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RESUMO

Resumo: O comportamento dos genes chaves relacionadas a sintese de
colageno (Ctgf, Tgf-B8, Vgf, Timp2, Mmp2, decorina, biglicana e fioromodulina)
bem como dos colagenos (Collal e Col3al) do muasculo gastrocnémio (GA)
podem ser regulados ap6s uma transecc¢do parcial do tenddo calcaneo (TC).
Estudos mostram que rupturas tendineas s@o responsaveis por adaptacdes
deletérias na massa muscular, que podem impactar diretamente na sua
funcionalidade, como o aumento de tecido conjuntivo intramuscular, reducdo do
namero de capilares no musculo, atrofia muscular bem como acumulo de
gordura intramuscular. Essas adaptac6es do musculo, podem sugerir possivel
perda funcional. O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da transecgéo
parcial no terco médio do TC sobre as propriedades moleculares que implicam
o remodelamento do musculo GA de ratos apos 3, 14, 28 e 55 dias da leséo (time
points que caracterizam as fases de regeneracdo tendinea). Materiais e
métodos: Foram utilizados 35 animais para as analises de expresséo génica do
musculo gastrocnémio no qual o tenddo do calcaneo foi submetido a transeccao
parcial. Esses animais foram randomizados aleatoriamente em cinco grupos,
com 07 animais em cada grupo: Grupo controle sem transeccéo parcial do TC
(C), grupo 3 dias apos transeccao parcial do TC (3D), grupo 14 dias apés
transeccao parcial do TC (14D), grupo 28 dias apos transecc¢ao parcial do TC
(28D) e grupo 55 dias apos transeccao parcial do TC 55D. Esses intervalos de
tempo foram escolhidos com a finalidade de analisar as possiveis alteracdes no
musculo em diferentes fases de cicatrizacdo tendinea, apos isso, foram
extraidos o musculo gastrocnémio dos animais e realizado a extracdo de RNA,
cDNA e gPCR para andlise da expresséo dos seguintes genes: Ctgf, Tgf-8, Vdf,
Timp2, Mmp2, decorina, biglicana e fiboromodulina bem como dos colagenos
(Collal e Col3al). Resultados: Observamos que trés dias ap0s a transeccao
parcial do TC ocorreu aumento nos niveis de RNAm de Collal na MEC do
musculo GA, quando comparado ao grupo 55D. No grupo 3D, ocorreu maior
expressdo génica do Tgf-8 e Ctgf quando comparado ao grupo 28D.Trés dias
apos a transeccao parcial do TC, observamos maior expressao génica de Mmp2
guando comparado ao grupo C. Observamos também que trés dias apos a

transeccdo parcial do TC, ocorreu maior expressao génica de Timpl quando



comparado ao grupo C e quando comparado ao grupo 14D.Verificamos que no
grupo 3D apods a transeccédo parcial do TC, ocorreu maior expressao génica de
Timp2 quando comparado ao grupo C e ao grupo 55D. Ainda observamos que
trés dias apos a transeccado parcial do TC, ocorreu maior expressao génica de
biglicana quando comparado ao grupo C, ao grupo 14D e ao grupo 28D.
Conclusao: O presente estudo fornece informagOes importantes sobre os
mecanismos relacionados a homeostasia da MEC do musculo mediante uma a
lesdo tendinea. Bem como, traz evidéncias da importancia da area béasica e do
vinculo entre musculo e tendé@o para desenvolver estratégias mais apropriadas
na reabilitacdo em condicdes clinicas relacionadas a lesédo tendinea.

Palavras-chave: interacdo musculo-tendao, expressao génica, lesdo tendinea,
tendao calcéneo, transeccao parcial tendinea.



ABSTRACT

Abstract: The behavior of key genes related to collagen synthesis (Ctgf, Tgf-g,
Vgf, Timp2, Mmp2, decorin, biglycan, and fiboromodulin) as well as collagen
(Collal and Col3al) from the gastrocnemius muscle (GA) can be regulated after
a transection partial calcaneal tendon (CT). Studies show that tendon ruptures
are responsible for deleterious adaptations in muscle mass, which can directly
impact its functionality, such as increased intramuscular connective tissue,
reduced number of capillaries in the muscle, muscle atrophy as well as
intramuscular fat accumulation. These muscle adaptations may suggest possible
functional loss. The aim of the present study was to evaluate the effect of partial
transection in the middle third of the CT on the molecular properties that imply
the remodeling of the GA muscle of rats after 3, 14, 28 and 55 days of injury (time
points that characterize the phases of tendon regeneration). Materials and
methods: 35 animals were used to analyze gene expression of the
gastrocnemius muscle in which the Achilles tendon was submitted to partial
transection. These animals were randomized into five groups, with 07 animals in
each group: Control group without partial CT transection (C), group 3 days after
the partial transection of the AT (3D), group 14 days after the partial transection
of the AT (14D), group 28 days after the partial transection of the AT (28D) and
group 55 days after the partial transection of the AT (55D). These time intervals
were chosen to analyze the possible changes in the muscle in different phases
of tendon healing, after which the gastrocnemius muscle of the animals was
extracted and RNA, cDNA, and qPCR extraction performed for analysis of the
expression of the following genes: Ctgf, Tgf-B, Vgf, Timp2, Mmp2, decorin,
biglycan, and fibromodulin) as well as collagen (Collal and Col3al). Results:
We observed that three days after partial transection of the Achilles tendon, there
was an increase in Collal mRNA levels in the ECM of the GA muscle, when
compared to the 55D group. In the 3D group, there was greater gene expression
of Tgf-B and Ctgf, when compared to the 28D group. Three days after the partial
transection of the AT, we observed greater gene expression of Mmp2 when
compared to group C. We also observed that three days after partial transection
of the AT, there was greater gene expression of Timpl when compared to group
C and when compared to the 14D group. We found that in the 3D group after
partial transection of the AT presented a higher gene expression of Timp2, when
compared to the C group and the 55D group. We also observed that three days
after the partial transection of the AT, there was greater gene expression of
biglycan when compared to group C, group 14D, and group 28D. Conclusion:
the present study provides important information about the mechanisms related
to the homeostasis of the muscle ECM through a tendon injury. In addition, it
brings evidence of the importance of the basic area and the link between muscle
and tendon to develop more appropriate strategies in rehabilitation in clinical
conditions related to tendon injury.



Key words: muscle-tendon interaction, gene expression, tendon injury, Achilles
tendon, partial tendon transection.
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1. INTRODUCAO

1.1. INTERACAO MUSCULO-TENDINEA

Estudos da década de 70 j& demonstravam essa relacdo ao mostrar que
embrides de galinha expostos ao D-tubocurarine (inibidor de acetilcolina e,
consequentemente da contragdo muscular), n&o apresentavam 0
desenvolvimento completo do tend&o durante a embriogénese(Beckham et al.).
Foram demonstradas alteracdes morfolégicas e mecénicas em relagcdo a
diminuicdo do comprimento e espessura muscular apos lesdo tendinea seguida
de reparo cirargico e também alteracfes de vias de sinalizacdo do colageno | e
lll e nos componentes mecanicos da MEC do tenddo em resposta a lesdo do
musculo gastrocnémio em ratos, mostrando que essa interacdo € importante
tanto para a cinética, quanto para a formacao e manutencao do tendao(Beckham
et al.; Peng et al., 2017; Barin et al., 2019). Para compreender a interacédo entre
musculo e tenddo, é importante relembrar o conceito da juncdo miotendinea
(IMT).

A juncao miotendinea é uma regido de conexao entre 0 musculo esquelético
e o tendao(Valdivia et al., 2017).. Nessa regido, toda forca produzida pela
contracdo muscular é conduzida através das proteinas contrateis musculares
para o tendao, possibilitando a transmissao de grandes forcas entre essas duas
estruturas4,5. Essa conexao é formada por fibrilas de colageno localizadas no
tenddao que invadem regides de “dobras” localizadas na superficie celular do
musculo. A MEC da JMT é rica em componentes que favorecem uma forte
conexdo entre os filamentos de actina e as fibrilas de colageno, sendo as mais
comuns a laminina, as integrinas, vinculina e fibronectina. Essa regido é
altamente plastica, porém fraca, quando comparado a outras regibes do
complexo musculo-tendineo, sendo assim mais suscetivel a les6es. Estudos
recentes mostram que o treino excéntrico de alta intensidade é capaz de prevenir
0 aparecimento de lesfes nessa regido (Jakobsen e Krogsgaard, 2021).

A mecanotransducdo é um processo essencial para a manutencédo saudavel
do tecido, onde um estimulo mecéanico externo é percebido e transmitido para

dentro da célula, sendo esse mecanismo o responsavel pela resposta celular aos

17



estimulos mecanicos externos, é responsavel pelo inicio de diversas cascatas
de sinalizacg&o intracelular que podem levar a produgao de constituintes da matriz
extracelular (MEC) (Sk et al., 2020). Os sinais mecéanicos s&o transmitidos de
forma bidirecional ao tecido via receptores de superficie celular de adeséao
(integrinas), que conectam o citoesqueleto intracelular & matriz extracelular
(MEC) e permite essa troca de sinais entre os dois meios (Franchi et al., 2007).
Ha relatos em estudos em que o estimulo mecénico provocado pela
contracdo muscular voluntaria é capaz de aumentar forca, rigidez e quantidade
de colageno no tendao (Heinemeier et al., 2013). A resposta tendinea a carga
muscular a nivel morfolégico e molecular também foi demonstrada com o
aumento em espessura do tenddo, aumento da expressao de proteinas
estruturais como os colagenos (Collal, Colla2, Col3al), fatores de crescimento
(Ctgf, Tgf-B e sua via de sinalizacdo via SMAD2/3, Igf-1, Vegf) e fatores de
transcricdo (Scleraxis, Mohawk e EGR1) que sdo essenciais na regulacao do
remodelamento da MEC tendinea (Egger and Berkowitz, 2017).

