4°C), lavado com etanol 75%
(LABSYNTH, Sao Paulo, Brasil), dissolvido em 60 pL de H20 58 deionizada (Life
Technologies, USA) e armazenadas em freezer -80°C.

A concentracdo do RNA foi determinada pelo comprimento de onda (260nm) e a
pureza do RNA pela razdo 260/280 (~1.9) através do espectrofotdmetro BioTek Synergy
H1 Multimode Reader (Biotek®, EUA) 0,2 mL por amostra (LIMA, 2013). A etapa de
extracdo foi realizada no Departamento de Biodiversidade, UNESP, Campus Rio Claro,
SP e a etapa de avaliacdo da concentracdo das amostras foi conduzida no Laboratério
de Genética de Bactérias (LGB), UNESP, Rio Claro, SP, Brasil.

3.15.1 PADRONIZAGCAO

Todas as solugdes foram previamente testadas para padronizacao de diluicdo de
RNA e oligos, tempo das etapas referentes a transcriptase reversa e anelamento. Para

esta etapa foram seguidos os padrdes do kit GoTag®1-Step RT-gPCR System (A6020
- Promega®) em conjunto com as métricas estabelecidas pela Exxtend quanto aos oligos

de interesse e seus respectivos desenhos.
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3.15.2 ANALISE QUANTITATIVA DA EXPRESSAO GENICA

A analise quantitativa de expresséo génica foi realizada através da técnica de
PCR em tempo real obtidas no termociclador (QuantStudio 3 Real Time PCR, Thermo
Scientific, EUA) e com o uso dos oligos selecionados e desenhados com uso das
informagdes e referéncias do National Center for Biotechnology Information (NCBI -
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Tabela 3).

Os ensaios foram realizados com as solug¢des contidas no kit GoTag®1-Step RT-
gPCR System (A6020 - Promega®), organizados em duplicatas nas placas (96 pogos)

onde foram pipetados por pogo, 4 uL de RNA sintetizado, adicionado a mistura da reagéao
contendo 10 pL de GoTaq® gPCR Master Mix 2x, 2uL de agua ultrapura (Nuclease free

water) e 2 yL (100nM) de cada primer (forward e reverse). Os parametros de
amplificagao foram configurados de acordo com o manual do kit One-Step seguindo os

seguintes parametros para obtengao das curvas:

1) Transcriptase Reversa (TR) - 1 ciclo 37°C por 60 min.

2) Inativacdo da TR e Ativagao do aquecimento - 1 ciclo 95°C por 15 min.
3) 40 ciclos

3.1) Desnaturagao - 95°C por 30s.

3.2) Anelamento - 58°C por 45s.

3.3) Extensédo - 72°C por 1 min

4) Dissociagao - 1 ciclo 60-95°C.

Ao fim das etapas, o limiar de quantificagao (Ct) de cada amostra foi comparado
entre as duplicatas e determinado automaticamente pelo software. Os valores de fold-
change foram obtidos e computados em planilha para obtengcdo das médias e desvios
padrdes de cada primer por grupos (SILVA et al., 2016). A etapa de analise quantitativa
foi realizada no Laboratério de Microbiologia Industrial do Instituto de Biociéncias,
UNESP, Rio Claro-SP, sob supervisdo do Prof. Dr. Jonas Contiero.

A analise estatistica realizada apds a obtencdo das médias e desvios padrdes foi

One Way ANOVA com pos teste de Tukey para analise entre grupos para cada primer
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de interesse com nivel de significancia estabelecido de p<0.05, por meio do software

GraphPad Prism@ 8.4.3.

Tabela 3. Primers utilizados para analise da expressao génica.

Primers Sequéncia 5'-3' Cddigo NCBI
Forward | CATCACTGCCACCCAGAAGACTG
GAPDH NM_017008.4
Reverse | ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG
Forward CCCAGGCATTGCTGACAGG
B-Actina NM_031144.3
Reverse | ATAGAGCCACCAATCCACACAG
Forward AGCCCATGGCCTTCACTATC
NG2 NM_031022.2
Reverse GAGGGATGGGCACAATAGCC
Forward CCCTCCTAGTCCTCGGACAC
S100 NM _013191.2
Reverse AACCATGGCCTTCTCCAGC
Forward | GATGACCACCAATGTCTGGCT
AChR-a NM_133420.1
Reverse AGGGAGGTGACATTGCCAAA
Forward GAGATCCTCAACGTGGACCC
Agrina NM_001429555.1
Reverse TTGCCTTTCAAGTACCGCCA
Forward AGTCAGGAACTCAGCCACAA
NrG1 NM_001271118.3
Reverse CCAGTCGTGGATGTCGATGT
Forward TAATGGTGGACCGCAACAAC
TGF - B NM_021578.2
Reverse GCTTCCCGAATGTCTGACGTA
Forward ATACTGGCAGTGGTCTTGCT
IGF NM_012589.2
Reverse CAGCTCCTCCAGAACTTCCA
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3.16 ANALISES ESTATISTICAS

Todas as analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software
GraphPad Prism® 8.4.3, para a determinag¢ao do tratamento estatistico adequado para
as variaveis quantitativas (Tabela 4) foram consideradas a distribuigdo dos dados
(distribuicdo gaussiana), a homogeneidade das variancias e a dependéncia temporal,
além da prévia remocao dos outliers para cada variavel de interesse.

A normalidade de distribuicdo dos dados foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk
(alfa=0.05), e as variaveis com distribuicdo ndo-normal foram analisadas por meio do
teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn (p<0.05).

As amostras foram analisadas e estabelecidas como n&o paramétricas, desta
forma as variaveis foram registradas e submetidas a analise de varidncia One Way
ANOVA com pos teste de Tukey (p<0.05) de acordo com o recomendado pelo software

para o calculo de interesse, onde foram obtidos os valores de “p” e registrados com valor

de proximidade na descrigdo dos graficos de cada tépico.

Tabela 4. Organizagao das analises das variaveis quantitativas.

Analise de Variaveis Quantitativas

NUicleos Volume dos
nucleos celulares Porcentagem dos nucleos celulares (%)
. : Celulares 2
Microscopia de Luz (Mm?)
Picrosirius | Volume do tecido . TN
Red cqnjuntivo (U,mz) Porcentagem do Tecido conjuntivo (./o) -
Recsgt_ores Cﬁgga ¢£?:I Perimetro Perimetro Didmetro Dgg;aar;:/o /&rsa
sinapticos (ymz) (ymz) Corado (um) | Total (um) | Maximo (um) tqtal X 1~00) (%)
Imunofluorescéncia Canais de Cﬁgga '?i:l Perimetro Perimetro Diametro Dggfgjzf Agaea
Célcio Corado (um) | Total (um) | Maximo (um)
(m?) | (um?) total x 100) (%)
Receép St?res C'g::a .'?‘;?aal Perimetro Perimetro Didmetro D'é’ggj:;) A(\f\er:a
_ Pos 5 >y | Corado (um) | Total (um) | Maximo (um) o
sinapticos (um?) (um?) total x 100) (%)
Andlise de
gPCR Expresséo (2" (-Delta Delta Ct))
Génica

Fonte: Elaborado pelo autor. Organizagdo das variaveis quantitativas que foram
mensuradas, divididas por técnica e com as formulas e unidades de medida.
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4. RESULTADOS
4.1 MASSA CORPORAL

A massa corporal dos animais dos grupos pés leséo foi mensurada previamente
a eutanasia e dissecagao das amostras de interesse. A comparacao foi realizada apenas
entre os Grupos lesionados, pois as amostras do Grupo C foram os membros
contralaterais do Grupo LMOh, desta forma a avaliacdo da massa corporal pode ser
estabelecida e comparada de acordo com a evolugao dos dias apds injuria (Figura 8).

O Grupo LMOh apresentou uma média de 315,99, 4,1% maior do que o Grupo
LM24h que apresentou média de 302,6g, ja a comparagédo com o Grupo LM48h que
demonstrou média de 323,9g observou-se um aumento de 2,5%, em comparagédo com
o Grupo LM7d com média de 352,9g houve aumento de 11,7% (p<0.1).

O Grupo LM24h apresentou a menor média de massa corporal, com valores 7%
menores do que o Grupo LM48h, e 16,5% (p<0.001) menores do que o Grupo LM7d. Por
fim, o Grupo LM48h apresentou média 8,9% menor do que o Grupo LM7d com maiores

valores de média entre os grupos experimentais.

Figura 8. Dados das massas corporais dos grupos experimentais.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Médias e desvios padroes das massas corporais dos grupos
experimentais referentes aos periodos péds protocolo. LMOh#LM7d (p<0.01)*,
LM24h#LM7d (p<0.001) **. O grupo C néo foi adicionado, pois foi representado pela
massa do Grupo LMOh, devido ao fato de que as amostras do Controle foram coletadas
do membro contralateral do Oh. Para esta variavel a analise estatistica realizada foi a
ANOVA One-way com pos-teste de Tukey com nivel de significancia de p<0.05.
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4.2 MASSA MUSCULAR

A massa muscular de todos os grupos experimentais foi mensurada logo apos a
dissecagao para as respectivas analises e incluiu o Grupo C (membro contralateral do
Grupo LMOh) para comparacgao (Figura 9).

O grupo C apresentou uma média de massa muscular de 1,459g, ja o Grupo LMOh
apresentou uma média de 1,4869g 1,8% maior do que o Grupo C, o Grupo LM24h 1,491g
2,1% maior, o Grupo LM48h 1,573g com aumento de 7,8%. E por fim o Grupo LM7d
apresentou 1,781g de média com aumento de 22% (p<0.0001) em relagdo ao C.

Em comparagao com os grupos referentes aos periodos de lesdo, o Grupo LMOh
apresentou massa 0,3% menor do que o Grupo LM24h, 5,8% menor do que o Grupo
LM48h e 19,8% menor (p<0.001) do que o Grupo LM7d.

O Grupo LM24h em relagao ao LM48h demonstrou valores 5,4% menores e em
relacdo ao LM7d 19,4% menor (p<0.001), ja o Grupo LM48h em relagdo ao LM7d

apresentou valores de massa muscular 13,2% menores do que o Grupo LM7d.

Figura 9. Dados da massa do musculo gastrocnémio.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Médias e desvios padrdes da massa dos musculos
gastrocnémios coletados e mensurados inteiros em todos os grupos experimentais. C
#LM7d (p<0.0001) *, LMOh#LM7d; LM24h#LM7d (p<0.001) ***. Para a massa muscular
a analise estatistica estabelecida foi ANOVA One-way com pos-teste de Tukey e nivel
de significancia estabelecido em p<0.05.
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4.3 DISPOSIGAO DOS NUCLEOS CELULARES

Os cortes transversais foram corados com hematoxilina e eosina e analisados
através de microscépio de luz para avaliagao qualitativa do comprometimento tecidual e
revelar as adaptacdes nos diferentes periodos (Figura 10).

