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Resumo

Os tendbes sdo estruturas dinamicas rgsigondem a estimulos mecéanicos
alterando a matriz extracelular e a atividade aelllleste processo de adaptacéo ja foi
demonstrado que ocorre aumento da sintese de nolégea atividade das enzimas que
fazem as ligacdes cruzadas entre as moléculasl@igeoo. Além disso, também ja foi
demonstrado que ocorre um aumento do produto deadksgfio do colageno apds o
exercicio, sugerindo a participacdo das metalojmades de matriz (MMPS) neste
processo. Foi observada maior atividade de MMPs -2 no tendéo calcanear apos
exercicio fisico. Entretanto, pouca atenc¢éo tera didpensada para as distintas forcas
mecanicas as quais as regides proximal e distde deadao estdo sujeitas. Neste
estudo, nos avaliamos os efeitos de dois tipogetifes de exercicio fisico sobre a
morfologia e a atividade de metaloproteinases deiznmaas regides proximal e distal do
tenddo calcanear de rato. Ratos Wistar machos €odia8 de idade foram divididos
em quatro grupos experimentais: controles sedestaatos submetidos & adaptacao ao
meio liquido; ratos adaptados ao meio liquido emgilllos a uma secao diaria de 4
séries de 10 saltos verticais com sobrecarga de d®%beso corpéreo (treinamento
resistido); e ratos submetidos a uma sec¢éo diérieodida em esteira com inclinacao
positiva de 5%, por 30 minutos e em velocidade3leAs (treinamento de resisténcia).
Os animais dos diferentes grupos experimentaisnfasacrificados depois de um e
quatro dias de treinamento fisico sempre apdés @shdo fim do treinamento. A
atividade gelatinolitica das MMPs -2 e -9 foi asadias pela técnica de zimografia com
gelatina. Algumas amostras dos tenddes foram pgadas para andlises histoldgicas.
Os tenddes dos animais adaptados e treinados naosttandindcitos ativados com
aspecto de células secretoras além de aumentolularidade e vascularizacdo do
tecido peritendineo, mas sem a presenca de cétflasmatérias. Na regido proximal,
ambas as formas da MMPs-2 pro e ativa, aumentapamodreinamento de saltos, mas
somente a MMP-2 pro, aumentou com a corrida enmrastem contraste, na regiao
distal, ambos os tipos de exercicio aumentaranvaade das formas pro- e ativa da
MMP-2, mas principalmente nos animais treinadoscemida em esteira, 0s quais
aumentaram a atividade da MMP-2 ativa para aprckamente 11 e 8 vezes ap0s um
e quatro dias de treinamento, respectivamente. INeahatividade da MMP-9 foi
observada em ambas regides do tenddo avaliadassnestudo. Concluindo, os
resultados aqui apresentados sugerem que a MMR-@riécipal gelatinase ativa nos

tenddes apds o exercicio fisico, em condi¢des sénaia de inflamacéo, e que a regido
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distal do tend&o calcanear responde com maiorcdtivda MMP-2 apds o treinamento,

principalmente com corrida em esteira. Esta maitivagdo provavelmente esta

relacionada com o duplo estimulo de tensédo e ca®foeao qual esta regido esta
sujeita durante os movimentos.



Abstrat

Tendons present dynamic response to mechanicalulstioy changing its
extracellular matrix. In this adaptation process Alieady been demonstrated that there is
an increase of collagen synthesis and activityhef énzymes that make the cross-links
between the molecules of collagen. Furthermorealsasbeen demonstrated that occurs an
increase of the product of collagen degradatioer agkercise, suggesting the participation
of matrix metalloproteinases (MMPS) in this procdesreased activity of MMP-2 and -9
were found in calcanear tendon after physical imginHowever, little attention has been
given to the distincts mechanical loading that praat and distal regions of the calcanear
tendon are subjected. Here, we evaluated the effiettvo kind physical activities on
tendon morphology and matrix metalloproteinasevdids in the both proximal (mainly
tensile loading) and distal regions (tensile andnpssive loading) of rat calcanear
tendon. Wistar rats from control, water adaptedticad jumping; treadmill running groups
were sacrificed after one and four days of physesa&rcise and six hours after the end of
the exercise session. Metalloproteinases (MMPsiviaes were analyzed by gelatin
zymography. Some tendon samples were processdustotogy. Tendons from adapted
and trained animals showed active secretory ceild an increased cellularity of
peritendinous sheath, but without inflammatory elh the proximal region, both pro-
and active-MMP-2 were increased with vertical jungpibut only pro-MMP-2 was
increased with treadmill running. In contrast, ve distal region, both kind of exercises
increased the activity of pro- and active-MMP-2t lmoainly treadmill running that
increased the active-MMP-2 to about eleven andtdatls after one and four days of
training, respectively. No activity of MMP-9 was sayved in both tendon regions in
this study. In conclusion, the results presente@ kaggested that MMP-2 is the main
gelatinase active in tendon after physical trainingabsence of inflammatory reaction,
and that distal region of calcanear tendon is megbonsive to tissue remodeling after
physical training, mainly by treadmill running. Bhaigher activation is probably related