1.2. TENDAO

1.2.1. Estrutura e funcéo

O tenddo é uma estrutura que liga o tecido O0sseo (periosteo) ao tecido
muscular), com uma funcdo mecéanica importante de propagacao de forca entre
essas duas estruturas, absorcdo de cargas impostas sobre o segmento,
ampliacdo de poténcia e geracdo de energia mecanica a partir de energia
elastica, entre outras (Wang, 2006; Nourissat et al., 2015).

A complexidade de funcdes do tecido tendineo depende de sua constituicao
e organizacdo estrutural (Andarawis-Puri et al., 2015). Os tendfes séao
organizados de forma hierarquica: O tropocolageno é formado por um conjunto
de cadeias peptidicas, dando origem as microfibrilas de colageno, que juntas
formam as fibrilas de colageno e assim, formando as fibras, fasciculos e unidade
tendinea (Peng et al.,, 2017). O paratenddo € a primeira camada de tecido
conjuntivo que reveste o tenddo permitindo uma maior movimentacgéo do tecido,

seguindo, temos o epitenddo que esta localizada externamente ao paratendéo e
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reune o endotendéo que reveste cada fibrila de colageno e acomoda a passagem
de nervos e vasos (Galloway et al., 2013).

O tendd@o é um tecido especializado, que suporta forcas compressivas, de
cisalhamento e tensdo, isso se d& principalmente pela constituicdo e
organizacdo dos seus componentes estruturais que sS&0 em sua maioria
formados pela matriz extracelular (MEC) e células especializadas (fibroblastos,
mastocitos, células endoteliais, adipdcitos e células-tronco do tendao (TSCs)
(Wang, 2006). O meio celular do tenddo é composto principalmente por
fibroblastos, essa célula tem funcgéo principal de divisdo celular, producdo de
constituintes da MEC e quando maduros perdem essa capacidade sintetizadora
e passam a ser chamados de fibrécitos (Galloway et al., 2013). Os fibrécitos ou
tendcitos estédo posicionados ao longo das fibras de colageno, apresentam um
mecanismo de comunicacdo célula com célula extremamente especializado,
permitindo a interagdo em diversos planos do tecido favorecendo o
remodelamento tecidual (Wang, 2006).

A matriz extracelular do tenddo é constituida por proteinas fibrosas, que
oferecem ao tecido a caracteristica de resisténcia as cargas impostas (colageno,
fibronectinas, mucopolisacaridos),proteinas elasticas que conferem elasticidade
ao tecido (elastina, fibrilina, oxitalanicas, elauninicas) e substancia fundamental,
gue compreende um conjunto de moléculas hidratadas (proteoglicanos,
glicosaminoglicanos (GAG) e glicoproteinas) que oferecem lubrificacdo, barreira
imunoldgica ao tendao, auxiliam na aderéncia célula-substrato e facilitam a
migracao celular (Wang, 2006; Mukund e Subramaniam, 2020) .

Em relacéo aos proteoglicanos (PGs), podemos dar destaque aos pequenos
proteoglicanos ricos em leucina (SLRPs) como a decorina, biglicana e a
fibromodulina, pois pela sua localizagéo entre as fibras de colageno, oferecem a
MEC organizacao, auxiliam na fibrilogénese e coordenam a espessura das
fibrilas de colageno (Galloway et al., 2013; Nourissat et al., 2015; Peng et al.,
2017), ja foi demonstrado que na auséncia da decorina, houve formacéo
inadequada de componentes da MEC tendinea como, por exemplo, das fibrilas
de colageno (Zhang et al., 2005).

Dentre a proteina mais abundante da MEC do tenddo esta o colageno, que
compreende 86% a 95% do tendao, ele se apresenta em forma de fibrilas

alongadas e alinhadas paralelamente ao sentido da forca aplicada do musculo
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gue favorece a resisténcia do tendao diante das forgcas impostas(Lavagnino et
al., 2015). Dentre os colagenos, o colageno | é o mais presente na MEC,
correspondendo a quase 90%, sendo o tipo mais rigido e resistente de colageno,
seguido do tipo Il (10%) que esta presente em maior quantidade no epitendao e
endotendao, suas fibras tém uma maior capacidade de extensibilidade e sua
sintese e degradacdo € maior principalmente em lesdo tendinea recente
(Mukund e Subramaniam, 2020).

Em relacdo aos componentes moleculares do tenddo, alguns fatores de
transcricdo ganham destaque, dentre eles, o fator de transcricdo scleraxis, por
ser essencial no processo de proliferacédo e diferenciacdo dos tendcitos, tendo
em vista que na sua auséncia ha alteracdes deletérias na MEC tendinea como
atrofia, desarranjo e atenuacéo da expressao do colageno do tipo | (Galloway et
al., 2013). Ja o fator de transcricdo Mohawk (Mkx) atua durante o processo de
formacao e maturacéo do tend&o e junto ao Smad?2/3 (transdutores de sinal para
o fator de crescimento transformador beta (Tgf-B) vai atuar na regulacdo da

sintese de componentes da MEC (Egger e Berkowitz, 2017).

1.2.2. Resposta tendinea a estimulos mecanicos musculo-dependente

A carga mecanica gerada a partir da contracdo muscular ou a auséncia
dessas cargas (como no caso de tendinopatias e rupturas tendinea) sdo capazes
de modular a MEC tendinea (Docheva et al., 2015; Thomopoulos et al., 2015). A
partir dessa premissa, diversos pesquisadores se dedicam a mostrar essa
relacdo. Ja foi demonstrado que embribes de galinha expostos ao D-
tubocurarine (inibidor de acetilcolina e, consequentemente da contracéo
muscular), ndo apresentaram o desenvolvimento completo do tend&o durante a
embriogénese(Beckham et al.). Um estudo com camundongos demonstrou que
a corrida em esteira foi capaz de regular positivamente a expressao de fatores
de crescimento mecéanico (MGF), melhorou o potencial proliferativo das células-
tronco do tendéo (TSCs) e aumentou a expressao de Col3al e tenomodulina
(Zhang et al., 2005).

Em humanos, a contragdo muscular de alta intensidade foi capaz de elevar o
conteudo de colageno do tipo I, enquanto a préatica de esportes de alta requisicao

muscular foi capaz de aumentar a area de seccao transversal do tenddo. Além
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do colageno, o Ctgf, Mmp-2, Timp-1, Timp-2, Vegf e lipoxigenase (Lox) parecem
ser regulados em resposta a contracdo muscular (Andarawis-Puri et al., 2015).

Em resumo, a contragdo muscular controlada é capaz de regular o
remodelamento tendineo. Esse processo tem seu inicio a partir da expressao
de fatores de crescimento pelos tenécitos em resposta a contracdo muscular,
esses fatores de crescimentos mandam sinais via SMAD 2/3 para expressao dos
fatores Mohawk Homeobox (Mkx), Escleraxia (Scx) e Ergl e,
consequentemente, resultando em resposta celulares e modificagcbes na MEC
tendinea (Docheva et al., 2015; Mukund e Subramaniam, 2020).

Diante disso, € possivel inferir que condicdes que comprometam a
completude do muasculo podem acarretar negativamente essas vias
coordenadas, influenciando a formacdo e desenvolvimento saudavel do

tenddo(Barin et al., 2019).

1.2.3. Lesao Tendinea

O tendao calcaneo (TC), popularmente conhecido como tendao de Aquiles
se origina ao final do triceps sural (musculos gastrocnémio e soleo) e se insere
posteriormente ao 0sso calcaneo atraves de uma fibrocartilagem. O TC realiza
a absorcao de energias no plano sagital e frontal, permitindo os movimentos de
dorsiflexdo, flexdo plantar, inversdo e eversdo. O TC é o mais suscetivel a
ruptura, devido a sua funcédo em unir os musculos soleo e gastrocnémio ao 0Sso
calcaneo, com fibras em varias direcdes afim de suportar a tensdo exercida por
esses musculos, sendo recorrentes as disfuncdes de tendinopatias ou leséo por
sobrecarga (Egger e Berkowitz, 2017a; Dederer e Tennant, 2019) o que, por
consequéncia, prejudica a biomecéanica ao gerar limitacdo funcional (Nourissat
et al., 2015).

Estudos prévios mostram que anatomicamente o TC apresenta uma zona em
gue o suprimento sanguineo € reduzido em uma regido onde ele se estreita,
localizada entre 2 a 6 cm acima da insercao distal deste tendao junto ao 0sso
calcaneo(Jozsa et al., 1990; Barin et al., 2019). Segundo Egger e Berkowitz,
2017, existem fatores que podem predispor lesdes neste tecido, fatores
intrinsecos como gota, distdrbios metabdlicos, distirbios do colageno, doencas

infecciosas, artrite reumatoide, insuficiéncia renal e psoriase, e fatores
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extrinsecos, como a sobrecarga do tenddo e atividades desportivas também
podem afetar o tenddo de Aquiles. Além disso, Egger (Egger e Berkowitz, 2017)
e Dederer (Dederer e Tennant, 2019) ainda complementam que medicamentos
como fluoroquinolonas podem elevar os riscos de rompimento deste tecido,
como apresentado em estudos realizados em animais (Corrao et al., 2006).
Outros fatores que aumentam as chances de rompimento do TC sao suas fibrilas
mais curtas e com orientagdo anormal, bem como sua composigéo(Jozsa et al.,
1990), além do fato de sua vascularizacao ter duas origens: pela artéria tibial
posterior, vindo através da parte medial da perna e irrigando as partes proximais
e distais do paratenénio (uma membrana constituida de duas camadas que
envolve o TC auxiliando no deslizamento), e pela artéria fibular, que vem da
regido lateral para vascularizar uma pequena area na parte medial do TC,
existindo uma area de 2 a 6 cm da insercao deste tenddo com ma perfuséo, e
por este motivo se torna um tecido sujeito a susceptivel a condi¢coes
degenerativas e rupturas (Dederer e Tennant, 2019).