No Grupo C foi possivel observar os nucleos periféricos as fibras musculares em
aspecto padrao a morfologia tecidual do musculo estriado esquelético dos animais. No
Grupo LMOh foi observado o aumento dos nucleos periféricos e o rearranjo das fibras
musculares com reducao dos limites intersticiais entre estas.

No Grupo LM24h foi possivel identificar a regido lesionada com acumulo massivo
de nucleos celulares e com algumas fibras com nucleos centralizados como tentativa de
recuperar tais fibras musculares em resposta a lesao.

No Grupo LM48h as fibras musculares ja aparentam sinais de regeneragao com
aspectos circulares e os nucleos da regiao apresentam dissipagao em relagéo ao Grupo
LM24h. Por fim o Grupo LM7d apresenta o aspecto padronizado das fibras circulares,

ainda com alguns nucleos adicionais no intersticio.

Figura 10. Cortes transversais corados com hematoxilina e eosina para identificagcao e
descricdo dos nucleos celulares.

A ” f e
Fonte: Elaborado pelo autor. Microscopia de luz com as coloragdes de hematoxilina e
eosina para demonstrar qualitativamente a alteragao na disposi¢éo nuclear em todos os
grupos musculares que apresentaram alta concentragdo nuclear regionalizada,
principalmente nos periodos de 24h e 48h (*) diante do processo regenerativo das fibras
musculares, ja renovadas no periodo 7d. Barras: 50 uym.
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4.4 CARACTERIZAGAO DO TECIDO CONJUNTIVO ASSOCIADO

Os cortes transversais da regiao foram utilizados para avaliagdo qualitativa da
morfologia do tecido conjuntivo entre as fibras e para a identificagdo das regides com
fibrose tecidual, para isso foram corados com Picrosirius Red (Figura 11).

Foi possivel observar no Grupo C o aspecto padrao do tecido conjuntivo
associado entre as fibras musculares e a disposicéo destas fibras e congruéncia. No
Grupo LMOh foi possivel identificar o aumento do colageno intersticial entre as fibras
musculares, porém sem alteragao na arquitetura tecidual muscular.

O Grupo LM24h apresentou os primeiros sinais de acumulo de tecido conjuntivo
e aspecto fibrético com a descaracterizagao das fibras musculares na regido afetada, em
comparagao no Grupo LM48h foi possivel observar alguns pontos de fibrose e o rearranjo
de algumas pequenas fibras musculares ja em estado de regeneragdo muscular
apresentado pelo efeito pds inflamatorio.

Por fim foi observado no Grupo LM7d a reconstrugéo das fibras musculares ja em
arranjo padrao, porém com reduc¢ao do tecido conjuntivo entre elas em comparagao com

o Grupo C.

Figura 11. Cortes transversais corados com Picrosirius para identificagdo do tecido
conjuntivo associado.

Fonte: Elaborado pelo autor. Microscopia de luz com a coloragao de Picrosirius onde foi
possivel demonstrar qualitativamente os aspectos do tecido conjuntivo em todos os
grupos experimentais por periodos, que apresentaram regides de acumulo de tecido
conjuntivo associado entre as fibras (seta) e regides de fibrose como efeito inflamatério
diante do protocolo de lesdo muscular (*). Barras: 50 pym.
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4.5 MORFOMETRIA - MICROSCOPIA DE LUZ

Apoés a obtengédo das imagens de microscopia de luz do ventre muscular e com
uso das coloragdes de hematoxilina e eosina (média do n° de imagens = 45 por grupo)
para destaque dos nucleos celulares e Picrosirius (média do n° de imagens = 45) por
grupo) para destaque do tecido conjuntivo associado foram realizadas as mensuragdes
das respectivas regioes e obtidas as médias e desvios padrdes das variaveis de volume
e porcentagem dos elementos avaliados (Figura 12).

Para a variavel do volume dos nucleos a comparacao entre o Grupo Controle
apresentou valores de média 10,6% maior do que o Grupo LMOh, 186,9% (p<0.05)
menor do que o Grupo LM24h, 148,8% menor do que o Grupo LM48h e 168,1% menor
do que o Grupo LM7d, em relagdo aos periodos pds lesdo o Grupo LMOh apresentou
média 221,9% menor do que o Grupo LM24h (p<0.05), 178,6% menor do que o Grupo
LM48h e 200,2% menor do que o Grupo LM7d, entre os Grupos LM24h e LM48h a média
foi 13,2% maior, entre LM24h e LM7d foi 6,5% menor e por fim entre os Grupos LM48h
e 7d os valores de média foram 7,7% maiores (Figura 12A).

Para a porcentagem dos nucleos o Grupo Controle apresentou média 12,1%
maior do que o Grupo LMOh, 187,3% menor do que o Grupo LM24h (p<0.0001), 149,1%
menor do que o Grupo LM 48h (p<0.001) e 75,7% menor do que o Grupo LM7d. Entre
0S grupos pos-lesdo o Grupo LMOh apresentou valores 221,7% menor do que o Grupo
LM24h (p<0.0001), 178,8% menor do que o Grupo LM48h (p<0.001) e 96,7% menor do
que o Grupo LM7d, o Grupo LM24h em relagdo aos demais apresentou média 13,3%
maior do que o LM48h e 38,8% maior do que o Grupo LM7d (p<0.01), por fim o Grupo
LM48h apresentou média 29,4% maior do que o Grupo LM7d (Figura 12B).

Para a variavel do volume de tecido conjuntivo associado o Grupo Controle
apresentou média 18,3% maior do que o Grupo LMOh, 17,7% menor do que o Grupo
LM24h, 53,7% menor do que o Grupo LM48h (p<0.0001) e 4,3% menor do que o Grupo
LM7d, em relagdo aos demais grupos, LMOh apresentou média 45,2% (p<0.01) menor
do que o Grupo LM24h, 89,5% menor do que o Grupo LM48h (p<0.0001) e 28,6% menor
do que o Grupo LM7d, ja o Grupo LM24h apresentou média 30,5% menor que o Grupo
LM48h (p<0.001) e 11,4% maior em comparag¢ao ao Grupo LM7d, o Grupo LM48h com
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maior valor de média entre todos por fim apresentou a média volume de tecido conjuntivo
32,1% maior (p<0.0001) que o Grupo LM7d (Figura 12C).

Por fim, a variavel da porcentagem de tecido conjuntivo associado demonstrou
em comparacgao das médias no Grupo Controle 18,6% maior em relacdo ao Grupo LMOh,
18,1% menor em relagdo ao Grupo LM24h, 54,1% menor do que o Grupo LM48h
(p<0.0001) e 4,6% menor que o Grupo LM7d. Dentre os grupos pés-lesao, o Grupo LMOh
apresentou meédia 45,2% menor (p<0.01) que o Grupo LM24h, 89,5% menor que o Grupo
LM48h (p<0.0001) e 28,6% menor que o Grupo LM7d, o Grupo LM24h apresentou média
30,4% menor que o Grupo LM48h (p<0.001), 11,4% menor que o Grupo LM7d e na ultima
comparagao o Grupo LM7d apresentou média 32,1% maior (p<0.0001) que o Grupo
LM7d (Figura 12D).
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Figura 12. Graficos das variaveis de area obtidas através das coloragbes de HE e PS.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Médias e desvios padrbes das mensuragdes da (A) area
dos nucleos celulares, (B) porcentagem da area dos nucleos, (C) area do tecido
conjuntivo e (D) porcentagem da area de tecido conjuntivo. (A) C£LM24h, LMOh#LM24h
(p<0.01) *; (B) C#LM24h, LMOh#LM24h, LMOh#LM48h (p<0.0001) **** C#LM48h
(p<0.001) ***, LM24h#LM7d (p<0.01) *, (C) C#LM48h, LMOh#LM48h, LM48h#LM7d
(p<0.0001) ****, LM24h#LM48h (p<0.001)***, LMOh#LM24h (p<0.01) **; (D) C#LM48h,
LMOh#LM48h, LM48h#LM7d (p<0.0001) ****, LM24h#LM48h (p<0.001)***, LMOh#LM24h
(p<0.01) **. Para as variaveis de area foi estabelecida a analise ANOVA One-way com
pos-teste de Tukey com nivel de significancia estabelecido em p<0.05.
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4.5 IMUNOFLUORESCENCIA — RECEPTORES PRE-SINAPTICOS (BASSOON)

Para as analises de imunofluorescéncia da regido pré-sinaptica foram realizados
cortes longitudinais da regido lesionada onde foram evidenciados os receptores nas

jungdes neuromusculares dos grupos experimentais (Figura 13).

O Grupo LMOh apresentou aumento em sua estrutura composta pelos receptores
pré-sinapticos, decorrente do espacamento entre os mesmos o0 que demonstra sua

desorganizacéo e dispersao.

No grupo LM24h foi possivel observar a compactagao da estrutura dos receptores,
assim como a reducgao da area ocupada por estes e a redugao dos espagos onde se

encontrariam os nucleos desta regiao.

Nos grupos LM48h e LM7d a conformagdo dos receptores preé-sinapticos
apresentam um padrao semelhante ao Grupo Controle, com maior dispersao no Grupo
48h, e o destaque para o rearranjo estrutural apresentado no grupo LM7d, assim como
uma delimitacdo mais acentuada de sua area ocupada o0 que demonstra sua

reorganizacgao.
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Figura 13. Imunomarcagao com Bassoon dos receptores pré-sinapticos.

Fonte: Elaborado pelo autor. Imunomarcacao para analise qualitativa dos aspectos da
regido pré-sinaptica em todos os grupos experimentais, que foram utilizados para a
mensuracao das variaveis de area, perimetro, didmetro e dispersdo. Barras: 5 um.

4.5.1 MORFOMETRIA — RECEPTORES PRE-SINAPTICOS (BASSOON)

Para a identificagcdo da regiao pré-sinaptica foram realizados cortes longitudinais
do musculo gastrocnémio onde foram realizadas as incubagdes (anti-Bassoon), e
posteriormente obtidas as imagens e realizadas as respectivas mensuragbes das

variaveis de interesse (Figura 14).

Em relacdo a area total do Grupo LMOh em comparagao com o Grupo Controle,
apresentou valores de média 40,3% maiores (p<0.01), por sua vez, o Grupo LM24h
23,9% menor, o Grupo LM48h 6,7% menor e o Grupo LM7d 29,7% maior. Entre os
periodos pds lesdo em comparagdao ao Grupo LMOh, LM24h apresentou valor 45,7%
menor, LM48h 33,5% menor e LM7d 14,6% menor, em comparacgao ao Grupo LM24h, o
Grupo LM48h obteve média 22,4% maior e LM7d 57,3% maior, por fim entre LM48h e
LM7d houve aumento de 28,4% (Figura 14A).