with the double stimulus that this region is subeditduring movements.



INTRODUCAO

1. O tendao do calcaneo — Tendao de Aquiles

O tendao de Aquiles, localizado junto a articutagé tornozelo é exposto a um
consideravel estresse mecéanico. Por ser respongsavélin¢cdes importantes, como a
transmissdo da forca gerada pelos musculos ao eogambém pela mobilidade da
articulacao, ele é uma estrutura que se adapfarantes forcas, da sua regido proximal
a distal. Justamente por estar em contato ou adaraitros tecidos (ossos, musculos...)
possui forma e composicao diferentes para supenm@sponder a estimulos especificos.
Biewener & Roberts, (2000), relatam que tenddesampeomo fonte que armazena e
libera energia de tenséo elastica durante a locaémoc

Jozsa & Kannus, (1997) observaram que, criagsesse nas diferentes partes
do tend&o calcaneo, porque este absorve forcamno gagital (flexdo plantar e dorsal)
e no plano frontal (inversao e eversao). Ressaltaambém, que as fibras de colageno
sao orientadas de modo a oferecer o0 maximo ddéesia as forcas que normalmente
atuam sobre o tecido, por isso essas fibras degemtd sdo orientadas
longitudinalmente, transversalmente e horizontatmertom fibrilas de colageno
longitudinais formando corddes espirais. Esta cergkstrutura atribui ao tendao alta
capacidade de equilibrar forcas longitudinais, dvansais, horizontais e rotacionais
durante o movimento. De acordo com Kjaer, (2006)temddes sao estruturas com
propriedades mecanicas distintas que podem vagatral de um mesmo tendao
humano, e até mesmo diferencas de género sdo dasstm suas caracteristicas.

O tend@o do calcaneo se origina no final da jumgémtendinosa dos musculos
gastrocnémio e soleo. Na juncdo miotendinosa, fiada muscular termina em um
micro tendéo, aderindo-se ao tendao propriamemde @i tenddo calcaneo é largo em
sua regido proximal tornando-se mais estreitoegidar distalmente, onde se insere na
porcdo media posterior do o0sso calcaneo por meioud@ rigida expansao
fibrocartilaginosa (BENJAMIN & RALPHS, 1998).

A insercao do tendao calcanear no 0sso calcareoecatraves de uma estrutura
denominada Entesis. Uma entesis é a regidao dodefigdmento ou capsula articular
atachada ou inserida no 0sso, isto é, “um locahskrcdo”. Biermann, (1957) e Knese
& Biermann, (1958), ha algumas décadas, verificagasmuma entesis tanto serve para
equilibrar diferentes modulacdes elasticas do terddo tecido esquelético, como pode

evitar um pico de tenséo local. Podem ser fibrosabrocartilaginosas, de acordo com
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a caracteristica do tecido de interface do tendéo @ 0sso, isto é, podem ser de tecido
conjuntivo denso fibroso ou fibrocartilagem respechente, suas caracteristicas sao
intermediarias, entre o tecido conjuntivo denso eadilagem hialina (Benjamim &
Halphs, 1997, 1998, 2000). E uma forma de cartitaga qual a matriz contém feixes
evidentes de espessas fibras colagenas que searmolparalelamente as tracdes
exercidas sobre eles, e seguem orientacdo apaemtemrregular entre os
fibrocondrdcitos ou arranjo paralelo ao longo damdrocitos em fileiras. Essa
orientacdo depende das forcas que atuam sobreracdiblagem. Geralmente, a
presenca de fibrocartilagem indica que naqueld totacido precisa resistir a forcas de
compressao e de dobramentos (Benjamim and RaRlg).18lém dos tenddes que séo
sujeitos a forcas compressivas possuirem frequemntemum arranjo irregular de

fibrilas colagenas, estes séo ricos em proteogs&d’'BRIEN, 1997).