A ruptura do tendédo calcaneo (parcial ou total) € uma condicdo comum, que
atinge tanto atletas preparados, quanto individuos que praticam esportes ou sao
sedentarios. Nos esportes de alto impacto, as lesées normalmente ocorrem por
sobrecarga, quando o TC é exposto a um stress muito grande relacionado a
contracdo excéntrica do musculo gastrocnémio e soleo. Além da sobrecarga,
condicbes como microtraumas repetitivos e reducdo de constituintes
colagenosos com o0 avanco da idade podem levar a condicbes degenerativas no
tecido (Thomopoulos et al., 2015; Egger e Berkowitz, 2017).Ainda ndo é bem
compreendida na literatura a ligacao direta entre tendinopatia e ruptura tendinea,
no entanto, mostra-se que tendinopatias podem ocasionar rupturas no tendao.
Estudos recentes vém teorizando possiveis explicacbes para a etiologia do
rompimento do tendao de Aquiles, teorias estas ainda em andamento (Millar et
al., 2017). Independente do fator etioldgico da lesdo do TC, todas as lesdes sdo
capazes de ativar diversas vias com o objetivo de reparo e retorno a homeostase
tecidual (Sharma et al., 2006).

Existem poucos estudos na literatura sobre o tecido tendineo quando
comparado a outros tecidos que tém origem do mesoderma. Contudo, as etapas
de cicatrizacdo desses tecidos sdo bem conhecidas e dividas em: Fase

inflamatoria que ocorre imediatamente apoés a leséo, fase proliferativa que dura
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em média algumas semanas e por fim, a fase de remodelamento que perdura de
meses a anos. Essa divisdo é tedrica, pois na pratica apesas dessas fases
apresentarem distingdes a nivel celular e molecular, como por exemplo citocinas
inflamatérias sdo mais expressas em fases iniciais, enquanto citocinas
antiinflamatérias sdo expressas em fases mais tardias de cicatrizacdo, todas
essas fases se sobrepdem, se interrelacionam e sdo dependentes até o
momento de completa cura do tecido (Sharma et al., 2006; Ho et al., 2014).

A fase inflamatéria € caracterizada inicialmente pelo aumento da
permeabilidade dos vasos daregido e presenca de coagulo, que serd umaregiao
de suporte para a atividade de células inflamatdérias e plaquetas que vao levar a
sintese de citocinas inflamatérias e fatores de crescimento como TGFp, IGF-I e
PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas), levando ao aumento da
proliferacdo de neutrofilos, macrofagos, sendo o ultimo responsavel pela
degradacéao de componenetes necroticos na regiao de cicatrizacdo (Docheva et
al., 2015; Egger e Berkowitz, 2017).

Em seguida, temos a fase proliferativa que € caracterizada por uma
ampliacdo da MEC tendinea, a partir de um aumento da expressao de fatores de
crescimento que irdo aumentar a quantidade de producéo e recrutamento de
fibroblastos (Thomopoulos et al., 2015). Nessa fase ocorre um aumento da
guantidade de células intrinsecas tendineas advindas do endotenddo e
epitenddo (Ho et al., 2014). A neoangiogénese nesse periodo de reparo é
essencial para trazer nutrientes, citocinas e oxigénio para a manutencao da
vitalidade de todas as células envolvidas e oferecer condi¢cdes favoraveis para
gue a sintese de colageno ocorra de forma saudavel (Millar et al., 2017). A
remodelacao € a ultima fase de cicatrizacdo, nela, o colageno da cicatriz passa
por um processo de reorganizacdo, onde ocorre diminuicdo das células
responsaveis pela sintese do colageno e diminuicdo da vascularizacdo(Sharma
et al., 2006; Ho et al., 2014) . As fibras de colageno passam a ser alinhadas, o
colageno do tipo 3 é substituido de forma gradual por coldgeno do tipo 1 que por
dispor de um numero maior de ligacGes cruzadas € mais resistente (Ho et al.,
2014; Leong et al., 2020). Nesse periodo,ocorre aumento da atividade das MMPs
gue degradam componentes proteicos da MEC e favorecem o remodelamento
do tecido e evita a formagdo de cicatrizes hipertréficas, fibrose tecidual e

deposicao exagerada de coldgeno (Minkwitz et al., 2017). Dessa forma, foram
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estabelecidos os time points deste estudo, a fim de analisar os genes expressos

de acordo com as fases de cicatriza¢do tendinea.

Igf-1, Tgf-B

-12, -13, -14

INFLAMAQAO PROLIFERAC}AO REMODELAMENTO
Fibroblastos e células Proliferacéo celular: Remodelamento da MEC:
inflamatorias: Igf-1, Pddf, Tgf-B, bfgf, Bmp Igf-1

Estimula e regula a

Sintese de colageno e

Término da proliferacéo

expressédo de outros componentes da MEC: celular:
fatores de crescimento: Igf-1, Pdgf, bfgf, Tgf-B Tof- B
Pdgf
Promove a angiogénese: Intercdo Célula-Matriz: Sintese de colageno do
Vegf, bfgf Tof-B, bFGF tipo 1:

Tof- B, Bmp-12,-13, -14

Tabela 1. Expresséo do fator de crescimento durante as fases de cicatriza¢do do tend&o.

IGF-1: fator de crescimento semelhante a insulina 1; Tgf-8: fator transformador de crescimento
B; PDGF: fator de crescimento derivado de plaquetas; bFGF: fator de crescimento de fibroblastos
basico;VEGF: fator de crescimento endotelial vascular; BMP: proteina morfogenética 6ssea;

MEC: matriz extracelular. Adaotado de Ho et al., 2014).

Apesar de ser em maioria decorrido da pratica de esportes, € importante
salientar que muitos fatores podem elevar as chances de rotura deste tendao,
como a composicao deste tecido e estrutura, sua vascularizacédo, sexo, idade,
biomecanica, forca e flexibilidade muscular, pré disposicdo genética além de

comorbidades que podem afetar o tenddo (Corrao et al., 2006).

1.3. MUSCULO ESQUELETICO

1.3.1. Estrutura e funcéo

7

O musculo esquelético € um tecido altamente plastico e funcional, tendo
como funcdes principais a geracdo de energia mecanica, sustentacao postural,
além de funcdes fisioldgicas que abrange desde o metabolismo, termogénese,
armazenamento de aminodcidos até secrecdo de peptideos para a sinalizacdo

celular (Grzelkowska-Kowalczyk, 2016). A organizacao estrutural do musculo é

24



basicamente composta por células musculares (fibras musculares ou miofibras)
multinucleadas dispostas em feixes e tecido conjuntivo(Heinemeier et al., 2013).
Em relacdo a composicao das fibras musculares, sabemos que ela é composta
em sua maior parte por proteinas, agua e sarcoplasma, sendo a actina e a
miosina as proteinas contrateis mais consideraveis do tecido. (Tedesco et al.,
2010; Manegold et al., 2019)

A matriz extracelular muscular reveste as fibras musculares e sao
fundamentalmente compostas por glicoproteinas, proteoglicanos, elastina e
coldgeno (Tedesco et al., 2010). Algumas das diversas funcbes da MEC
muscular sdo: oferecer ao tecido suporte estrutural ao tecido (células, vasos,
nervos), participa da formagéo, diferenciagdo e manutencdo do tecido e
possibilita a transmisséo lateral de forga contratil (Grzelkowska-Kowalczyk,
2016). O tecido conjuntivo intramuscular é formado por trés camadas que
formam uma rede continua, onde o primeiro envolve a fibra muscular
individualmente (endomisio), a segunda envolve o conjunto de fibras musculares
(perimisio) e por ultimo, a camada que recobre todo o musculo (epimisio)
(estrutura do tecido conjuntivo intramuscular representado na Figura 1), que

apresenta em sua extremidade uma ligacdo ao tendao (Peng et al., 2017).
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Figura 1. Estrutura do tecido conjuntivo intramuscular.

MEC intramuscular do musculo semitendineo, imagem obtida através da técnica de micrografia
eletrbnica apo6s a retirada das células musculares. As siglas presentes na imagem representam:
Epimisio (EP) perimisio (P) e endomisio (E) (Nourissat et al., 2015).

Dentre as proteinas mais abundantes da MEC muscular estdo o colageno | e
lll. O colageno | fornece ao tecido qualidade de rigidez e resisténcia e esta
presente em maior quantidade no perimisio, enquanto o colageno Il oferece
elasticidade ao tecido e esta mais presente no endomisio e epimisio (Sk et al.,
2020). Grande parte dos proteoglicanos (PGs) que estdo presentes na MEC
muscular sdo pequenos proteoglicanos ricos em leucina (SLRPS) como a
biglicana, fiboromodulina, lumican e decorina. Esses SLRPs estdo associados a
glicosaminoglicanos (GAGs) que constantemente exercem a funcdo de
acomodar e liberar fatores de crescimento(Kjeer, 2004a; Frontera and Ochala,
2015). A comunicacédo entre o colageno e os proteoglicanos é essencial para a
organizacgéo estrutural do tecido, por exemplo, a decorina e a biglicana podem
regular a fibrogénese do colageno do tipo I, regulando sua estrutura e funcéo
(Frontera and Ochala, 2015; Mukund e Subramaniam, 2020). Outro grupo de
proteinas relevantes na MEC muscular séo as glicoproteinas, que sédo essenciais

no processo de adesado célula-matriz (Mukund e Subramaniam, 2020).
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A homeostase entre sintese e degradacdo de componentes proteicos da
MEC é essencial para garantir que processos como migracdo, sintese de
miotubos a partir da fusdo de mioblastos e outros ocorram e favoregcam a
manutencao saudavel do tecido(Schiaffino et al., 2013). As metaloproteinases
de matriz (MMPs) sao endopeptidases dependentes de calcio e zinco que tem
como papel principal a degradacéo de componentes proteicos da MEC, apesar
dos inumeros tipos de MMPs j& mapeados, neste presente trabalho iremos dar
maior atencdo a gelatinase Mmp-2, que possui alta afinidade em quebrar
ligagcBes peptidicas entre aminoacidos de proteinas como colageno, fibronectina,
proteoglicanos e laminina(Tedesco et al., 2010), em contrapartida a atividade
das MMP’s, teremos a atividade dos inibidores teciduais de metaloproteinases
de matriz (Timps), que tém como funcdo estabilizar ou inibir a atividade
proteolitica das MMPs, é importante destacar que a Timp-1 e Timp-2 s&o
capazes de inibir a atividade de todos os tipos de MMPs. Estudos mostram que
frequentemente essas duas enzimas (Mmp e Timp) sdo ativadas juntas em
situacBes como exercicio fisico, mostrando mais uma estratégia de manutencao
da homeostase entre sintese e degradacéo (Sk et al., 2020) .