Para os valores da area corada o Grupo LMOh apresentou média 34,8% maior
(p<0.05), LM24h 2,4% menor, LM48h 7,3% menor e LM7d 16,6% maior que o Grupo
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Controle. Em comparagao com LMOh, LM24h apresentou média 43,6% menor e LM48h
31,3% menor, o Grupo LM7d apresentou valor de média 13,4% menor. Em relagéo ao
LM24h, o grupo LM48h apresentou valor 21,9% maior e LM7d 53,6% maior, na ultima
comparacéo LM48h apresentou 25,9% maior do que LM7d (Figura 14B)

Em relagédo ao perimetro total o Grupo LMOh apresentou média 27,7% menor
(p<0.05), LM24h 26,9% menor, LM48h 2,3% maior e LM7d 52,8% menor do que o Grupo
Controle, entre os periodos, LM24h apresentou média 1,1% maior, LM48h 41,7% maior
e LM7d 34,6% menor em comparagédo ao Grupo LMOh, comparados ao Grupo LM24h,
LM48h apresentou valor 40,1% maior e LM7d 64,4% maior, entre LM48h e LM7d a média
foi 116,9% menor para a respectiva variavel (Figura 14C).

Para a variavel de perimetro corado em comparagdo com o Grupo Controle, o
Grupo LMOh apresentou valores de média 11,5% menor, o Grupo LM24h 39,4% menor
(p<0.01), LM48h 11,3% menor e o Grupo LM7d 40,2% menor (p<0.01). Entre os periodos
pos lesdo em comparagao ao Grupo LMOh, LM24h apresentou valor 31,5% menor,
LM48h 0,4% maior, e LM7d 32,4% menor. Em comparagao ao Grupo LM24h, o Grupo
LM48h obteve média 46,7% maior e LM7d 1,3% menor, por fim entre LM48h e LM7d

houve redugéo no valor de média de 32,7% (Figura 14D).

Em relagdo ao diametro maximo o Grupo LMOh apresentou média 6,9% maior,
LM24h 9,8% menor, LM48h 3,6% menor e LM7d 1,24% maior quando comparados ao
Grupo Controle. LM24h apresentou média 15,6% menor, LM48h 9,9% menor e LM7d
5,3% menor em comparacédo ao Grupo LMOh, comparados ao Grupo LM24h, LM48h
apresentou valor 6,8% maior e LM7d 12,2% maior, entre LM48h e LM7d a média foi 5%

maior para a variavel de interesse (Figura 14E).

Para a ultima variavel, disperséo, o Grupo LMOh apresentou valor de média 1,07%
maior, LM24h 1,5% menor, LM48h 2% maior e LM7d 4,6% maior que o Grupo Controle.
Em comparagdo com LMOh, LM24h apresentou média 2,6% menor e LM48h 0,9% maior,
0 Grupo LM7d apresentou valor de média 3,4% maior. Em relagdo ao LM24h, o grupo
LM48h apresentou valor 3,6% e LM7d 6,2% maiores, por fim, na ultima comparacgao
entre LM48h e LM7d, o Grupo LM7d apresentou valor de média 2,5% maior (Figura 14F).
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Figura 14. Graficos das variaveis referentes aos receptores pré-sinapticos.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Médias e desvios padrbes das mensuragdes da (A) area
total, (B) area corada, (C) perimetro total, (D) perimetro corado, (E) didmetro maximo e
(F) dispersao dos receptores pré-sinapticos de todos os grupos experimentais. (A)
C#LMOh (p<0.01) **; (B) C#LMOh (p<0.05) *; (C) C#LM7d (p<0.01) **, (D) C#LM24h
(p<0.01) **, (D) C#LM7d (p<0.01) **. Para as variaveis de interesse foi realizado o teste
ANOVA One-way com pos-teste de Tukey e nivel de significancia estabelecido em
p<0.05.

4.6 IMUNOFLUORESCENCIA — CANAIS DE CALCIO (P/Q)

Para identificagdo dos canais de calcio da jungdo neuromuscular pré e pos-
sinapticos foram realizados cortes longitudinais da regiao lesionada de forma a identificar

sua morfologia por fluorescéncia e posteriormente sua mensuragéao (Figura 15).

O Grupo LMOh e LM24h apresentam alteragcdes em sua conformagéao estrutural

visto que os canais de calcio imunomarcados se referem as zonas ativas das juncoes
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identificadas, o Grupo LMOh demonstra manter sua conformidade, mas baixa atividade,
ja o 24h apresenta desorganizacgao estrutural do formato comum de pretzel, porém maior

atividade das zonas ativas.

No Grupo LM48h a conformagdo demonstra a recuperacao da atividade dos
canais e alteracao préxima da morfologia comum das jungdes neuromusculares e apos
7 dias tanto a morfologia da atividade dos canais de célcio quanto a estrutura em formato
de pretzel e a apresentacdo dos locais onde estariam os nucleos das jungbes se

apresenta intacta e interconectada.

Figura 15. Imunomarcacao dos canais de calcio de todos os grupos experimentais.

Fonte: Elaborado pelo autor. Imunomarcagdao das JNMs onde foram observados os
canais de calcio presentes na jungdo neuromuscular. Representagdo qualitativa dos
aspectos da regido em todos os grupos experimentais onde posteriormente foram
mensuradas as variaveis de area, perimetro, diametro e dispersido. Barras: 5 um.

4.6.1 MORFOMETRIA — CANAIS DE CALCIO (P/Q)

Para a identificagdo dos canais de calcio foram realizados cortes longitudinais do
musculo gastrocnémio onde foram realizadas as incubagdes (P/Q calcium channel
antibody) e posteriormente capturadas as imagens e realizadas as respectivas

mensuragdes das variaveis propostas em todos os grupos experimentais (Figura 16).



60

Diante dos calculos da variavel de area total em comparagdao com o Grupo
Controle, o Grupo LMOh apresentou valores de média 2,11% maiores, o Grupo LM24h
33,7% menor (p<0.01), LM48h 5,2% maior e o Grupo LM7d 17,3% menor. Entre os
periodos pds lesdo em comparagao ao Grupo LMOh, LM24h apresentou valor 35%
menor, LM48h 0,88% maior e LM7d 19% menor, em comparagédo ao Grupo LM24h, o
Grupo LM48h obteve média 58,3% maior e 7d 24,6% maior, por fim entre LM48h e LM7d
houve redugao de 19,7% (Figura 16A).

Para os valores da area corada o Grupo LMOh apresentou média 1,9% maior,
LM24h 33,8% menor (p<0.05), LM48h 8,6% maior e LM7d 14,6% menor que o Grupo
Controle. Em comparagao com LMOh, LM24h apresentou média 35,1% menor e LM48h
6,5% maior, o Grupo LM7d apresentou valor de média 16,3% menor. Em relagdo ao
LM24h, o grupo LM48h apresentou valor 64,3% maior e LM7d 29% maior, na ultima
comparacéo LM48h apresentou 14,6% menor do que LM7d (Figura 16B)

Em relagdo ao perimetro total o Grupo LMOh apresentou média 9,2% maior,
LM24h 16% menor, LM48h 7,5% menor e LM7d 26,7% menor do que o Grupo Controle,
entre os periodos, LM24h apresentou média 23,1% menor, LM48h 15,3% menor e LM7d
32,9% menor em comparagao ao Grupo LMOh, comparados ao Grupo LM24h, LM48h
apresentou valor 10,1% maior e LM7d 12,7% menor, entre LM48h e LM7d a média foi

20,8% menor para a respectiva variavel (Figura 16C).

Para a variavel de perimetro corado em comparagdo com o Grupo Controle, o
Grupo LMOh apresentou valores de média 24,7% maiores, o Grupo LM24h 26,5% menor,
LM48h 3,5% menor e o Grupo LM7d 17,3% menor. Entre os periodos pos lesdo em
comparagao ao Grupo LMOh, LM24h apresentou valor 41,4% menor, LM48h 22,6%
menor e LM7d 33,7% menor, em comparagao ao Grupo LM24h, o Grupo LM48h obteve
meédia 31,4% maior e LM7d 12,5% maior, por fim entre LM48h e LM7d houve reducao
no valor de média de 14,3% (Figura 16D).

Em relagdo ao diametro maximo o Grupo LMOh apresentou média 2,8% maior,
LM24h 9,3% menor, LM48h 6,4% maior e LM7d 0,05% menor quando comparados ao
Grupo Controle. LM24h apresentou média 11,8% menor, LM48h 3,4% maior e LM7d
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2,8% menor em comparagao ao Grupo LMOh, comparados ao Grupo LM24h, LM48h
apresentou valor 17,4% maior e LM7d 10,2% maior, entre LM48h e LM7d a média foi

6,1% menor para a variavel de interesse (Figura 16E).

Para a ultima variavel, dispersédo, o Grupo LMOh nao apresentou valor de média
distinto em relagéo ao Grupo Controle, ja em relagdo aos demais grupos LM24h 0,3%
menor, LM48h 0,7% maior e LM7d 2% maior que o Grupo Controle. Em comparagao
com LMOh, LM24h apresentou média 0,3% menor e LM48h 0,7% maior, o Grupo LM7d
apresentou valor de média 2% maior. Em relagdo ao LM24h, o grupo LM48h apresentou
valor 1% e LM7d 2,3% maiores, na ultima comparacédo LM48h apresentou valor de média
1,3% maior do que o Grupo LM7d (Figura 16F).
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Figura 16. Graficos das variaveis dos canais de calcio.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Médias e desvios padrbes das mensuragdes da (A) area
total, (B) area corada, (C) perimetro total, (D) perimetro corado, (E) diametro maximo e
(F) dispersao dos canais de célcio (P/Q) nos grupos experimentais. (A) C#LM24h
(p<0.01) **; (B) C#£LM24h (p<0.05) *. Para estas variaveis foi estabelecida a analise
estatistica realizada ANOVA One-way com poés-teste de Tukey, e nivel de significancia
estabelecido p<0.05.

4.7 IMUNOFLUORESCENCIA — RECEPTORES POS-SINAPTICOS

Para as analises de imunofluorescéncia foram realizados cortes longitudinais da
regido lesionada onde foram imunomarcados os receptores pds-sinapticos das jungdes

neuromusculares em todos os grupos experimentais (Figura 17).

Dentre os grupos experimentais foi possivel observar a redugao morfolégica da
area de contato dos receptores pos-sinapticos nos grupos LMOh, LM24h e LM48,

periodos mais agudos quanto ao procedimento realizado no protocolo de lesdo muscular.
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Com destaque para o amplo remodelamento dos receptores e da placa motora no
Grupo LM 24h, o aparente rearranjo no Grupo LM48h, onde a estrutura aparenta o
retorno a morfologia semelhante a dispersao evidenciada no do Grupo LMOh e no Grupo

LM7d foi possivel observar a conformagao padrao semelhante ao do Grupo Controle.