1.2 A matriz extracelular dos tenddes

O tendao é formado por fibroblastos e matriz eeftdar (MEC), da qual fazem
parte as proteinas fibrosas de colageno e elastnaoteoglicanos, as glicoproteinas e
os glicosaminoglicanos, sendo o colageno o maiorpomente da MEC abrangendo
cerca de 86% a 95% do peso seco do tend&do. Popstaamacédo o tendédo de Aquiles
contém numero relativamente pequeno de fibroblastospréoprio tenddo e em seu
envoltorio. Esses fibroblastos possuem processas gl estendem entre outros
fibroblastos intratendinosos promovendo contatola@&élula e também com a MEC
(McNEILLY et al. 1996).

As proteinas colagénicas, 0s constituintes maisnddntes da matriz
extracelular da maioria dos tecidos, sdo constituieim sua maioria, por trés cadeias
denominadasa, arranjadas de tal forma que aproximadamente 98%mdlécula
correspondem a triplice hélice. Geralmente, agmnittades ndo estdo em conformacéao
helicoidal, favorecendo a ocorréncia de ligacOeszamas. Cada cadeia contém
repeticbes de uma sequéncia caracteristica de aonitog, formada por Gly-X-Y, onde
X e Y podem ser qualquer aminoacido, porém X életemente, uma prolina e Y
uma hidroxiprolina. Essas moléculas sédo glicosdada glicosilagdo ocorre nos
residuos de hidroxilisina e é variavel de acordm @s diferentes tipos de colageno.
Parece haver correlacdo entre a quantidade desitdices e o diametro das fibrilas de
coladgeno, de forma que quanto maior o numero desilacdes tanto menor o didmetro
das fibrilas de colageno. A hidroxilacdo dos res&dde prolina e de lisina € um evento
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de fundamental importancia para a formacdo das aulale de colageno e para o
desempenho de sua funcéo. A hidroxilacdo da prgiomaexemplo, é necessaria para a
estabilidade da estrutura helicoidal da molécda hQidroxilacédo da lisina € importante
tanto para a glicosilacio com a formacdo de gadickoxilisina e
glicosilgalactosilidroxilisina como para a formacddo derivado aldeidico,
hidroxialisina, que juntamente com a lisina, pgam do processo de formagédo de
ligacdes cruzadas inter e intramoleculares. Esgagdles contribuem para aumentar a
capacidade das fibrilas de colageno de resistiorgas de tenséo. As hidroxilacdes da
prolina e da lisina sédo realizadas por duas enziraaprolil-hidroxilase e a lisil-
hidroxilase. A atividade de ambas depende da pcasé® Q, a- cetoglutarato e de co-
fatores, como acido ascérbico e ion ferroso (CARWMAL& PIMENTEL, 2001).

A sintese do colageno comeca nos ribossomos adaxicthembrana do reticulo
endoplasmatico, que a partir dai crescem paraeaontdo reticulo. Formam-se, entao,
trés cadeias polipeptidicas pro-alfa, com amina&citerminais pro-peptideos. No
reticulo endoplasmatico, estas trés cadeias sdéagnmama sobre as outras e formam
uma triplice hélice, denominada pro-colageno. Anfagdo de fibrilas de colageno
inicia-se no meio extracelular, onde, as molécudas colageno sofrem acdo de
peptidases que removem 0s pro-peptideos amino l@oxtderminal. Esses pro-
peptideos impedem que as moléculas de colagencessse em agregados no interior
da célula, por meio de ligacdes cruzadas.

A formacéo de fibras colagenas com grande quatdidie ligacdes cruzadas,
inter e intra-moléculas, resulta na conversdo dageoo fraco, liquido como dos
tecidos embrionarios, em colagenos solidos, el@stiesistentes que podem armazenar
energia e trabalhar (SILVER et al., 2003).

A matriz extracelular tem papel importante nagrmaissao de forcas geradas néo
s6 pela contracdo dos musculos, como também acamleadas externamente, como a
forca da gravidade (SARASA & CHIQUET, 2005).