A homeostase da MEC do musculo depende da atividade de fatores de
crescimento, enzimas e proteoglicanos. Nesse contexto, o fator de crescimento
transformador beta (Tgf-gB) é ativado via SMAD que interpreta as informacdes
extracelulares, levando a ativacdo de genes especificos (Collal e Col3al) que
irdo sintetizar o colageno (Peng et al., 2017). O fator de crescimento do tecido
conectivo (Ctgf) apresenta via semelhante, onde ja foi demonstrado que a
expressdo excessiva desse gene pode provocar fibrose no tecido
muscular(Jakobsen and Krogsgaard, 2021). A regulacdo desse processo parece
depender principalmente de proteoglicanos ricos em leucina (SLRPs) que
conseguem bloquear a atividade do Tgf-B8 e do Ctgf, limitando a formacdo de
novas fibrilas de colageno, ou seja, atuando na sintese e degradacdo desse
componente da MEC(Grzelkowska-Kowalczyk, 2016). A MEC intramuscular
além de ter funcao estrutural, apresenta uma caracteristica de transmissao de
forcas lateral entre as outras fibras musculares através das ligacbes de
cisalhamento, esse evento é descrito principalmente no perimisio e endomisio
do musculo, que difere a transmisséo de forca mediada pela jun¢cdo miotendinea

ja conhecida (Barin et al., 2019). Sabemos que o musculo e o tenddo sao
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estruturas que se adaptam ao treinamento, porém também respondem de forma

negativa ao desuso (Juneja e Veillette, 2013).

1.4. RESPOSTA DA MEC MUSCULAR A ESTIMULOS MECANICOS
TENDAO DEPENDENTE

A homeostase musculo tendinea decorre de uma comunicacgéo bidirecional,
gue depende das células musculares (midcitos), migracdo de proteinas,
transmissdo de forcas e fatores de crescimento(Freedman et al., 2018). Os
genes Ctgf e Tgf-8 sdo importantes participantes da sintese do colageno da
matriz extracelular, favorecendo o remodelamento da MEC (Nourissat et al.,
2015). O gene Tgf-B com suas trés isoformas na MEC s&o responsaveis por
codificar proteinas que sao importantes durante proliferacéo, diferenciacédo e
crescimento celular, principalmente do colageno (Grzelkowska-Kowalczyk,
2016). A sobrecarga do musculo na auséncia de lesdo pode levar a hipertrofia
das fibras musculares e a remodelamento da MEC(Sk et al., 2020), em relacéo
a isso, sabemos que componentes da MEC respondem a presenca de carga por
meio da mecanotrasnducao atraves da quinase de adeséao focal (FAK), paxilina,
guinase ligada a integrina (ILK) e a proteina quinase ativada por nitrogénio
(MAPK) gue séo essenciais para converter a carga mecanica aplicada no tecido
em resposta celular. A ILK é essencial para estabilidade mecénica muscular e
na otimizacdo da adesédo célula-MEC (Jozsa et al., 1990). Estudos
demonstraram que o musculo exposto ao treino de resisténcia teve como
resposta o0 aumento da quantidade de colageno | e lll, bem como a expressao
dos respectivos genes (Alamdari et al., 2009).

Em relacéo aos eventos moleculares, o aumento em quantidade do colageno
no contexto de exposicdo a carga no tecido pode estar relacionado a uma maior
expressdo do fator de crescimento de transformacdo beta (Tgf-8 via de
sinalizacdo SMAD2/3), importante regulador de sintese proteica (Heinemeier et
al., 2013), além disso, ja foi observado que o tenddo também responde aos
diferentes tipos de contracdo (isométrica, concéntrica e excéntrica), pois 0s
mesmos foram capazes de aumentar a expressdo génica do fator de
crescimento do tecido conjuntivo (Ctgf), colageno | e Il (Heinemeier et al., 2013).

O aumento da expressado do Tgf-B nos fibroblastos esté ligado a exposicéo do
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tecido a carga mecanica, consequentemente ao aumento de componentes
estruturais da MEC, como colageno e proteoglicanos (Grzelkowska-Kowalczyk,
2016) .

1.4.1. Resposta da MEC muscular a leséo tendinea:

Apesar das evidéncias trazerem as respostas a nivel da MEC do tendao

mediante a lesdo muscular, ainda ndo h& muitas evidéncias mostrando as
alteracbes moleculares que ocorrem na matriz extracelular quando o tendao é
exposto a uma lesdo, ou seja, o0 presente trabalho tem como principio
demonstrar os possiveis mecanismos envolvidos nas modificacées que ocorrem
na MEC resultante de uma lesdo tendinea, tendo em vista a sua importancia
para a manutencdo da MEC e consequentemente no tecido, essa manutengao
depende entre a homeostase entre sintese e degradacdo dos componentes
estruturais (Wirth, 2021) .
O presente estudo poderia mostrar maneiras que as estruturas importantes pela
manutencdo da MEC do musculo se comportam com a transeccao parcial do
tendao calcaneo lesdo parcial de tenddao, como por exemplo o colageno | e lli
(Collal, Col3al) e seus importantes reguladores Ctgf e Tgf-B, essenciais para
a formacédo e remodelamento da MEC. Ja foi descrito que a imobilizacdo pode
aumentar a deposicéao de colageno da MEC do tecido muscular, podendo causar
fiborose e diminuicdo da funcédo (Jozsa et al., 1990). Porém, € escasso na
literatura quando se trata de estudos que mostrem a influéncia da leséo tendinea
na expressao de genes relacionados a estrutura da MEC muscular.

Acreditamos que, com o presente estudo, nossas descobertas fornecerdo um
avanco significativo para compreender os mecanismos relacionados com a
homeostasia da MEC do musculo exposto a leséo tendinea, tendo em vista que
cerca de 50% das lesbes que ocorrem no ambiente esportivo acometem o
tendao (Egger e Berkowitz, 2017). Promovendo conhecimento a ciéncia basica
e que, futuramente podera auxiliar teoricamente em estudos da area da saude,
principalmente relacionados a area de reabilitacdo, cooperando para a pratica
baseada em evidéncias, integrando area basicas e pratica clinica, beneficiando

o desenvolvimento cientifico e tecnolégico do pais.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o efeito da transeccao parcial realizada no terco médio do tendao
calcaneo (TC) sobre as propriedades moleculares que influenciam o
remodelamento do musculo gastrocnémio (GA) de ratos apoés 3, 14, 28 e 55 dias
da leséo (time points que caracterizam as fases de regeneracao tendinea).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a expressédo de genes chaves relacionadas a sintese de colageno
(Ctgf, Tof-B, Vgf, Timp2, Mmp2, decorina, biglicana e fibromodulina) bem como
do colageno (Collal e Col3al) do musculo gastrocnémio em diferentes fases

(3, 14, 28 e 55 dias) ap0s transeccao parcial do tendéo calcaneo.

3. METODOLOGIA

3.1. ANIMAIS

Trata-se de um estudo de carater experimental. Foram utilizados 35 ratos
Wistar, com peso médio de 250g. Os animais foram mantidos em biotério central
da Universidade de Brasilia, UnB. Eles permaneceram agrupados em gaiolas
plasticas, com livre acesso a agua e racdo peletizada, com controle de
luminosidade (ciclo claro/escuro de 12h) e temperatura controlada. Os
experimentos foram conduzidos seguindo as recomendacdes éticas do Guide for
Care and Use of Laboratory Animals (National Research Council (U.S.).
Committee for the Update of the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals. and Institute for Laboratory Animal Research (U.S.), 2011) . Todos 0s
procedimentos experimentais foram realizados com os animais anestesiados
(injecao intraperitoneal de solucdo de xylazina 12 mg/Kg/peso corporal e
ketamina 95 mg/Kg/peso corporal). O projeto foi aprovado Comisséo de Etica No
Uso De Animais (CEUA/UCB) (protocolos 028/15 e 012/19).