Desta forma, podemos dizer que o efeito pods-lesdo apresentou o
comprometimento estrutural da regido, que foi apresentado posteriormente em formato

morfo quantitativo com as mensuragdes das variaveis de interesse.

Figura 17. Imunomarcacdo com a-bungarotoxina dos receptores pos-sinapticos.

-

Fonte: Elaborado pelo autor. Imunomarcagéo com a-bungarotoxina dos receptores pos-
sinapticos. Representacdo qualitativa dos aspectos dos receptores pds-sinapticos em
todos os grupos experimentais analisados. Barras: 5 um.

4.7.1 MORFOMETRIA — RECEPTORES POS-SINAPTICOS (AChR)

Para a identificagdo dos receptores de acetilcolina na regido pos-sinaptica foram
realizados cortes longitudinais do musculo gastrocnémio seguido das incubagdes e
fotomicrografias para as mensuragbes das variaveis propostas em todos os grupos

experimentais (Figura 18).

Diante dos calculos da variavel de area total em comparagdao com o Grupo

Controle, o Grupo LMOh apresentou valores de média 22,1% menores (p<0.01), o Grupo
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LM24h 35,3% menor (p<0.0001), LM48h 37,7% menor (p<0.0001) e o Grupo LM7d
18,7% menor (p<0.01). Entre os periodos pos lesdo em comparagao ao Grupo LMOh,
LM24h apresentou valor 16,9% menor, LM48h 19,9% menor e LM7d 2,8% maior, em
comparagao ao Grupo LM24h, o Grupo LM48h obteve média 3,5% menor e 7d 25,7%
maior, por fim entre LM48h e LM7d houve aumento de 30,4% (Figura 18A).

Em relagao a area corada o Grupo LMOh apresentou média 3,6%, LM24h 13,1%,
LM48h 19,2% menor e LM7d 3,2% maior do que o Grupo Controle, entre os periodos,
LM24h apresentou média 9,7% menor, LM48h 16,2% menor e LM7d 7,1% maior em
comparagao ao Grupo LMOh, comparados ao Grupo LM24h, LM48h apresentou valor
7,1% menor e LM7d 18,7% maior, entre LM48h e LM7d a média foi 27,9% maior para a

respectiva variavel (Figura 18B).

Para os valores do perimetro total o Grupo LMOh apresentou média 6,8% maior,
LM24h 11,2% menor, LM48h 5,3% menor e LM7d 5,9% menor que o Grupo Controle.
Em comparacdo com LMOh, LM24h apresentou média 16,88% menor e LM48h 11,33%
menor, o Grupo LM7d apresentou valor de média 11,5% menor. Em relagdo ao LM24h,
0 grupo LM48h apresentou valor 6,6% maior e LM7d 6,4% maior, na ultima comparagéo
LM48h apresentou 0,1% menor do que LM7d (Figura 18C).

Para a variavel de perimetro corado em comparagdo com o Grupo Controle, o
Grupo LMOh apresentou valores de média 4,9% maior, o Grupo LM24h 25,5% menor,
LM48h 21,1% menor e o Grupo LM7d 1,1% menor. Entre os periodos pds lesdo em
comparagao ao Grupo LMOh, LM24h apresentou valor 29,1% menor, LM48h 24,7%
menor e LM7d 5,7% menor, em comparag¢ao ao Grupo LM24h, o Grupo LM48h obteve
média 6,1% maior e LM7d 32,7% maior, por fim entre LM48h e LM7d houve aumento no
valor da média de 25,1% (Figura 18D).

Em relagcdo ao diametro maximo o Grupo LMOh apresentou média 4,9%, LM24h
8,4%, LM48h 6,9% menor e LM7d 0,3% maior do que o Grupo Controle, entre os
periodos, LM24h apresentou média 3,7% menor, LM48h 2,1% menor e LM7d 5,5%
menor em comparacdo ao Grupo LMOh, comparados ao Grupo LM24h, LM48h
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apresentou valor 1,7% maior e LM7d 9,7% maior, entre LM48h e LM7d a média foi 7,8%
maior para a respectiva variavel (Figura 18E).

Para a ultima variavel, dispersao, o Grupo LMOh apresentou média 5,4% menor,
LM24h 0,7% menor, LM48h 0,6% maior e LM7d 3,2% menor que o Grupo Controle. Em
comparagao com LMOh, LM24h apresentou média 5,9% maior e LM48h 5,7% menor, o
Grupo LM7d apresentou valor de média 1,6% maior. Em relagdo ao LM24h, o grupo
LM48h apresentou valor 0,1% menor e LM7d 4,2% menor, na ultima comparagao LM48h

apresentou valor de média 3,8% menor do que o Grupo LM7d (Figura 18F).
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Figura 18. Médias e desvios padrdoes representados graficamente referentes aos
receptores de AChR pds-sinapticos.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Médias e desvios padrbes das mensuragdes da (A) area
total, (B) area corada, (C) perimetro total, (D) perimetro corado, (E) didmetro maximo e
(F) dispersao dos receptores poés-sinapticos de todos os grupos experimentais.
(A)C#LMOh; C£LM7d (p<0.01) **, C£LM24h; C#£LM48h (p<0.0001) ****. Para as variaveis
realizado o teste ANOVA One-way com pos-teste de Tukey e nivel de significancia
estabelecido p<0.05.
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4.8 CELULAS PERISSINAPTICAS DE SCHWANN

Para a identificacdo das CPS foram realizados cortes longitudinais do musculo
lesionado onde foram imunomarcados os receptores pos-sinapticos das jungdes
neuromusculares, os nucleos celulares e identificadas em sobreposi¢cao as células que

compdem a interface neuromuscular (Figura 19).

Foram identificadas em todos os grupos experimentais as CPS, em sobreposi¢cao

a regido da JNM e em conjunto com os demais nucleos presentes na regiao.

Na imagem representativa do Grupo C foram identificados 3 nucleos das CPS,
numero padrao considerado pela literatura, distinto do Grupo LMOh e LM24h onde foi
possivel observar apenas 2 nucleos correspondentes as células de interesse, além
disso, a reducdo da sinalizagdo de imunomarcacdo por S100 que determina o
acometimento do protocolo agudo nesta regidao e especificamente nestes elementos
celulares. Tendo em vista que as células estdo em uma disposicdo bidimensional, a
concentracdo destas com a redugao qualitativa de S100 demonstra a aproximacgao e

concentragao destas na regido.

Nos Grupos LM48h e LM7d, foram observadas 4 e 3 nucleos das CPS, e a
disposicao destas, assim como a sinalizagao de S100 semelhante a do Grupo Controle,

0 que determina o retorno ao estagio padrao destas células apés este periodo.

Importante ressaltar que nos grupos LMOh e LM24h a sinalizagdo de S100 se
delimita igualmente a marcagdo dos receptores pos-sinapticos, diferente dos grupos

LM48h e LM7d onde a sinalizagao de S100 ultrapassa a dos receptores pos-sinapticos.
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Figura 19. Identificacdo dos nucleos celulares na jungdo neuromuscular e das células
perissinapticas de Schwann (S1000).

a-bungarotoxina

Fonte Elaborado pelo autor. Imagens de imunomarcagdo com a |dent|f|cagao e
disposicao dos nucleos celulares (DAPI - azul) da JNM (a-bungarotoxina - vermelho) e

das CPS (S100p - verde) |dent|f|cadas (seta) em todos os grupos experimentais. Barras:
S5 um.
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4.9 IDENTIFICACAO DOS TELOCITOS

Para as analises de imunofluorescéncia foram realizados cortes longitudinais do
musculo lesionado onde foram evidenciados os receptores pds-sinapticos das jungdes
neuromusculares, os nucleos desta regiao e identificagdo pela primeira vez dos teldcitos

adjacentes as células da interface neuromuscular (Figura 20).

No Grupo C foi possivel identificar os telécitos na periferia da JNM
imunomarcados e identificados com 2 nucleos, assim como no Grupo LMOh, porém neste

os teldcitos estdo em sobreposicado aos receptores pds-sinapticos.

No Grupo LM24h foram identificados 2 nucleos de teldcitos, porém estes estao
presentes adjacentes ao sarcolema da fibra muscular e a regido da placa motora em

possivel interagdo com as células desta regiao.

No Grupo LM48h e no Grupo LM7d os telécitos se apresentam assim como no
Grupo LMOh em sobreposi¢cao a placa motora e associados aos nucleos celulares que

coabitam esta interface em possivel interagao.

Em geral, os telécitos foram identificados perifericamente as células sinapticas
centrais (CPS) em todos os grupos experimentais, o que comprova a descoberta de sua

presenca, localizagao especifica e atuacdo na JNM.
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Figura 20. Identificacdo dos nucleos celulares e dos telécitos na JNM.

a-bungarotoxina

Fonte: Elaborado pelo autor. Identificagdo dos nucleos celulares e dos teldcitos na Jungao
neuromuscular. Imunomarcacao de todos 0s grupos experimentais e apresentagao da
disposi¢do dos nucleos celulares (DAPI - azul) da jungdo neuromuscular (a-BTX -
vermelho) e a identificagao (seta) dos telocitos (CD34 - verde) em todos os grupos
experimentais apresentados por periodo. Barras: 5 um.
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4.10 CULTIVO CELULAR

Para o cultivo celular, os animais foram dissecados e o musculo gastrocnémio foi
preparado de acordo com a metodologia descrita, posteriormente foram imunomarcados
positivamente com anticorpo primario positivo para os telécitos (CD34/vermelho), de
forma a identificar sua relacdo e semelhanga morfolégica (Figura 21).

Os 2 animais do Grupo C foram eutanasiados e o musculo gastrocnémio foi
dissecado e colocados diretamente para lavagem em PBS em placas (Figura 21A),
posteriormente os musculos foram fragmentados (3 mm3) com Iaminas de bisturi em
pequenos pedagos para dar seguimento ao protocolo de cultura (Figura 21B).

Apds o protocolo de cultivo as placas foram analisadas apés 7 dias em estufa para
avaliacdo da aderéncia de células e para registro no microscopio 6ptico, tanto de CPS
(Figura 21C) como de telécitos (Figura 21D), posteriormente as células retornaram para
a estufa.

Apds 10 dias foram realizados os testes de imunomarcagédo das células de
Schwann e dos teldcitos com o anticorpo CD34 (marcador padrao de telécitos) e foram
registradas as imagens das placas com os anticorpos.