Os tendbes tém matriz extracelular abundante, eiwacolageno do tipo |
associado ao do tipo V e Xl, que fazem a ligacateefibrilas e entre outros
componentes da matriz. No tendado, as fibras cotdgedo altamente alinhadas e
usualmente organizadas em fasciculos de fibras ewdat unidades menores
denominadas fibrilas (Enwemeka & Spielholz, 1992)desenvolvimento sistemético
desta hierarquia € fundamental para a integridatteiteral e funcional dos tenddes
(BIRK et al., 1997).

12



As fibras do sistema elastico, formadas por fiil (formam feixes de
microfibrilas) e elastina (amorfa), também podemeseontradas na matriz extracelular
dos tendbes e ligamentos. Podem ser chamadas des fixitalamicas quando
apresentam somente microfibrilas dispostas em dei@hamam-se fibras elauninicas
guando seus feixes de microfibrilas possuem polastirea. E finalmente, denominam-
se fibras elasticas maduras quando o conteudoadtingl esta bastante aumentado.
Fibras do sistema elastico sdo encontradas entfeibas de colageno dos tenddes,
principalmente nas regides sujeitas a forcas deooesado (CARVALHO & CAMPOS
VIDAL, 1995; COVIZI et al. 2001).

As fibras reticulares também presentes nos tend@® formadas por colageno
do tipo Ill e tem grande quantidade de acucarea (%), sendo mais finas que as
fibras colagenas. Estas também sdo encontrad&slaodos feixes de fibras colagenas
do tendao, formando bainhas, denominadas endo,epepitenddo e aumentam em
quantidade durante um processo de reparo (WILLIANS&. 1984).

Além das microfibrilas de fibrilina, como descrénteriormente, microfibrilas
formadas pelo colageno tipo VI também podem seordgredas em tenddes, ao redor
das células principalmente (FELISBINO & CARVALHC999).

Na matriz extracelular, em associacdo aos compeseriibrilares e
microfibrilares, existem também os elementos ndwildres, representados pelas
glicoproteinas estruturais nédo colagénicas e pptoteoglicanos. Os proteoglicanos
diferenciam-se das demais glicoproteinas por pmss®liao menos, uma cadeia de
glicosaminoglicano, que sdo carboidratos formados ypma estrutura dissacaridea
basica e repetitiva, caracteristica para cada tfimms cadeias sdo lineares e de
comprimento variavel, apresentando cargas negatleaglo a presenca de radicais
carboxilicos e sulfatados. Embora algumas das jedguies gerais dos proteoglicanos
estejam baseadas na presenca das cadeias de mgifcuglecanos, a proteina central
(core protein) também apresenta aspectos impostarge fungdes dessas moléculas.
Além de representarem o0 molde para a ligacdo d®sgiminoglicanos e serem
responsaveis pelo seu trafego intracelular, petabiassintética secretora, existem
dominios especificos na molécula que permitem stezacdo com outros agucares,
(como o &cido hialurbnico), com outras proteinasm@ colageno) ou com as
membranas celulares (como no caso dos proteogficdeosuperficie celular). Os
proteoglicanos e os glicosaminoglicanos formamgeimaltamente hidratado reforcado

por fibras. A dgua nele contida € a chamada agusalgatacdo. Isto acontece devido a
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carga negativa do gel, que atrai iong,Nme por sua vez atraem agua (Fernandez et al.,
1991). Esta 4gua de solvatacéo € essencial pafasdalde gases e nutrientes entre as
células do tecido conjuntivo e entre 0s vasos@t®s tecidos.

A regulacéo da sintese de proteoglicanos, e ddistrdbbuicdo espacial pode ser
a chave da sua funcdo na morfogénese do teciderems de: responsividade do fator
de crescimento, crescimento celular, e pela atguela matriz extracelular. A familia
dos proteoglicanos de heparan sulfato € cruciakgalacdo da resposta celular para o
FGF. O proteoglicano decorin € multifuncional, maddo a acdo do TGE; as
propriedades de crescimento celular e atuandogamimacao das fibrilas colagenas.