3.2. DESIGN EXPERIMENTAL
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Foram utilizados 35 animais para as analises de expressdo génica do
musculo gastrocnémio no qual o tenddo do calcaneo foi submetido a transecgéo
parcial. Esses animais foram randomizados aleatoriamente em cinco grupos,
com 07 animais em cada grupo: Grupo controle, sem transeccéo parcial do TC
(C), grupo 3 dias ap0s transeccdo parcial do TC (3D), grupo 14 dias apés
transeccao parcial do TC (14D), grupo 28 dias apos transeccéo parcial do TC
(28D) e grupo 55 dias ap0s transeccao parcial do TC (55D). Esses intervalos de
tempo foram escolhidos com a finalidade de analisar as possiveis altera¢des no
musculo em diferentes fases de cicatrizacdo tendinea. O desenho experimental

foi detalahado na Figura 2.
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Figura 2. Desenho experimental

35 animais formam utilizados para as andlises de expressado génica do masculo gastrocnémio
no qual o tenddo do calcaneo foi submetido & transeccdo parcial. Esses animais foram
randomizados aleatoriamente em cinco grupos, com 07 animais em cada grupo: Grupo controle
sem transeccao parcial do TC (C), grupo 3 dias apés transeccao parcial do TC (3D), grupo 14
dias ap6s transeccao parcial do TC (14D), grupo 28 dias ap6és transeccao parcial do TC (28D) e
grupo 55 dias ap0s transeccao parcial do TC 55D. Apds o time course proposto pelo presente
estudo, foram extraidos o musculo gastrocnémio dos animais e realizado a extracdo de RNA,
cDNA e gPCR para analise da expressao dos seguintes genes: Ctgf, Tgf-G, Vgf, Timp2, Mmp2,
decorina, biglicana e fibromodulina bem como dos coldgenos (Collal e Col3al).
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3.3. PROTOCOLO DE TRANSECCAO PARCIAL DO TENDAO CALCANEO

Para induzir a lesdo no tenddo do calcaneo (TC), os animais foram
anestesiados utilizando injecdo intraperitoneal de solucdo de xilazina
(12mg/Kg/peso corporal) e quetamina (95 mg/Kg/peso corporal), a pata posterior
direita foi submetida a assepsia e tricotomia. Uma transeccao parcial transversa
(aproximadamente 2/3 de profundidade de lesédo na extensao do tendao) foi
executada na regiao proximal do tenddo a uma distancia de 4 mm de sua
insercdo com 0 0sso calcaneo (Figura 3) conforme protocolo de Bortolazzo (O.
Bortolazzo et al., 2020). Posteriormente, os animais foram alocados em gaiolas
com agua e alimentacao ad libitum sendo assim observados até que o efeito do
anestésico tenha terminado.

Figura 3. Realizacdo da transecc¢éo parcial

Realizada no terco médio do tenddo calcaneo, segundo protocolo de Bortolazzo(O. Bortolazzo
et al., 2020).

32



3.4. EUTANASIA E COLETA DO MUSCULO GASTROCNEMIO (GA)

Apos o término do periodo experimental, foi realizada a coleta dos tecidos
com os animais anestesiados, utilizando-se injecéo intraperitoneal de solucao de
xilazina (12 mg/Kg/peso corporal) e ketamina (95 mg/Kg/peso corporal). Apés,
os animais foram posicionados em uma mesa cirdrgica, em decubito dorsal, com
as patas presas e mantidas em extensao para, assim, efetuar a retirada do GA.
A porcéo (superior) foi utilizada para a extracdo de RNA total. Os musculos foram
entdo congelados e armazenados em freezer a —86°C. Em seguida, 0s animais
foram eutanasiados com overdose anestésica. Apos o time-curse proposto pelo
presente estudo, o musculo gastrocnémio foi pesado e dividido em duas por¢cdes
similares, com um corte horizontal no seu ventre, para analises moleculares e
morfoldgicas do tecido. A porcéo (superior) foi utilizada no presente estudo para
a extracao de RNA total.

3.5. ANALISES

3.5.1. Extracdo de RNA

Para extrair o RNA do musculo gastrocnémio, amostras de 35 animais (07
por grupo) foram homogeneizadas em tubos contendo 5 esferas de aco
inoxidavel (diametro, 2.3 mm) (BioSpec Products, Bartlesville, OK, USA) e
particulas afiadas de carbonato de silicio (1 mm) (BioSpec Products) através da
maquina FastPrep-24 (MP Biomedicals, Solon, OH, USA). Posteriormente, 0
RNA total foi extraido utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen - EUA) conforme
as instrucbes do fabricante. Um espectrofotometro, NanoDrop® (ND-1000;
NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, DE, USA) foi utilizado para quantificar
a concentracdo de RNA total extraido de cada amostra. Todas as amostras
apresentaram uma relacao de absorbancia A260 / A280 de entre 1,8 e 2,0. Para
evitar contaminacdo das amostras por DNA apdés extracdo, elas foram tratadas
com TURBO DNA-freeKit (Ambion — Life Technologies — 1907M) conforme

recomendacdes do fabricante.

3.5.2. Reverse Transcriptase — Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)
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Para avaliar a expressédo génica do musculo GA um total de 1ug de RNA,
extraidos de cada amostra foram convertidos em cDNA (volume final 20 pl),
usando-se a transcriptase reversa SuperScript® VILO™ MasterMix (Invitrogen-
Cat. 11755-010), de acordo com o manual do fabricante. Para realizar a
transcricdo reversa os seguintes parametros de ciclagem foram utilizados: (1)
amostras incubadas a 25° por 10 minutos; (2) amostras incubadas a 42°C por 60
minutos; (3) amostras incubadas a 85°C por 5 minutos. Ao final da reagéo as
amostras foram armazenadas no freezer a uma temperatura -20°C. Para as
reacoes de gPCR, um sistema TagMan Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems, EUA) foi utilizado conforme recomendacgdes do fabricante GoTaq
Probe gPCR Master Mix (Promega — A6102). Para tanto, foram homogeneizados
10puL de GoTaq Probe gPCR Master Mix; 1uL do primer 20x do gene alvo (Tabela
1) e uma quantidade de cDNA que foi determinada conforme curva padréo
padronizada para cada gene que variou de 8-40ng em um volume final de 20pL.

Para a reagao 0s seguintes parametros de ciclagem térmica foram utilizados:
(1) 40°C durante 15 minutos; (2) 95°C durante 2 minutos (3) 95°C durante 15
segundos; (4) 60°C durante 1 minuto perfazendo um total de 40 ciclos. A curva
de melting foi analisada apés o término da corrida para confirmar a
especificidade dos produtos amplificados. A expressao relativa dos produtos de
gPCR foi determinada com auxilio da equacéo a seguir: fold change = 2 —AACt
(Livak and Schmittgen, 2001). A reacdo de amplificacao foi efetuada pelo Quant
Studio 3 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) para 0os seguintes genes:
Bgn, Collal, Collal, Ctgf, Dcn, Fmod, Igf-1a, Mmp2, Tgf-81, Timp-1, Timp-2 e
Vegf. Para cada gene, todas as amostras foram amplificadas simultaneamente
em formato de duplicatas da mesma amostra de cDNA em uma Unica corrida. A
expressdo de cada gene alvo foi normalizada baseado na expressao do gene
constitutivo beta actina que foi utilizado como controle interno da expressao de
RNAm devido a menor variabilidade intra e intergrupo. E importante salientar que
a eficiéncia de reacdo de cada gene analisado no presente estudo foi
determinada através de uma curva de padronizacao que apresentou parametros
referenciais de slope igual a -3.3, R2 = 0.9-1.0 demonstrando eficiéncia acima
de 90%.
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RNAmM CODIGO (LIFE
TECHNOLOGIES)

Bgn rn01529736
Collal rn01463849
Collal r01437681

Ctgf rn01537279

Dcn rn01503161

Fmod rn00589918
Igf-1a rn00710306
Mmp2 rn01538170
Tof-B1 rn00572010
Timp-1 rn01430873
Timp-2 rn00573232
Vegf rn01511602

Tabela 2. Lista de genes testados

Biglicana (Bgn), Cadeia alfa 1 de colageno tipo | (Collal), Cadeia alfa 1 de colageno tipo I
(Collal), fator de crescimento do tecido conjuntivo (Ctgf), Decorina (Dcn), Fibromodulina
(Fmod), Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (Igf-1a), Metaloproteinase de matriz
do tipo 2 (Mmp-2), Fator de crescimento transformador beta 1 (Tgf-87), Inibidor tecidual da
metaloproteinase de matriz do tipo 1 (Timp-1), Inibidor tecidual da metaloproteinase da matriz do
tipo 2 (Timp-2), e Fator de crescimento do endotelial vascular (Vegf).

3.6. ANALISE DE DADOS

A normalidade dos dados foi determinada pelo teste de Shapiro-Wilk e o teste
de Levene foi utilizado para analisar a homogeneidade da variancia. Todas as
variaveis apresentaram distribuicdo normal e homogénea. A ANOVA one-way foi
utilizada para comparar a expressao génica no musculo gastrocnémico entre 0s
grupos experimentais. Quando foi detectada uma diferenca significativa, o teste
post hoc de Tukey foi aplicado para identificar onde as mesmas ocorreram. Um
nivel alfa de p <0,05 foi considerado significativo. O GraphPad Prism Software

8.0 (San Diego, Califérnia) foi utilizado para a analise estatistica.
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4. RESULTADOS

Foi observado que trés dias apds a transeccdo parcial do TC ocorreu
aumento nos niveis de RNAmM de Collal na MEC do musculo GA, quando
comparado ao grupo 55D (Figura 4A). O grupo 3D, apresentou maior expressao
génica de Tgf-B, quando comparado ao grupo 28D (Figura 4C), e do Ctgf quando
comparado ao grupo C (Figura 4D).

Trés dias apds a transeccdo parcial do TC, apresentou maior expressao
génica de Mmp2 quando comparado ao grupo C (Figura 5A). Observamos
também que trés dias apds a transecc¢éao parcial do TC, ocorreu maior expressao
génica de Timpl quando comparado ao grupo C e ao grupo 14D (Figura 5B).

Ja a expressao de Timp2 aumentou no grupo 3D , quando comparado ao
grupo C e ao grupo 55D (Figura 5C). Ainda observamos que trés dias apos a
transeccao parcial do TC, ocorreu maior expressdo de biglicana na MEC do
musculo GA quando comparado ao grupo C, ao grupo 14D e ao grupo 28D
(Figura 5E).