Os resultados apresentaram uma unica marcagéo quanto as CPS (Figura 21E) e
o anticorpo padronizado para telécitos, enquanto a placa de teldcitos apresentou uma
maior quantia de marcag¢des positivas (Figura 21F). Além disso, nas placas sem
marcagdes pode-se observar a diferente morfologia das células produzidas, com a
formacgao de nichos no caso dos teldcitos e maiores prolongamentos, e no caso da CPS,
poucos nichos e células com proje¢des distintas dos caracterizados pelos telocitos.

As células restantes foram congeladas e armazenadas em nitrogénio liquido e
foram posteriormente utilizadas para o processamento e execugao do protocolo de
citometria de fluxo, onde foram utilizados os mesmos anticorpos testados para a

imunofluorescéncia das placas de cultivo.
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Figura 21. Organizagdo do protocolo de cultivo celular primario e identificacdo das
células de interesse.

Fonte: Elaborado pelo autor. (A) Imagens dos musculos coletados para o cultivo celular
(B) separados por animal, e (C; D) identificagdo das células de interesse (seta) aderidas
as placas de cultivo apos 1 semana; (C; E) células de Schwann (cabeca de seta) e (D;
F) telocitos (cabeca de seta) e imunomarcagdo com CD34+ das respectivas células
proliferadas apos 10 dias de cultivo. Barras: 200 ym.
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4.11 CITOMETRIA DE FLUXO

A analise de citometria de fluxo foi realizada para quantificacdo das células de
interesse referente aos anticorpos positivos e negativos de teldcitos e células
perissinapticas de Schwann. Para padronizagao dos anticorpos e melhor condensacéao

das células de interesse foi utilizada a técnica de cultivo celular previamente a citometria.

Foram realizados os testes dos anticorpos (S100, CD34 e CD31) para validagao
de sua positividade com as células de interesse isoladas (CPS) e do anticorpo
secundario (Alexa Fluor™ 488) de forma isolada, para validagdo de sua marcagéo de

acordo com o filtro disponivel no equipamento utilizado (Figura 22).

Posteriormente, foram realizadas as quantificagdes das células de interesse, onde
foram contadas por eppendorf, e estabelecidos os valores em microlitros. Todos os

anticorpos apresentaram positividade (Figura 23).

Além disso, 1 piloto, e 3 experimentos foram realizados com o0s grupos
experimentais Controle e Lesao, para que fosse possivel avaliar suas adaptacdes a partir
da técnica, porém apenas o ultimo experimento apresentou resultados positivos apenas
no Grupo Controle, desta forma n&o foi possivel correlacionar os grupos, porém foi
possivel estabelecer que as CPS cultivadas, apresentaram positividade para os

anticorpos CD31 e CD34 mesmo que em baixas concentragdes por amostra.

O presente resultado, contribui com o fato de que os teldcitos diferente do
idealizado para o presente estudo na verdade ndao sdo CPS, mas possivelmente

coabitam e interagem com estes elementos celulares no musculo estriado esquelético.



Figura 22. Graficos e dados gerados para o teste amostral de citometria de fluxo.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Organizagdo dos dados de testes da amostra sem adi¢cao
dos anticorpos e com os anticorpos secundarios anti-mouse e anti—rabbit para avaliagao
da quantificagdo quanto a possivel coloragao inespecifica.
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Figura 23. Dados de citometria de fluxo para positividade dos anticorpos.

AD4 CPSCDIN ~ PO4CPS CBBI‘i
g _Gate: P1 5 Gate: [No Gating]
&
g8
1 =
3
- 2
= 2
88 ®
- s il .
R T R . S I T, R 0 1,000,000 2,242,388
FLA-A FSC-H
Plot 2: A04 Count | Events | | % of This % of All Mean FL1-A CVFL1-A | Median FL1-A
CPS CD31: uL Piot
Gated on P1
This Plot 7.689 151 100.00% 76.89% 16,83452 | 1839.68%
K1 (7 4100/
16,777.215.0) 3190 63 41.49% 31.90% 35,134.00 | 1366.82%
AD5 CPS S100 ~ A05CPS S100
o _Gate: P1 % Gate: [No Gating]
© z A : 2
|

500,000

SSC-H

- W
- o 1,000,000 2,242,388
FL1-A FSC-H
Plot 2: A0S Count | Events / | % of This s of All Mean FL1-A CVFL1-A | Median FL1-A
CPS 5100: uL Piot
Gated on P1
This Plot 7.724 266 | 100.00% 77.24% 2,006.95 103.48%
W1 {7.4100/
15.777215.0) 154 5 1.90% 154% 974280 3386%
A06 CPS CD34 A0B CPS CD34
o _Gale: P1 § Gate: [No Galing]
@ il i .
-

500,000

SSC-H

=
o 1,000,000 2,242,388
FSC-H
Piot 2: ADG Count | Events | | % of This % of All Mean FL1-A CVFL1-A | Median FL1-A
CPS CD34: uL Piot
Gated on P1
This Plot 4691 21 | 100.00% 55.16% 4018841 | 1408.49%
W1 (7.410.0/
15,777 215.0) 2514 1 5350% 29 56% 7256158 | 1,063.58%

Fonte: Elaborado pelo autor. Organizagdo dos dados para analise dos anticorpos
especificos para contraprova (CD31), CPS (S100B) para quantificagdo das células de
Schwann e dos telécitos (CD34).
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4.12 PADRONIZAGAO DE EXPRESSAO GENICA

As amostras para a técnica de qPCR de todos os grupos experimentais foram
devidamente coletadas, a regidao de interesse foi seccionada e o peso das amostras foi
mensurado (Tabela 5), posteriormente foram armazenadas em eppendorfs de 2 mL e

guardadas em freezer (-80°C), utilizados na etapa de extracdo de RNA.

Tabela 5. Valores em gramas dos musculos da regido de interesse (ventre muscular).

Peso dos Musculos Seccionados
Amostra| Controle Oh 24h 48h 4d 7d
1 0,184 0,241 0,342 0,360 0,22 0,237
2 0,238 0,239 0,343 0,476 0,278 0,183
3 0,320 0,283 0,349 0,422 0,332 0,483
4 0,287 0,189 0,463 0,425 0,239 0,399
5 0,193 0,245 0,382 0,359 0,350 0,29

Apos a etapa de coleta, as amostras foram extraidas e processadas de acordo
com o protocolo proposto, quantificadas (quantidade de RNA em ng/uL) individualmente
(Tabela 6). A etapa de plaqueamento e obtengdo da expressédo génica dos oligos de

interesse foi finalizada no Laboratério de Imunometabolismo ICB | - USP.
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Tabela 6. Valores referentes a quantificagdo de RNA (ng/pL) por amostra apos a etapa
de extragao.

Controle Lesdo Muscular Oh Lesdo Muscular 24h Lesdo Muscular 48h Lesdo Muscular 7d

2 3 2 3 2 3 2 3 2 3

0,01 | 0,019 0,02 | 0,022 0,039 | 0,039 0,012 | 0,016 0,027 0,03

c1 | 0,006 | 0,011 M1 | 0011 | 0,012 M1 0,021 | 0022 wm1| 0,007 | 0,009 M1.1] 0015 | 0,018
Oh | 1,737 | 1,757 Oh | 1,796 | 1,817 24h | 1,822 | 1,786 48h | 1839 | 1,736 7d 1,793 | 1,673
8,361 | 15,052 | 16,5 16,385 | 17,38 | 14,5 31,081 | 31,185 | 8 9,628 | 12,557 | 20 21,959 | 23,784
0,008 | 0,008 0,016 | 0,017 0,01 | 0011 0,014 | 0,016 0,071 | 0,073

c2 | 0,004 | 0,003 M2 | 0,009 | 0,009 wm2| 0,005 | 0,007 Lm2| 0,008 | 0,009 LM2.1| 0041 | 0,041
Oh | 1919 | 2,355 Oh | 1,739 | 1,905 24h | 189 | 1,645 48n| 1,873 | 1,817 7d 1,75 1,784
6,075 | 6,164 | 40,5 13,091 | 13,511 | 18,5 7,786 | 8,613 | 29 11,38 | 12,582 | 20 56,898 | 58,602
0,013 | 0,015 0,021 | 0,021 0,028 | 0,027 0,012 | 0,013 0,024 | 0,038

c3 | 0,007 | 0,008 w3 | 0011 | 0,011 3| 0016 | 0015 3| 0,006 | 0,007 M7d| 0012 0,02
Oh | 1851 | 1,903 Oh | 1929 | 1,813 24h | 1806 | 1,82 48h| 19 1,905 31 | 1949 | 1,941
10,715 | 11,707 | 21,5 16,505 | 16,578 | 15 22,467 | 21,619 |11,2 9,851 | 10,254 | 24,5 19,441 | 30,327
0,021 | 0,023 0,016 | 0,018 0,045 | 0,064 0,01 | 0,012 0,059 | 0,062

ca | 0012 | 0,014 ma | 0008 | 001 wma| 0025 | 0036 wma| 0005 | 0,007 LM7d] 0033 | 0,032
Oh | 1,789 | 1,724 Oh | 1895 | 1,758 24h | 1845 | 1,796 48h | 1978 | 1,81 4.1 1,807 | 1,923
16,934 | 18,75 | 135 12,505 | 14,298 | 17,5 36,214 | 51,199 |4,89 7903 | 976 |256 47,191 | 49,24
0,018 | 0,017 0,039 | 0,034 0,007 | 0,008 0,067 | 0,062 0,015 | 0,016

cs | 001 | 0008 '6':“ 0,021 | 0018 ws| 0,004 | 0005 "—‘:5- 0035 | 0033 wms.1| 0008 | 0009
Oh | 1,763 | 2,013 51 | 1877 | 186 24h | 1,829 | 1,733 a8h| 1916 | 1,905 7d | 1844 | 1,747
14,248 | 13,448 | 17,5 31,316 | 27,021 | 7,9 556 | 6,681 |37,4 53,606 | 49,764 | 4,66 12,337 | 1242

10,5

42

20,2

Figura 24. Analise das amostras em gel de agarose.

Fonte: Elaborado pelo autor. Demonstragao da analise das amostras preliminares em
gel de agarose previamente realizada, para posterior etapa de padronizagédo dos
primers de interesse e plaqueamento e analise da expressdo génica dos grupos
experimentais.
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4.13 PADRONIZACAO DOS PRIMERS DE INTERESSE
Os oligos foram padronizados de acordo com os parametros estabelecidos pelo

manual do kit GoTaqg@1-Step RT-gPCR System (A6020 - Promega®), em conjunto

com os parametros de temperatura de anelamento e condigbes individuais de cada
primer, estabelecidos previamente a aquisicdo dos mesmos.
Para esta etapa os principais testes foram de diferentes diluicbes de oligos e

de RNA, onde finalmente foi estabelecida a quantia de 10 uL da solugcdo GoTaq®

gPCR Master Mix 2x, 4 uL dos primers Forward e Reverse referente a cada oligo de
interesse, 4 uL de RNA (com os valores de concentracdo das amostras entre 100 e
200 ng/uL) e 2 uL de agua ultrapura presente no kit, desta forma, para cada pogo foi
utilizado um total de 20 uL de solugdo. Além disso, para os controles negativos foi

adicionado 4 uL de agua ultrapura no lugar do RNA.