Os proteoglicanos constituem cerca de 1% da massaenddao e séo
representados principalmente por pequenos proteogls como o decorin e 0
fioromodulin (Vogel & Heinegard,1985). Existe irgese particular nestes pequenos
proteoglicanos porque evidéncias bioquimicas e otagicas indicam que estes estao
aptos para interagir com fibrilas de colageno saesaneira podem ter papel especifico
e importante nas propriedades funcionais e es#igtutas fibrilas, regulando, por
exemplo, seu diametro (Vogel & Fischer,1986). Geangroteoglicanos também séao
encontradas no tendao, especialmente em regiGaEtasup compressdes e em volta do
tenddo (VISSER, et al. 1994;FELISBINO,1999)

1.3 A renovagdao e a degradacéao da matriz extragldlMMPs

A renovacdao dos componentes da matriz € execytadaipalmente pelos
fibroblastos e por meio de uma classe de enzimasnideadas Metaloproteinases de
Matriz (MMPs). Acredita-se que as moléculas de gefé dos tenddes e da derme
sejam renovadas a cada 100 dias (KJAER, 2004).

As MMPs sdo endopeptidases dependentes de mgtaisipalmente zinco e
calcio, e sdo capazes de degradar os componentaatda extracelular, tais como o
colageno, elastina, laminina, fibronectina e prglieanos. Essas enzimas sao
secretadas na forma de um precursor latente etisadas no espaco extracelular por
outras enzimas, tais como a plasmina, triptasenage, por outras metaloproteinases e
também por autoclivagem e auto-ativacdo. As MMR&oesnvolvidas em processos
fisioldgicos normais, tais como na embriogéneseyvudacdo, na involugdo do Utero e
da mama, na erupcao dental e na remodelacéo eagfimdos componentes da matriz
extracelular. De acordo com o substrato que degrada MMPs séo divididas em 5
grupos principais: 1) as colagenases intersti¢MdiglP-1, -8 e —13); 2) as gelatinases
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(MMP-2 e —9); 3) as estromelisinas (MMP-3, -10 4)-14) as metaloproteinases de
membrana (MMP-14, -15, -16, -17, -24 e -25) e 5) R&Wjue ndo se enquadram em
algum dos grupos anteriores (MMP-7, -12, -18, -29, -21, -22, -23, -26, -27 e -28).
As células também secretam proteinas inibidoragVidPs. Esses inibidores séo
conhecidos como inibidores teciduais de metaloprases (TIMPs). Assim, a atividade
dessas enzimas é regulada por meio de sua atigagadicdo (MATRISIAN, 1990).

Quatro membros da familia do TIMP s&o caracteriga@itMP-1e TIMP-2 séo
capazes de inibir as atividades de todas as MMRisecidas. TIMP-2 é conhecido por
inibir mais efetivamente a MMP-2, enquanto TIMPemtuma alta afinidade para
MMP-9 (GOMEZ et al., 1997).

A degradacdo do colageno representa um passoatibiggpara o turnover e
remodelacdo do tecido conjuntivo, para os fibrdbkse estruturas da matriz
extracelular durante a sobrecarga mecanica (Ewdrtal. 1996). Inicialmente a
degradacdo do colageno é feita pelas MMPs (ou xired)iextracelularmente, as quais
estdo presentes nos tecidos na maioria das veaesmo-MMPs latente (ASAHI et al.,
2000).

Hé& evidencias que confirmam que as MMPs e TIM&stém um alto grau de
envolvimento na fagocitose lisossomal intracelutzais funcionam extracelularmente.

O processo de degradacédo do colageno € bemtdesarisituacdes de rapida
remodelacédo, como inflamacao ou lesdo teciduaig(ish et al., 1996), mas o aumento
do turnover do tecido durante a estimulacéo figick normal, como depois de uma
sobrecarga mecanica, é pouco conhecido (ERLICHM®N. £2001).

As colagenases, enzimas da familia das metalapaseede matriz (MMP),estao
entre as relativamente poucas enzimas, capazebvde @ colageno fibrilar intacto.
MMPs com atividade de colagenase incluem MMP- 1, BMR] MMP-8, MMP-13 e
MMP-14 (NAGASE & WOESSNER, 1999)

As colagenases (MMP-1 e MMP-8), tradicionalmenteiam a degradac&o dos
colagenos fibrilares tipo | e lll, e desse modo i#evantes para o tenddo. Entretanto,
as gelatinases (MMP-2 e MMP-9) parecem também estaslvidas na remodelacéo
das fibrilas de colageno (PATTERSON et al., 2001).

Desta forma, embora existam algumas preferéncias as diferentes MMPs
com relacdo aos tipos de colagenos, ndo existealimaspecificidade de substratos.
Assim, a funcéo total das MMPs no metabolismo d&imdo tecido parece ser ainda

mais complexa (Nagase & Woessner, 1999). Nos tend@®@MMPs sao produzidas a
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partir de fibroblastos do endo, peri e epitenddag®wansi et al., 2001). A regulacao
das MMPs em relag&o ao exercicio fisico esta comaeca ser entendida.