N&o foi constatado diferencas significativas entre os diferentes grupos
experimentais quanto aexpressao génica de Collal (Figura 4A), Vegf (Figura
4F), Igfla (Figura 4E), decorina (Figura 5D) e fiboromodulina (Figura 5F) (p> 0,05).

36



A COL 1A1 B COL 3A1 C TGF-b

10000,00

10000,00 10,00
1000,00 1000,00
100,00 100,00
10,00 10,00 1,00 E —
B - -
1,00 1,00
b
0,10 0,10
0,01 b 0,01 0,10
C 3D 14D 28D 550 C 3D 14D 28D 55D [o 3D 14D 28D 55D
D CTGF E IGF1A F VEGF
10000,00 a 100,00 10,00
1000,00

10,00
100,00 I 1 I
1,00 l —— i |
10,00
1,00
1,00

0,10 0,10 0,10

Figura 4. Andlise da expressao génica

Analise da expressédo génica no musculo gastrocnémico apos a transeccao parcial do tendao calcaneo. (Collal): cadeia de colageno tipo | alfa 1; (Col3al):
cadeia alfa 1 de colageno tipo Ill; (Tgf-B): Fator de crescimento transformacéo beta; (Ctgf): Fator de crescimento do tecido conjuntivo; (Igf-1a): Fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1; (Vegf): Fator de crescimento endotelial vascular; Os grupos experimentais: controle (C; n= 10), 3 dias ap0s transeccao
parcial do TC (3D; n= 10), 14 dias ap0s transeccéo parcial do TC (14D; n=10), apos transeccao parcial do TC (28D; n=10) e 55 dias ap0s transeccao parcial
do TC (55D; n=10). Diferengas significativas, a: diferente do grupo controle; b: diferente do grupo 3D.; p < 0,05.
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Figura 5. Andlise da expressao génica

Analise da expressédo génica no musculo gastrocnémico apés a transecc¢éo parcial do tendao calcaneo. (Mmp-2): Metaloproteinase de matriz do tipo 2; (Timp-
1): Inibidor tecidual da metaloproteinase de matriz do tipo 1; (Timp-2): Inibidor tecidual da metaloproteinase da matriz do tipo 2; (Dcn): Decorina; (Bgn): Biglicano
e (Fmod): Fibromodulina. Os grupos experimentais: controle (C; n= 10), 3 dias apés transecc¢éo parcial do TC (3D; n= 10), 14 dias ap6s transeccao parcial do
TC (14D; n=10), apo6s transecc¢édo parcial do TC (28D; n=10) e 55 dias ap0s transeccao parcial do TC (55D; n=10). Diferencas significativas, a: diferente do
grupo controle; b: diferente do grupo 3D.; p < 0,05.



5. DISCUSSAO

Por ser um tenddo mais suscetivel a rupturas, lesdes do TC por sobrecarga
tém sido comuns, principalmente com o aumento da frequéncia da populacao a
pratica de esportes e atividades fisicas (Thomopoulos et al., 2015). Portanto, vé-
se a importancia de analisar evidéncias que demonstrem a relacdo musculo-
tendao e como essa interagéo pode colaborar na tomada de deciséo para novos
tratamentos e futuras pesquisas em humanos. Os tenddes sdo estruturas de
extrema importancia na transmissdo de forga entre os musculos e sistema
esquelético, contudo, sabe-se que lesdes causadas no tendao, especialmente
no TC, sao de dificil reparo, ja que a vasculariza¢do nao é tao eficaz nesse tipo
de tecido (Corps et al., 2006). As fases de cicatrizacado desses tecidos se dao
por etapas, onde nos primeiros dias ocorre a fase inflamatoria aguda (Guyton -
Tratado de Fisiologia Médica. 13a Ed.), seguida de reparacéao e fase proliferativa,
evoluindo para o remodelamento da MEC, de forma que no final do processo
ocorre a etapa de maturacao tecidual (Minkwitz et al., 2017).

O objetivo do nosso trabalho foi avaliar o efeito da transeccéo parcial no terco
meédio do TC sobre as propriedades moleculares que implicam o remodelamento
do musculo GA de ratos apos 3, 14, 28 e 55 dias apds a lesédo (a partir da
avaliacdo da expressao de genes chaves relacionadas a sintese de colageno
(Ctgf, Tgf-B8, Vaf, Timp2, Mmp2, decorina, biglicana e fioromodulina) bem como,
dos colagenos (Collal e Col3al) no musculo GA.

O nosso estudo foi capaz de trazer resultados relevantes em relacdo a
resposta muscular a transeccdo parcial tendinea. Os principais resultados
confirmam em partes a hipétese inicial, mostrando que a transeccao parcial do
TC exerce efeito sobre a expressdo de genes chaves da MEC do musculo GA
(Ctgf, Tgf-B8, Vgf, Timp2, Mmp2, decorina, biglicana e fiboromodulina) bem como,
do colageno (Collal e Col3al)).

A modulacdo desses genes no musculo pode ser afetada pela interacéo
musculotendinea da juncdo miotendinea (JMT), que corresponde a regido de
transicado entre tecido muscular e tecido tendineo. Essa estrutura, composta por
tecido conjuntivo, funciona como um sistema integrado entre tenddo e musculo,
sendo responsavel por transmitir forca, armazenar energia para a contracao

muscular e auxiliar em parte da nutricdo do tendao, onde passam 0s vasos
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sanguineos. E, também, capaz de se adaptar tanto fisiologicamente, como
funcionalmente aos estimulos provindos do musculo e/ou do tendao (Kjeer,
2004), o que pode implicar na transmisséo de sinais entre esses tecidos para
adaptacao e plasticidade tecidual, como ocorre, por exemplo, ao exercitar a
musculatura. E, também, capaz de se adaptar tanto fisiologicamente, como
funcionalmente (Kjeer, 2004), aos estimulos provindos do musculo e/ou do
tenddo, o que pode implicar na transmisséo de sinais entre esses tecidos para
adaptacdo e plasticidade tecidual, como ocorre, por exemplo, ao exercitar a
musculatura. E esse sistema integrado que, possivelmente, age como ponte
para sinalizacdo do processo reparatorio do tecido, e, consequentemente, para
expressdo de genes que participam do reparo tecidual, decorrentes de uma
ruptura tendinea.

Seguindo este pensamento, elaboramos a hipétese de que uma leséo parcial
(transeccao) do tendao calcaneo poderia modular a expressédo dos genes que
fazem parte da manutencao e homeostasia da MEC, sugerindo a plasticidade do
musculo em resposta a transeccao parcial do TC.

Os principais achados do estudo até o0 momento apontam que, logo apos o
terceiro dia de transeccéo parcial do TC, ou seja, ao final da fase inflamatéria
aguda, ocorre um aumento nos niveis de RNAm de Collal, Ctgf e Tgf-8 na MEC
do musculo GA. Estudos anteriores também demonstraram esse aumento de
expressdo do Ctgf e, consequentemente, aumento da sintese de colageno em
resposta a lesdo aguda durante os primeiros dias da fase inflamatoria (Galloway
et al., 2013).

Quanto ao colageno do tipo 3, devido sua tendéncia a de formacao de tramas
iniciais para futura substituicdo pelo colageno tipo 1, sua sintese € maior,
principalmente, em lesdes mais recentes, com maior producdo durante os 3
primeiros dias de lesdo, com producdo novamente aumentada durante a
formacao do tecido de granulacdo (Mukund e Subramaniam, 2020).

O aumento dos niveis de Tgf-B e Ctgf estéo relacionados a ativacdo de genes
responsaveis pela sintese do colageno, em fases inicias da lesdo. Tendo em
vista que o Ctgf € um importante regulador da sintese do colageno na MEC,
codificando proteinas que sdo importantes durante proliferacdo, diferenciacdo e
crescimento celular, podemos esperar uma expressao maior nas fases iniciais

da lesédo oferecendo condigBes estruturais fisioldégicas favoraveis & MEC. No
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nosso modelo experimental, no entanto, ndo foi observado diferencas na
expressdo de colageno logo apos a transeccao, pelo contrario, o Collal por
exemplo, diminui a expressao apoés 55 dias da transecc¢do. Sua atenuacédo em
fases mais tardias da lesdo pode levar a fibrose tecidual (Kjeer, 2004). Era
esperado que os niveis de expressao de Collal acompanhassem o aumento da
expressdo de Ctgf, em virtude deste Ultimo agir como um estimulador para
sintese de colageno na MEC (Frazier et al., 1996), demonstrando que foi iniciado
0 processo de reparo tecidual com reposicdo de colageno do tipo I. O Ctgf
também tem ac¢do moduladora sobre a atividade do Tgf-8, interagindo de forma
direta na sua via de sinalizagdo, ativando seus sinais e estimulando sua
interacdo com os receptores da MEC (Balbino et al., 2005), acompanhando
sinergicamente a medida que os niveis de Ctgf se alteram (Abreu et al., 2002),
0 que nos leva a entender o sutil aumento, porém néo significativo, do Tgf-8 no
grupo 3D apos transeccao. A elevacdo dos niveis dessas proteinas tem tido
papel fundamental no reparo e manutencdo das propriedades mecanicas do
tendao, visto que o Ctgf € também responsavel pela angiogénese, proliferacéo,
migracao celular e reparos teciduais enquanto o Tgf-8 executa a regulacéo
dessas acoes (Liu et al., 2015).