Figura 25. Modelo de curva utilizado para padronizagéo dos primers de interesse.
Amplification Plot

/
— //\ .//\\/\ .1./

2

w
e

o

*

(=]

20 25
Cycle
@ |GF

Fonte: Elaborado pelo autor. Foram organizadas duplicatas com diferentes volumes de
RNA, no exemplo para o IGF foi selecionada a curva com 4 uL (representadas pelas
duas curvas centrais). A curva de melt também foi analisada para dar continuidade ao
processo de padronizagao.
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4.13 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA

Foram realizadas as analises dos oligos referentes a GAPDH, B-actina, IGF, TGF-
B, S100, NG2, NRG1, Agrin e AChR-a (Figura 26). Para os demais oligos propostos
(CD34, PDGFR-a, MUSK, LrP4, GPr126), foram realizados os desenhos dos mesmos, a
tentativa de padronizacdo com as adaptacdes possiveis, inclusive na temperatura de
anelamento (62 C° a 55 C°) e analise destes dados, porém apds 3 tentativas, os mesmos

nao apresentaram curvas que puderam ser consideradas e analisadas.

Os oligos GAPDH e B-actina apresentaram valores de amplificacdo e foram
utilizados como normalizadores para a obtencdo e analise estatistica dos dados de

expressao génica.

A expressao génica do primer AChR-a, associado aos receptores de acetilcolina,
apresentaram reducéao nos periodos de LMOh e LM24h, e retorno em LM48h, ja no Grupo

7d os valores de média se apresentaram proximos aos do Grupo C.

Para a analise de NG2 foi constatado o aumento da expressao génica em todos
os periodos pos lesdao, com aumento significativo no Grupo LM48h (p<0.05), este pode

ser correlacionado com S100, por serem fatores expressados pelas CPS.

Para os valores de média da expressao génica de IGF, o Grupo LMOh apresentou
breve reducdo, ja em LM24h houve aumento dos valores de média, porém nao
significativo, uma redugao acentuada em LM48h e breve aumento, mas ainda menor que

os valores do C no Grupo LM7d.

Para o primer de TGF-f3, os grupos LMOh, LM48h e LM7d apresentaram redug¢ao
da expressao génica sem diferencas significativas, com destaque para a redugao no
grupo LM48h, ja o Grupo LM24h foi o unico dos periodos agudos que apresentou

aumento.

Os valores de expressao génica de NRG1, apresentaram valores com aumento
progressivo entre os periodos pos lesdo de LMOh a LM48h, e uma breve redugao no
Grupo LM7d, porém ainda superior ao Grupo C, com destaque para o aumento
significativo em LM48h (p<0.05) e LM7d (p<0.01).
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Os valores de média de expressao génica de Agrina apresentaram aumento
significativo e progressivo entre os periodos LMOh (p<0.05), LM24h (p<0.001) e LM48h
(p<0.001), sendo estes dois ultimos periodos os de maiores médias significativas, em
LM7d (p<0.01) houve uma breve reducédo das médias, porém ainda superiores ao Grupo
C.

Os valores de expressdo génica de S100, aumentaram no periodo LMOh, se
mantiveram ainda maiores que o Grupo C no periodo de LM24h e apdés LM48h

apresentaram redugéo, ja em LM7d retornaram aos valores de média préximos de LM7d.



81

Figura 26. Dados de expressao génica para os primers de interesse.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Grafico dos valores obtidos para expressao génica dos
oligos de interesse (AChR-a, NG2, IGF, TGF-3, NRG1, Agrina e S100), dos grupos de
lesdo muscular. NG2 - C#LM48h (p<0.05)*; NRG1 - C#LM48h (p<0.01)* C#LM48h
(p<0.05)*; Agrina - C#£LMOh (p<0.05)*, C#£LM24h e C#LM48h (p<0.001) ***, C#£LM7d
(p<0.01)**. Para as variaveis de expressdo génica foi realizada a analise estatistica
ANOVA One-way com pos-teste de Tukey e nivel de significAncia estabelecido em
p<0.05.
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5. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo revelaram os efeitos agudos da lesdo muscular
em modelo experimental, ao apresentar sua repercussdo qualitativa em relacdo a
disposigao dos nucleos celulares, formagao de regides fibréticas e consequentemente
concentragao nuclear regionalizada comprovada quantitativamente com analise da area
destas variaveis. Além disso, foi possivel observar a manuteng¢ao dos receptores pos-
sinapticos e dos canais de calcio com a rapida recuperacao estrutural e a repercussao
degenerativa dos receptores pos-sinapticos (AChR) que mesmo apos 7 dias, n&o
retornaram ao aspecto padrdo. Quanto aos elementos celulares da juncado
neuromuscular, as CPS foram identificadas em todos os grupos experimentais em
adaptagao conforme observado nos receptores pos-sinapticos. De forma inédita foram
identificados os teldcitos, que conforme as analises de imunofluorescéncia, cultivo
celular e citometria de fluxo foi possivel verificar seus diferentes aspectos de distingao
quanto as CPS, o que pode determinar sua relacdo com os kranocitos, e assim sua
redefinicdo como 4° elemento da JNM. Por fim quanto a analise de expressao génica, os
resultados significativos demonstraram o aumento de NG2 (em 48h) e S100 (0Oh)
relacionados as CPS e a reducgao da subunidade alfa dos receptores pds-sinapticos
(AChR-a) em todos os periodos.

A massa corporal dos animais apresentou redugao significativa no Grupo LM24h,
este fato demonstra por consequéncia uma possivel alteragdo de mobilidade diante da
les&do em estagio agudo, em conjunto com os fatores inflamatorios e atroficos promovidos
pelo processo como ja determinado na literatura (GROGAN; HSU; SKELETAL TRAUMA
RESEARCH CONSORTIUM, 2011). Os demais grupos mantiveram os valores de massa
corporal progressivos frente, mesmo durante o processo regenerativo e devido a rapida
atividade metabdlica de desenvolvimento dos animais (BEHM, et al., 2016).

Em relacdo a massa do musculo gastrocnémio, todos os grupos apresentaram
aumento progressivo, possivelmente promovido pelo ganho de massa corporal padréo
nos animais em conjunto com os efeitos resultantes do processo inflamatério
apresentado também pelo aumento em 48h, mesmo n&o significativo, da expresséo
génica de IGF e de TGF, provenientes do processo regenerativo decorrente durante os
periodos pés lesdo (ROMAN e MUNOZ-CANOVES, 2022, MOISEEVA et al., 2023).
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Nas analises de microscopia de luz foi possivel evidenciar os efeitos pré e pds
inflamatoérios que acarretaram adaptagdes teciduais (tecido muscular e conjuntivo
associado) e nucleares com aumento de regides fibréticas e acumulos nucleares
regionalizados, tais alteragbes corroboram com as adaptag¢des apresentadas em estudos
com distrofia muscular (CURY et al., 2018), crio lesdo semelhante ao protocolo realizado
com maior grau de invasividade e analisado em diferentes periodos (HARDY et al.,
2016), e tratamento com laser (GARCIA et al., 2017), que promoveram o processo lesivo
e evidenciaram acumulo de tecido conjuntivo associado em conjunto com a alta atividade
celular promovida pelo processo degenerativo e regenerativo muscular através da
formacéo do infiltrado celular.

Além da identificagdo das regides de infiltrado celular e de fibrose tecidual, foi
possivel observar a relagéo entre IGF e TGF- na analise de expressao génica, estes
fatores ndo apresentaram diferenca estatistica, entretanto podemos destacar o aumento
de TGF-B no periodo de 24h, onde foram identificadas as primeiras regides de formagéao
de fibrose tecidual, associada a reducao no periodo de 48h e 7d onde ocorreu a redugao
da expressao génica e o desaparecimento destas regides, o que corrobora com o papel
deste fator de crescimento no processo inflamatoério e na formacgao de fibrose tecidual
com seu aumento e a redugao associada ao inicio do processo regenerativo (BRZOSKA
et al., 2011; MACDONALD;COHN, 2012) e redugéo das regides de infiltrados celulares
compostos por células imunes e células satélites que se diferenciaram no periodo de 24h
e 48h para formagao de novas fibras apresentada em 7d (CIEMERYCH et al., 2011;
DELANEY et al., 2017).

Além das adaptacdes quanto ao processo inflamatodrio, foi possivel observar o
processo regenerativo das fibras musculares com nucleos centralizados nas fibras
principalmente nos grupos 24h e 48h, e o aumento dos nucleos na regido do ventre
muscular, processo recorrente observado neste tipo de lesdo decorrente da homeostasia
musculo esquelética que promove sua adaptagcao e determina sua plasticidade com a
migracgao das células satélites para formagéo de miotubos (COSTAMAGNA et al., 2015;
YUNG e HU, 2018), apresentados por meio da quantificagdo da area em micrémetros e
porcentagem destes elementos em modelo experimental de treinamento em escada
vertical sem carga, com carga e com a associagado destes treinamentos (PIMENTEL
NETO et al., 2022).
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Quanto a disposigéo do tecido conjuntivo associado, apos 7 dias, este apresentou
organizagao semelhante ao Grupo Controle, assim como seus valores mensurados de
area e porcentagem tecidual, porém, € importante ressaltar que houve o aumento
quantitativo principalmente 48h apds lesdo o que demonstra a rapida resposta tecidual
local em conjunto com a acdo e adaptagdo das células do tecido muscular para o
processo regenerativo orquestrado (MANN et al., 2011) que em conjunto com as células
satélites e demais células como macrofagos e fagécitos (TEDESCO et al.,, 2017,
LORETI; SACCO, 2022), contribuiram para a rapida regeneragao neste tipo de lesdo em
periodo agudo, semelhante ao processo evidenciado por contracdo excéntrica, um
exemplo comum de lesdo desportiva registrada e analisada na literatura (MACKEY;
KJAER, 2017).

Deschenes et al. (2023) demonstraram nos musculos plantar, séleo e extensor
longo dos dedos em grupo Controle as mensuragdes isoladas das variaveis pré-
sinapticas (Basson) e canais de calcio (P/Q) e sua relagdo com uso de dupla marcagao
através da técnica de imunofluorescéncia, para apresentar sua relagao e possibilidade
de analise individual e conjunta, e determinar sua relevancia quanto a adaptagao pre-
sinaptica. Diante disso nosso estudo foi adaptado para demonstrar individualmente a
repercussao destas estruturas frente ao processo de lesdo muscular.

Em relagdo aos aspectos morfologicos e as variaveis dos receptores pré-
sinapticos analisadas por meio das mensuragbes das imagens obtidas com a
imunomarcacao do anticorpo anti-Bassoon, pudemos observar o aumento no Grupo Oh
da area dos receptores com reducdo nos periodos posteriores, até o retorno a
conformacgéo préxima ao Controle no grupo 7d o que pode determinar a rapida adaptacgéao
ao estimulo deletério, assim como a rapida manutencao desta regido que contribui com
o auxilio para abertura dos canais desta regido como descrito por Block-Gallego et al.
(2014), e associado aos canais de célcio (P/Q) analisados e que também apresentaram
rapida adaptacdo e alteracbes semelhantes, tais adaptacbes sio relatadas por
Deschenes et al. (2023) como necessarias devido a dependéncia destas consideradas
zonas ativas para a liberagao das vesiculas (ACh) o que consequentemente promove o
retorno da transmissdo de impulsos nervosos padrdao que caso nao ocorra pode

comprometer a funcionalidade tecidual.
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Em relagdo ao perimetro encontramos uma distingdo dentre estas estruturas que
apresentaram redugao em Oh e 24h, o rearranjo em 48h e a compactagcédo em 7d, ou
seja, a area destes receptores foi comprometida em periodo agudo, porém sua estrutura
foi mantida frente ao acometimento, relacionado também aos dados obtidos em relagéo
ao diametro e a dispersdo da regido analisada que se mantiveram sem diferengas
significativas quanto as variaveis analisadas estatisticamente, distinto do encontrado em
modelo experimental de treinamento em esteira motorizada, considerado treinamento de
endurance (realizado em 10 semanas) em ratos idosos e jovens que apresentam
aumento consideravel desta variavel (DESCHENES et al., 2016), e frente ao desuso em
modelo de suspensdo dos membros posteriores utilizado para conferir esta condigcéo
frente a atrofia muscular, onde esta variavel praticamente se mantém mesmo frente as
condi¢gdes do protocolo nos musculos soéleo, plantar e extensor longo dos dedos
(DESCHENES et al., 2018).

A reducédo desta zona ativa onde se localizam os receptores pré-sinapticos ocorre
principalmente frente ao envelhecimento tal alteragdo no numero de zonas ativas é
precipitada pela degeneracdo seletiva das proteinas que compdéem a zona ativa
(NISHIMUNE et al., 2016; CHEN et al., 2012), como consequéncia do transporte axonal
em degeneracgao (MILDE et al., 2015), desta forma a faixa etaria do modelo experimental
pode ter contribuido com a rapida regeneracdo assim como o fato da lesdo ser
diretamente aplicada ao tecido muscular.

Os canais de calcio, apresentaram a redugdo tanto de sua area, perimetro e
diametro mesmo que de forma sutil no periodo de 24h, porém, 48h apds a lesdo sua
estrutura assim como sua area composta pelos receptores praticamente retorna a
conformagéo padrdao, o que demonstra sua alta capacidade de reorganizagao para
manter ndo sé a estrutura mas a funcionalidade destes canais que sdo de suma
importancia para as respostas frente aos estimulos que constantemente influenciam o
sistema neuromuscular como descrito por Day et al. (1997) frente ao influxo e efluxo de
calcio para a transmissao de impulsos nervosos do terminal axonal para o sarcolema da
fibra muscular.

Os canais de calcio (P/Q), analisados neste estudo, atuam como canais de calcio
dependentes de alta voltagem e contribuem para a exocitose das vesiculas de ACh nos
terminais sinapticos (NIMMRICH; GROSS, 2012). Em nosso estudo a estrutura dos
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canais manteve a dispersdao estrutural frente a variavel analisada semelhante ao
decorrente com a dispersao dos receptores pré-sinapticos (BASSOON) o que mais uma
vez demonstra sua relagao estrutural, funcional e molecular como ja descrito por
Nishimune et al. (2012) e consequentemente sua dependéncia frente a regido onde s&o
encontrados (CHEN et al., 2011).

Os receptores poés-sinapticos (AChR) foram as estruturas mais comprometidas
frente ao protocolo de lesdo proposto devido a lesdo direta na regido do ventre muscular,
onde estes estdo localizados e consequentemente sdo os mais comprometidos como ja
evidenciado por YIN et al. (2019) e constatados morfoquantitativamente em nosso
estudo.

Os receptores apresentaram redugao progressiva de sua area até o periodo de
48h, e mesmo apods 7d nao retornaram aos padrdes encontrados no Grupo Controle,
devido ao extenso comprometimento estabelecido e mesmo frente ao processo
regenerativo no tecido muscular que afeta diretamente a estrutura do sarcolema, como
ja apresentado na literatura em animais saudaveis comparados ao modelo de distrofia
muscular e em modelo de distrofia muscular associados a lesdo muscular que frente a
degeneracgao progressiva apresentaram reducao expressiva da estrutura da JNM frente
ao acometimento do musculo analisado (PRATT et al., 2013; aPRATT et al., 2015).

Os resultados obtidos frente as variaveis mensuradas dos receptores AChR
corroboram com o identificado quanto ao nivel de expresséo génica de AChR-a, principal
subunidade presente e integrante destes receptores (WITZMANN; SAKMANN, 1991),
que se mantiveram reduzidas mesmo apds 7d, e demonstra o amplo comprometimento
nao sé morfoldégico mas a nivel molecular desta regiao frente ao protocolo de leséo, que
podem afetar a funcionalidade muscular (AWAD et al., 2001) devido ao
comprometimento ja constatado nas membranas presentes nesta regido (PACINO et al.,
1996; MOREIRA-PAIS et al., 2022).

Os receptores pos-sinapticos apresentam alta plasticidade frente a repercussao
do tecido muscular analisado o que altera a recepcgao das vesiculas de AChR, e que
possibilitam a agdo da contragdo muscular, ja constatado em protocolo de treinamento
de endurance em modelo experimental de ratos Wistar adultos e idosos, onde foram
analisadas as alteragdes nos tipos de fibra muscular, nas ramificagcbes dos nervos

periféricos e nos receptores de acetilcolina dos musculos plantar e extensor longo dos
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dedos, e que apresentaram aumentos significativos das variaveis analisadas em
conjunto com a compactagdo das JNMs no musculo plantar e a manutengdo dos
receptores sem dados significativos para o musculo extensor longo dos dedos
(DESCHENES et al., 2016), resultados diferentes dos observados em nosso protocolo
de lesao muscular, onde obtivemos a redug¢ao das variaveis de interesse.

Em experimento realizado com protocolo de alongamento, treinamento resistido
em escada vertical e com a associagao destes protocolos nos musculos plantar e séleo
foram analisadas variaveis semelhantes ao do presente estudo, o alongamento
promoveu aumento significativo apenas nas variaveis de perimetro e na contagem de
clusters, variavel ndo considerada no nosso estudo, ja o treinamento resistido isolado
promoveu o aumento significativo das variaveis dos receptores pds sinapticos apenas,
enquanto os protocolos associados apresentaram aumento na area corada dos
receptores e na compactagcdo da JNM, todos no musculo plantar, por outro lado o
musculo séleo ndo apresentou adaptagdes significativas (JACOB et al., 2022), o que
pode demonstrar a relagdo do musculo ativado ou repercutido pelo protocolo, como
proposto em nosso estudo em lesao direta no musculo a ser analisado para destaque de
suas alteracoes.

Por outro lado em modelo experimental realizado com treinamento resistido com
carga, sem carga e associados em analise do musculo biceps braquial de ratos Wistar,
foram observadas o aumento da area de seccdo transversa das fibras Tipo | e Tipo lIx e
a reducdo mesmo que néo significativa das variaveis dos receptores pds sinapticos, com
a redugao significativa da dispersédo desta estrutura, o que demonstra a compactacéo
desta regiao frente ao protocolo e ao estimulo especifico executado por este musculo do
membro dianteiro dos animais (PIMENTEL NETO et al.,, 2021), em nosso estudo
observamos apenas a redugcdo das estruturas mas ndo a compactacdo destas
analisadas com uso da variavel de dispersao, o que representa os fatores prejudiciais e
degenerativos da lesao.

Em protocolo de salto vertical em modelo experimental foi utilizado o musculo
gastrocnémio, como em nosso estudo, para analise das variaveis de interesse, frente ao
treinamento ocorreu a redugao de todas as variaveis analisadas (ROCHA-BRAGA et al.,
2024), com destaque para a redugao significativa da variavel do perimetro total que

demonstra a redugcdo e compactacao desta regido, com a priorizacdo da sinalizagao
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nervosa para as fibras musculares requisitada frente ao modelo, semelhante ao
decorrente em nosso protocolo, nos periodos Oh e 24h, onde a redugao pode determinar
o rearranjo para as fibras que permitem o movimento, mesmo que limitado, mas funcional
para a deambulagdo do animal.

A organizacgao e o rearranjo das estruturas pdés-sinapticas ocorreram frente ao
processo degenerativo e regenerativo com redugao nos periodos mais agudos (Oh a 24h)
como ja destacado e retorno apds 7 dias, essa regido tende a redugéo de suas variaveis
frente a acometimentos lesivos a curto e longo periodo como ja constatado em modelo
experimental de imobilizagcdo associada a recuperacdo com implemento de protocolo de
natacdo (ROCHA et al., 2020), onde o processo de imobilizagcdo promoveu amplo
remodelamento das JNMs em conjunto com a redugao da area de seccgao transversa das
fibras musculares analisadas por tipo de fibra e retorno apés o protocolo de recuperagao
feito em meio aquatico.

Frente a identificacdo e descricdo das CPS observamos a compactacédo destes
elementos que acompanham a estrutura da jungdo neuromuscular, e devido a sua
funcdo, contribuem com a manutengdo ao seguir as adaptagdes estruturais da placa
motora devido ao seu acoplamento na regido como observado por Ko; Robitaille (2015)
e Alvarez-Suarez et al. (2020) em ampla revisao sobre estes elementos celulares que
abordam sua fungdo multipla frente as repercussbes e adaptagbes da juncgéo
neuromuscular, e consequentemente a sua importancia quanto a localizacdo nesta
regiao.

O nivel de agravamento da lesdo proporcionada, considerada leve
(CONTRERAS-MUNOZ et al, 2015), ndo promoveu alteragbes morfoldgicas
consideraveis nas CPS que diante de sua fungcdo na preservacédo da integridade e
funcionalidade da JNM se mantiveram com pequenas alteragcdes observadas, diferentes
do comprometimento decorrente da lesdo nervosa periférica onde esta célula foi
analisada por Kang et al. (2003) e Bosch-Queralt et al. (2023) frente a este acometimento
e atuaram como elementos compactadores e de suporte e protecdo da JNM, atuando de
forma mais acentuada no processo regenerativo.