No presente estudo, observamos que além do Ctgf, a Mmp2, Timp1, Timp2
e a biglicana também apresentaram aumento no 3° dia apds a transeccao parcial
do tenddo. Com o aumento de Mmp-2 (Figura 4A), nota-se um aumento
expressivo de Timp-1 (Figura 4B), seguido de elevacao também da Timp-2
(Figura 4C), que coincidem com achados anteriores sobre a funcdo das Timps,
principalmente da Timp-1, como inibidora do excesso de degradacédo da matriz
realizada pela Mmp-2 nos primeiros dias e tendo essa inibicdo mantida pela
Timp-2 nos dias seguintes como um inibidor secundario (Kjeer, 2004b; Vieira et
al., 2012). O Tgf-B, além de estimular a sintese do colageno, também estimula a
Timp, ou seja, favorecendo um acumulo de colageno, tendo em vista a
atenuacdo da expressdo de Mmp2, mostrando seu importante papel na
manutencao e regeneracao tecidual (Kjeer, 2004).

Com este excesso de degradacao de colageno que é causado pela Mmp-2
nos primeiros dias, também aguardava-se observar o aumento de Collal, como
pode ser verificado no grafico (Figura 3A). A expressao de Collal nos primeiros

dias tem como fungéo balancear o dano, realizando sua reposicao. Além disso,
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os estudos como os de Kjeer, 2004 e de Corps et al., 2006 relatam a elevagao
dos niveis de RNAm para colagenos tipo | e Ill, bem como de proteoglicanos e
fatores angiogénicos, como elementos importantes no processo de reparo do
tecido tendineo.

Observamos que trés dias ap0s a transeccéo parcial do TC, ocorreu também
maior expressao génica de biglicana na MEC do musculo GA. A biglicana é um
proteoglicano que confere organizacdo a MEC, auxiliando na fibrilogénese e
coordenando a espessura das fibrilas de coladgeno, o que confere maior
resisténcia ao tecido tendineo quando em fase madura, sendo, em estudos,
comumente regulada pela decorina (Galloway et al., 2013; Nourissat et al., 2015;
Peng et al., 2017). Ja foi demonstrado que na auséncia da decorina, houve
formacao inadequada de componentes da MEC tendinea como, por exemplo,
das fibrilas de colageno (Zhang et al., 2005). A expressdo aumentada de
biglicana no grupo do 3° dia descreve um rearranjo das fibras colagenas,
desempenhando o papel de auxiliar na integridade da MEC, indicando que uma
plasticidade tecidual esta ocorrendo naquela etapa do processo de cicatrizacéo.
Além disso, o Tgf-B induz o aumento da expressao de proteoglicanos como a
biglicana (Kjeer, 2004), que corresponde aos nossos achados, tendo 0 aumento
da expressédo de ambos os genes na fase aguda de regeneracéo do tecido.

O imobilismo pos lesé@o pode também justificar em parte essas alteracdes, ja
tendo sido demonstrado em estudo anterior que a auséncia de tensao foi capaz
de causar alteracdes morfologicas em fibroblastos e na expressao do colageno,
ou seja, embora o tecido seja capaz de responder a presenca de tensdo, a sua
auséncia tem o poder de modificar componentes estruturais da MEC. Além disso,
0 imobilismo pode levar ao aumento da expressao da Mmp2 pré e pos traducdo,
levando a um aumento inicial da degradacao de colageno e também ao aumento
da quantidade de colageno do tipo Il no perimisio ap6s periodo de imobilismo
(Kjeer, 2004; Egger e Berkowitz, 2017).

Nos resultados obtidos, ndo foi observada diferenca significativa na
expressdo génica de Col3al, Igfl, Vegf (Figura 3B, E e F, respectivamente),
decorina e fiboromodulina (Figura 4D e F, respectivamente). Entretanto, a andlise
desses genes sera refeita posteriormente, uma vez que que NOVOS recursos
foram adquiridos. Destacamos que esses achados sdo preliminares e partes de

um grande estudo, de maneira que investigaremos também a morfologia e a
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presenca de proteinas mais importantes no musculo, considerando que a
expressao génica responde apenas em partes a nossa pergunta. Dessa forma,
ainda ha muito o que investigar, como a expressao de outros genes que estejam

relacionados a inflamacgéo, a atrofia e a hipertrofia do masculo.

6. CONCLUSAO

O presente estudo foi capaz de confirmar parcialmente nossa hip6tese acerca
dos genes expressos no musculo GA em resposta a transeccao parcial realizada
no TC. A partir dos resultados obtidos, no 3° dia apds a lesdo obtivemos maior
pico de expressdo de genes, como Tgf-g8, Ctgf, Timp-1, Timp-2 e Mmp-2,
indicando sua participacdo no reparo tendineo logo ap6s a fase inflamatéria
aguda.

Nosso estudo concede informagfes importantes para melhor entendimento
das interagdes musculo-tenddo, bem como os mecanismos relacionados a
homeostasia da MEC muscular mediante a transecc¢ao parcial do TC. Com isso,
salientamos a importancia de estudos futuros que investiguem de forma mais
detalhada quanto a comunicacdo entre musculo-tenddo e mecanismos
envolvidos. Ressaltamos ainda, a relevancia da realizacédo de estudos futuros
em humanos para analisar acuradamente a relagdo musculo-tenddo, que
promovam evidéncias com finalidade de auxiliar na tomada de deciséo clinica
para técnicas mais apropriadas em reabilitacdo de lesGes relacionadas ao

tendao.
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Anexo | — Documento de aprovacao do projeto por Comité de Etica

8. ANEXOS

| Universidade
\}f Catolica de Brasilia

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Lesdes musculo-tendineas e sua relagdo com a regeneragdo
tecidual e remodelamento da matriz extracelular”, protocolo n°028/15 sob a responsabilidade de Rita
de Cassia Marqueti Durigan - que envolve a produ¢do, manutengido e/ou utilizacdo de animais do filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se
de acordo com 0s 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 Experimentagdo Animal
(CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA/UCB) DA Universidade
Catolica de Brasilia, em reunido de 18 / 11/ 2015.

Vigéncia do projeto 30 de julho de 20189.
Espécie / linhagem Rattus norvergicus [ Wistar
N°de Animais 140
© Peso / Idade 200g / 2 Meses
(7]
E Sexo Masculino
% Origem Biotério do Laboratério de Processos Basicos (UCB)
£
o Brasilia, 18 de Novembro de 2015.
Secretarsa da Comissdo ue LLica -

Em Uso de Animais (CEUA/UCSE)
Universidade Catdlaca oo Brasiiia 3

(61) 33569492
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Impact Factor: 4.566
Qualis: A1
2. Manuscript Guidelines
2.3. Manuscript Requirements and Style Guide
2.3.1.1. Article Type
Frontiers requires authors to carefully select the appropriate article type for their
manuscript, and to comply with the article-type descriptions defined in the
journal’s "Article Types", which can be seen from the "For Authors™ menu on any
Frontiers journal page. Please note that not all articles types are available for all
journals/specialties. Please contact us if you have any questions. Please pay
close attention to the word count limits. Focused Reviews, Frontiers
Commentaries and Grand Challenge articles are invited by the chief editor and
cannot be part of any Frontiers Research Topic. Unless you were contacted by
the chief editor or the editorial office regarding the submission of a paper selected
for tier 2 promotion, do not submit a Focused Review or a Frontiers Commentary
- instead, submit a Review or a General Commentary. Please see Additional
Requirements for specific article types including Focused Reviews, General
Commentaries, Protocols and Data Reports.

2.3.1.2. Manuscript Length
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Frontiers encourages its authors to closely follow the article word count lengths
given in the Summary Table. The manuscript length includes only the main body
of the text, footnotes and all citations within it, and excludes abstract, section
titles, figure and table captions, funding statements, acknowledgments and
references in the bibliography. Please indicate the number of words and the
number of figures included in your manuscript on the first page.

2.3.1.3. Language Editing

Frontiers requires manuscripts submitted to meet international standards for
English language to be considered for publication. For authors who would like
their manuscript to receive language editing or proofing to improve the clarity of
the manuscript and help highlight their research, Frontiers recommends the
language-editing services provided by the following external partners:

Editage

Frontiers is pleased to recommend language-editing service provided by our
external partner Editage to authors who believe their manuscripts would benefit
from professional editing. These services may be particularly useful for
researchers for whom English is not the primary language. They can help to
improve the grammar, syntax and flow of your manuscripts prior to submission.
Frontiers authors will receive a 10% discount by visiting the following link:

http://editage.com/frontiers/

The Charlesworth Group

Frontiers recommends the Charlesworth Group Author Services, who has a long
standing track record in language editing and proofing. This is a third-party
service for which Frontiers authors will receive a discount by visiting the following

link: http://www.charlesworthauthorservices.com/~Frontiers. Note that sending
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your manuscript for language editing does not imply or guarantee that it will be
accepted for publication by a Frontiers journal. Editorial decisions on the scientific
content of a manuscript are independent of whether it has received language
editing or proofing by the partner services, or other services.

2.3.1.4. Language Style

The default language style at Frontiers is American English. If you prefer your
article to be formatted in British English, please specify this on your manuscript
first page. For any questions regarding style Frontiers recommends authors to
consult the Chicago Manual of Style.

2.3.1.5. Search Engine Optimization (SEO)

There are a few simple ways to maximize your article’s discoverability. Follow the
steps below to improve search results of your article: 85 Include a few of your
article's keywords in the title of the article; Do not use long article titles; Pick 5 to
8 keywords using a mix of generic and more specific terms on the article
subject(s); Use the maximum amount of keywords in the first 2 sentences of the
abstract; Use some of the keywords in level 1 headings.

2.3.1.6. Title

The title should be concise, omitting terms that are implicit and, where possible,
be a statement of the main result or conclusion presented in the manuscript.
Abbreviations should be avoided within the title. Witty or creative titles are
welcome, but only if relevant and within measure. Consider if a title meant to be
thought-provoking might be misinterpreted as offensive or alarming. In extreme
cases, the editorial office may veto a title and propose an alternative.