As Unicas alteracbes observadas e caracterizadas em nosso estudo em relagao
as CPS e o processo de lesao foram a compactagéo destas células em conjunto com os

receptores pos-sinapticos nos periodos de Oh e 24h, o que coincide com os fatores de
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suporte e protecdo que estes elementos propiciam na regido da JNM descritos por
GOULD et al. (2025) em recente revisao, onde é ressaltada a importancia de sua fungao
para a JNM e a necessidade das futuras analises quanto a esta célula.

Em relagéo a expresséo génica analisada das CPS, foram selecionadas os oligos
S100 e NG2. A expressao génica de NG2 apresentou aumento progressivo e significativo
em 48h, ou seja, 0s genes destes elementos celulares aumentados determinam a agao
protetiva das CPS quanto a redugdo da expressido de AChR-a, para proporcionar o
suporte e auxiliar no processo de recuperagao da estrutura da JNM, como ja constatado
em diferentes estudos relacionados a fungdao destas células e sua atuagdo no
remodelamento da JNM (SUGIURA; LIN, 2011).

Em nosso estudo, os teldcitos foram encontrados de forma inédita adjacentes e
coabitando as jungdes neuromusculares na regidao da matriz extracelular. Por meio da
imunomarcagédo positiva com CD34, esta célula foi primeiramente descrita e
caracterizada em outros tecidos e eram denominadas como células intersticiais de
CAJAL, ou confundidas devido a sua similaridade morfoldgica e sua localizagdo com os
fibrocitos, fibroblastos e células epiteliais, porém foram renomeadas devido a
caracteristica de seus prolongamentos, € na época devido a suposigdo de que eram
células de suporte (POPESCU et al.,, 2010), como observados no presente estudo
adjacentes a JNM.

Os teldcitos ja foram associados e identificados a regides, sistemas e tecidos
similares ao tecido analisado em nosso estudo (musculo estriado esquelético) como
musculo liso (LIANG et al.,, 2019), cardiaco (MARINI et al., 2018), lingua de ratos
(musculo estriado esquelético) (ROSA et al., 2019), jungcdo miotendinea (PIMENTEL
NETO, et al., 2020) associada ao sistema nervoso central (POPESCU et al., 2012) e aos
nervos periféricos (DIAZ-FLORES et al., 2013; ZHANG et al., 2023), porém nunca havia
sido identificada e associada a JNM.

O fato de identificarmos estas células em todos os grupos experimentais, sugere
o indicio de uma conexao entre os telécitos e as CPS na JNM, que desta forma podem
ser associadas a manutencéao, funcionalidade e principalmente a manutencgao frente as
lesdes que acometem direta e indiretamente esta regido, devido a comunicagao
extracelular promovida pelo telocitos, sempre que encontrado em outros tecidos como

determinado por ampla revisdo sobre a heterogeneidade e sobre a fungdes desta célula
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CRETOIU et al. (2017), consequentemente relacionados ao processo de regeneragao
muscular (POPESCU et al., 2010), a diferentes doencas (ZHENG et al.,, 2012) e a
formacgao de nichos relacionados as células satélites (BOJIN et al., 2011).

Outra importante caracteristica frente a descoberta realizada no presente estudo
que pode determinar a relacdo e comunicagao dos telécitos com as demais células
adjacentes, se deve aos aspectos morfolégicos destas, que apresentam projegdes de
intercomunicacdo celular e a liberagdo de vesiculas extracelulares (FAUSSONE-
PELLEGRINI; GHERCIANU, 2012; EDELSTEIN et al., 2016; CHAITOW, 2017) que
consequentemente, pela associagdo com as CPS na regido da JNM podem ser
associadas e relacionadas a resposta sinaptica, manutenc¢ao e regeneragao desta (KO;
ROBITAILLE, 2015; CARR et al., 2019, HASTINGS et al., 2020),

Os kranécitos que também coabitam esta regido, primeiramente descrito e
identificados por COURT et al. (2008), inclusive com o uso do anticorpo CD34 e com
marcador especifico (2166) ndo mais produzido, também citados como elementos da
JNM por SUGIURA; LIN (2011) e LEPORE et al. (2019), foram esquecidos pelos demais
autores e pesquisadores e desta forma minimamente descritos, tendo em vista o
observado e identificado no presente estudo, a identificagdo dos telécitos nesta regido
da-nos o indicio de que na verdade estes sao teldcitos.

Na analise de cultivo celular foi possivel produzir as células de Schwann e os
telécitos separadamente e imuno marca-los por meio do anticorpo padrao para telécitos
CD34 atribuindo assim uma possivel relagdo entre estas células, porém nao foram
identificados fatores morfolégicos semelhantes. Em uma tentativa de evidenciar novos
marcadores e o isolamento para as CPS foi realizado experimento semelhante que
apresentou a expressao de S100B (marcador classico) e NG2 como marcadores
especificos das CPS (CASTRO et al., 2020).

As células cultivadas foram também utilizadas para a analise de citometria de
fluxo, que possibilitaram o entendimento quanto a distincdo entre estes elementos
celulares, que corroboram com o encontrado nas imagens imunomarcadas. Estas
células sao entdo distintas, porém atuam em conjunto, e, desta forma podem contribuir
com o fato de que os teldcitos sdo na verdade as células de suporte das CPS, funcao
semelhante a dos krandcitos identificadas por COURT et al. (2008) como 4° elemento

da JNM é de suma importancia para futuras analise quanto as alteragdes especificas e
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gerais da JNM, além disso, que estas interagem diante das adaptac¢des necessarias para

a manutencao da JNM.
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6. CONCLUSAO

Concluimos que a lesdo muscular acarretou adaptagdes morfologicas teciduais
com a identificagdo das regides inflamatorias com rearranjo nuclear e caracteristicas
fibréticas de acumulo de tecido conjuntivo associado, e apds 7 dias apresentaram
aspecto praticamente recuperado.

Quanto as variaveis das diferentes regides da jungdo neuromuscular analisadas,
todas foram afetadas, porém a regido pré-sinaptica e os canais de calcio apresentaram
uma rapida recuperagao estrutural, ja a regido poés-sinaptica foi a que apresentou
maiores alteragdes e ndo demonstrou total recuperacao mesmo apés 7 dias.

Foram identificados em todos os grupos experimentais as CPS, desta forma foi
possivel diferencia-las de acordo com sua morfologia em relagéo aos telocitos na jungao
neuromuscular. Os teldcitos foram de forma inédita identificados na regidao da juncao
neuromuscular e assim podem ser caracterizados como mais um elemento estrutural
desta importante regido microscopica e fundamentalmente funcional do aparelho
locomotor.

A técnica de cultivo celular em conjunto com a técnica de citometria de fluxo
contribuiram para a comprovagao de que as CPS nao séo e ndo possuem relagao celular
com os teldcitos e desta forma séo células individualmente especificas encontradas no
tecido muscular analisado.

Quanto aos genes analisados, a expressao génica NG2 apresentou aumento no
periodo 48h, o que apresenta a adaptagao molecular deste gene associado as CPS
frente ao protocolo, e demonstra sua atuacédo durante o processo regenerativo da JNM,
assim como o aumento de NRG1 e Agrina associados a recuperagao da regiao pos-
sinaptica.

Frente ao local onde os teldcitos foram encontrados e devido ao fato de que os
krandcitos, 4° elemento da JNM apresentado na literatura, puderam ser relacionados aos
resultados obtidos neste estudo, o indicio de que o0 4° elemento da triade sao os teldcitos,
foi ressaltado em nosso estudo, pela comprovagao da presenga destes na regidao da
JNM, desta forma, as analises quanto a este elemento terdo em projetos ja em
andamento com a implementagdo da analise da microscopia eletrénica de transmissao

que adicionara informagdes complementares a presente descoberta. E com projetos
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futuros com novas perspectiva principalmente quanto aos seus aspectos funcionais e
sua adaptagao diante de estimulos como, exercicio fisico, imobilizacdo e atrofia
muscular, para melhor entendimento quanto a possiveis tratamentos e métodos
preventivos de impactos a regido da JNM.
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APENDICE 1

Documento de aprovacdo do Comité de Etica e Uso de Animais — CEUA, IB
UNESP Rio Claro — SP, decisao CEUA n° 07/2022.

u n es a‘rf'?;'a UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA  COMISSAO DE ETICA
p “JULIO DE MESQUITA FILHO” NO USO DE ANIMAL

Campus de Rio Claro CEUA ~ 1B - UNESP - CRC

DECISAO CEUA N° 07/2022

Instituicdo; UNESP - 1B - CRC [ Departamento: Educacao Fisica
Data de Registro CEUA: 18.04.2022 |

CERTIFICADO
Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado "Telécitos e células perisinapticas de Schwann;
repercussio na jungdo neuromuscular em modelo experimental de lesdo muscular’, protocolo
n° 1037, sob a responsabilidade de Jurandyr Pimentel Neto (Pesquisador Responsavel) e Adriano
Polican Ciena (Orientador), que envolve a produgdo, manutengdo e/ou a utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794 de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagédo Animal ( CONCEA).
Subprojeto(s) vinculado(s): ==.==

| Colaboradores: -
A Comisséo de Etica no Uso de Animal - CEUA do Instituto de Biociéncias da UNESP — Campus de

Rio Claro, em sua 49° reunido ordinaria, realizada em 14.09.2022:

(x) Aprovou o Projeto de Pesquisa acima citado, ratificando o parecer emitido pelo relator.
Desde que atendidas as pendéncias apontadas na reunido (vide anexo), aprova o

0) Projeto de Pesquisa acima citado (prazo maximo de 30 dias).

() Referendou o Projeto de Pesquisa acima citado, ratificando o parecer emitido pelo relator.
Aprovou retornar ao interessado para atendimento das pendéncias encontradas (prazo

) méaximo de 30 dias).

(] Ndo Aprovou.

() Retirou, devido & permanéncia das pendéncias.

Vigéncia da autorizagdo: 01/08/2022 a 01/09/2025

Finalidade: ( ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica

Espéciefllinhagem/raga: ratos heterogénicos Wistar

Numero de animais: 80 Peso: 300g  Idade: 60 dias - Sexo: M

Origem dos animais (Informagdes sobre o fornecedor): Biotério Central da UNESP — Campus de

Botucatu
()TCC

Objetivo ( ) Mestrado

Académico: {x) Doutorado
( ) Outros — (Iniciagéo Cientifica)
() P6s- Graduagéo

Rio Claro, 14/09//2022
Lhacclos %;M Vo );uﬂem
Prof. Dr. Claudio Jose Von Zuben
Coordenador

Instituto de Biociéncias - Segéo Técnica Académica
Avenica 24-A n? 1515 - CEP 13506-900 - Rio Claro - 5.P. — Brasil - tel 19 3526-4105 - fax 19 3534-0009 - http://www.rc.unesp.br
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