Authors should try to avoid, if possible:
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Titles that are a mere question without giving the answer. Unambitious titles, for
example starting with "Towards"”, "A description of', "A characterization of",
"Preliminary study on". Vague titles, for example starting with "Role of...", "Link
between...", "Effect of..." that do not specify the role, link, or effect. Include terms
that are out of place, for example the taxonomic affiliation apart from species
name. For Corrigenda, Book Reviews, General Commentaries and Editorials, the
title of your manuscript should have the following format: "Corrigendum: Title of
original article” "Book Review: Title of book" General Commentaries
"Commentary: Title of original article” (This does not apply to Frontiers
Commentaries) 86 "Response: Commentary: Title of original article" "Editorial:
Title of Research Topic" For article types requiring it, the running title should be
a maximum of 5 words in length. (see Summary Table)

2.3.1.7. Authors and Affiliations

All names are listed together and separated by commas. Provide exact and
correct author names as these will be indexed in official archives. Affiliations
should be keyed to the author's name with superscript numbers and be listed as
follows: Laboratory, Institute, Department, Organization, City, State abbreviation
(USA, Canada, Australia), and Country (without detailed address information
such as city zip codes or street names). Example: Max Maximus, Department of
Excellence, International University of Science, New York, NY, USA. The
Corresponding Author(s) should be marked with an asterisk. Provide the exact
contact email address of the corresponding author(s) in a separate section.
CORRESPONDENCE: Dr. Max Maximus maximus@gmail.com If any authors

wish to include a change of address, list the present address(es) below the
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correspondence details using a unique superscript symbol keyed to the author(s)
in the author list.

2.3.1.8. Consortium/Group and Collaborative Authors

Consortium/group authorship should be listed in the manuscript with the other
author(s). In cases where authorship is retained by the consortium/group, the
consortium/group should be listed as an author separated by “” or “and”.
Consortium/group members can be listed in a separate section at the end of the
manuscript. Example: John Smith, Barbara Smith and The Collaborative Working
Group. 87 In cases where work is presented by the author(s) on behalf of a
consortium/group, it should be included in the manuscript author list separated
with the wording “for” or “on behalf of’. The consortium/group will not retain
authorship. Example: John Smith and Barbara Smith on behalf of The
Collaborative Working Group.

2.3.1.9. Headings and Sub-headings

You may insert up to 5 heading levels into your manuscript (not more than for
example: 3.2.2.1.2 Heading title).

2.3.1.10. Abstract

As a primary goal, the abstract should render the general significance and
conceptual advance of the work clearly accessible to a broad readership. In the
abstract, minimize the use of abbreviations and do not cite references. See
Summary Table for abstract requirement and length according to article type. For
Clinical Trial article types, please include the Unique Identifier and the URL of the
publicly accessible website on which the trial is registered.

2.3.1.11. Keywords

All article types: you may provide up to 8 keywords; at least 5 are mandatory.
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2.3.1.12. Text

The entire document should be single-spaced and must contain page and line
numbers in order to facilitate the review process. Your manuscript should be
written using either LaTeX or MS-Word. Templates are available (see above)
2.3.1.13. Nomenclature

The use of abbreviations should be kept to a minimum. Non-standard
abbreviations should be avoided unless they appear at least four times, and
defined upon first use in the main text. Consider also giving a list of non-standard
abbreviations at the end, immediately before the Acknowledgments. 88
Equations should be inserted in editable format from the equation editor. Italicize
Gene symbols and use the approved gene nomenclature where it is available.
For human genes, please refer to the HUGO Gene Nomenclature Committee
(HGNC). New gene symbols should be submitted here. Common Alternative
gene aliases may also be reported, but should not be used alone in place of the
HGNC symbol. Nomenclature committees for other species are listed here.
Protein products are not italicized. We encourage the use of Standard
International Units in all manuscripts. Chemical compounds and biomolecules
should be referred to using systematic nomenclature, preferably using the
recommendations by IUPAC. Astronomical objects should be referred to using
the nomenclature given by the International Astronomical Union provided here.
Life Science Identifiers (LSIDs) for ZOOBANK registered names or
nomenclatural acts should be listed in the manuscript before the keywords. An
LSID is represented as a uniform resource name (URN) with the following format:
urn:lsid:::[;] For more information on LSIDs please see Inclusion of Zoological

Nomenclature section.

51



2.3.1.14. Sections Your manuscript is organized by headings and subheadings.
The section headings should be those appropriate for your field and the research
itself. For Original Research Atrticles, it is recommended to organize your
manuscript in the following sections or their equivalents for your field:
INTRODUCTION

Succinct, with no subheadings.

MATERIALS AND METHODS

This section may be divided by subheadings. This section should contain
sufficient detail so that when read in conjunction with cited references, all
procedures can be repeated. For experiments reporting results on animal or
human subject research, an ethics approval statement should be included in this
section (for further information, see section Materials and Data Policies) 89
RESULTS

This section may be divided by subheadings. Footnotes should not be used and
have to be transferred into the main text.

DISCUSSION

This section may be divided by subheadings. Discussions should cover the key
findings of the study: discuss any prior art related to the subject so to place the
novelty of the discovery in the appropriate context; discuss the potential short-
comings and limitations on their interpretations; discuss their integration into the
current understanding of the problem and how this advances the current views;
speculate on the future direction of the research and freely postulate theories that
could be tested in the future. For further information, please see Additional
Requirements for specific article types including Focused Reviews, General

Commentaries, Case Reports and Data Reports amongst others or you can
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check the descriptions defined in the journal’s "Article Types", which can be seen
from the "For Authors" menu on any Frontiers journal page.

2.3.1.15. Acknowledgments

This is a short text to acknowledge the contributions of specific colleagues,
institutions, or agencies that aided the efforts of the authors.

2.3.1.16. Author Contributions Statement

The Author Contributions Statement is mandatory and should represent all the
authors. It can be up to several sentences long and should briefly describe the
tasks of individual authors. Please list only 2 initials for each author, without full
stops, but separated by commas (e.g. JC, JS). In the case of two authors with
the same initials, please use their middle initial to differentiate between them (e.g.
REW, RSW). The Author Contributions Statement should be included at the end
of the manuscript before the References.

2.3.1.17. Conflict of Interest Statement

A Conflict of Interest Statement needs to be included at the end of the manuscript
before the references. Here, the authors need to declare whether or not the
submitted work was carried out in the presence of any personal, professional or
financial relationships that could potentially be construed as a conflict of interest.
For more information on conflicts of interest, see our Editorial Policies.

2.3.1.18. Contribution to the Field Statement

When you submit your manuscript, you will be required to briefly summarize in
200 words your manuscript’s contribution to, and position in, the existing literature
of your field. This should be written avoiding any technical language or non-
standard acronyms. The aim should be to convey the meaning and importance

of this research to a non-expert. While Frontiers evaluates articles using objective
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criteria, rather than impact or novelty, your statement should frame the
guestion(s) you have addressed in your work in the context of the current body
of knowledge, providing evidence that the findings - whether positive or negative
- contribute to progress in your research discipline. This will assist the Chief
Editors to determine whether your manuscript fits within the scope of a specialty
as defined in its mission statement; a detailed statement will also facilitate the
identification of the Editors and Reviewers most appropriate to evaluate your
work, ultimately expediting your manuscript's initial consideration. Example
Statement on: Markram K and Markram H (2010) The Intense World Theory — a
unifying theory of the neurobiology of autism. Front. Hum. Neurosci. 4:224. doi:
10.3389/fnhum.2010.00224 Autism spectrum disorders are a group of
neurodevelopmental disorders that affect up to 1 in 100 individuals. People with
autism display an array of symptoms encompassing emotional processing,
sociability, perception and memory, and present as uniquely as the individual. No
theory has suggested a single underlying neuropathology to account for these
diverse symptoms. The Intense World Theory, proposed here, describes a
unifying pathology producing the wide spectrum of manifestations observed in
autists. This theory focuses on the neocortex, fundamental for higher cognitive
functions, and the limbic system, key for processing emotions and social signals.
Drawing on discoveries in animal models and neuroimaging studies in individuals
with autism, we propose how a combination of genetics, toxin exposure and/or
environmental stress could produce hyper-reactivity and hyperplasticity in the
microcircuits involved with perception, attention, memory and emotionality. These
hyper-functioning circuits will eventually come to dominate their neighbors,

leading to hyper-sensitivity to incoming stimuli, over-specialization in tasks and a
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hyper-preference syndrome. We make the case that this theory of enhanced
brain function in autism explains 91 many of the varied past results and resolves
conflicting findings and views and makes some testable experimental predictions.
2.3.2. References

All citations in the text, figures or tables must be in the reference list and vice-
versa. The references should only include articles that are published or accepted.
Data sets that have been deposited to an online repository should be included in
the reference list, include the version and unique identifier when available. For
accepted but unpublished works use "in press" instead of page numbers.
Unpublished data, submitted manuscripts, or personal communications should
be cited within the text only, for the article types that allow such inclusions.
Personal communications should be documented by a letter of permission.
Website urls should be included as footnotes. Any inclusion of verbatim text must
be contained in quotation marks and clearly reference the original source.
Preprints can be cited as long as a DOI or archive URL is available, and the
citation clearly mentions that the contribution is a preprint. If a peer-reviewed
journal publication for the same preprint exists, the official journal publication is
the preferred source. The following formatting styles are meant as a guide, as
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applied during typesetting. SCIENCE, ENGINEERING, and HUMANITIES: For
articles submitted in the domains of SCIENCE, ENGINEERING and
HUMANITIES please apply Author-Year system for in-text citations. Reference
list: provide the names of the first six authors followed by et al. and doi when
available. In-text citations should be called according to the surname of the first

author, followed by the year. For works by 2 authors include both surnames,
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