1.4 Exercicio Fisico e a matriz extracelular dositibes

A sobrecarga cronica na forma de treinamento fisiooduz os tendbes e
musculos a aumento darnover de colageno, como também, dependendo do tipo de
colageno em questdo, & algum grau da sintese a@®ageno. Pesquisas relatam que a
sintese dos colagenos tipo | e tipo Il estdo atatas apds estimulos mecanicos por
meio de exercicio fisico intenso no musculo (Langle al., 2001). Trabalhos também
relatam que o exercicio agudo induz a sintese thgeoo no tenddo e no musculo,
indicando resposta adaptavel no tecido conjuntiBINEMEIER et al., (2007).

O turnover do colageno no sistema musculo esquelético é ragislo que
previamente pensava-se (Smith et al.,2007). Jdofmimentado quetarnoverda MEC
é influenciado pela atividade fisica, e que a sintde colageno e das MMPs, aumenta
com a carga mecanica, portanto, o exercicio fisicmz a aumento transitério na
concentracao intersticial do produto de degradadgaligacéo cruzada do colageno tipo
I, da carboxila-terminal e telopeptideo do colagépo I. Estudos de Langberg et al.,
(2001), relatam que o exercicio indica aumentdegradacao do colageno tipo |.

Olesen e colaboradores (20062) observaram quenwerda passageiro na
degradacdo de colageno parece ser um aspecto nadliéioresposta do tecido dos
tendBes as cargas mecanicas, além disso, as metalopses de matriz, MMP-2 e -9
que sao capazes de degradar colageno fibrilartintpodem estar envolvidas neste
processo (VISSE & NAGASE, 2003).

Estas alteragcbes modificam as propriedades mesarec as caracteristicas
viscoelasticas dos tecidos, diminuem sua susckgéte a tenséo, e provavelmente os
fazem mais resistentes as sobrecargas ( Harwoodn&IA1992) Por outro lado, a
inatividade por imobilizagdo promove um marcantmewnto do turnover do colageno
em ligamentos, tenddes e musculos (AIMEL et al82)9

Heinemeier e colaboradores (2007), em um estudo treinamento fisico
aplicado em ratos, envolvendo contragBes concéstrexcéntricas ou isométricas por 4
dias, notaram que a expressdéo do RNAmMm da MMP-2areceu aumentar
moderadamente (1- a 3 x), 24h apds o treinamentenu#o e no musculo em resposta
a todos os tipos de contracdo, embora ndo senadiGtjvo para o tenddao com

contracdo excéntrica nem para o musculo com agdraoncéntrica. O efeito do
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treinamento excéntrico foi maior do que o concéatria expressao dos TIMPs-1 e -2
tanto no muasculo, quanto no tendéo.

Nos resultados de outro estudo, Mackey e colabozad¢2004) notaram que
uma unica sessao de contracdes excéntricas no lmassultou em remodelacédo do
colageno endomisial do tipo IV, possivelmente asade MMPs.

Kjeer, (2004) observou o fenbmeno de lesdes qua@rusee sugere que ha
processos metabdlicos que controlam o equilibritreemdaptacdo fisiologica e
patoldégica para cargas mecanicas.

Sommer, (1987) encontrou em ratos, aumento nadeezorte transversal do
tenddo de Aquiles como reacédo ao treinamento deidelde, mas nenhum efeito de
adaptacéo foi visto ap0s o treinamento de resistéRmtretanto em seres humanos
Rosager et al. (2002) observaram que 0s corredotesirbanos parecem ter area
seccional transversa maior do tendédo de Aquilegpeaosdo aos nao corredores.

Em outro estudo sobre os efeitos do exerciciedisio tenddo de Aquiles do
rato, utilizando protocolo de saltos em agua cobresarga de 70%, Marqueti et al.,
(2006) mostraram significativo aumento da atividgetatinolitica das trés bandas da
MMP-2 ( pro- intermediaria — ativa) em todos osnaais do grupo e da MMP-9 em
alguns ratos. Entretanto, neste mesmo protocoloedemento com suplementacgéo de
esteroide anabdlico-androgénico (Deca Durabolim) mduve aumento destas MMPs.
Além disso, estes autores obsevaram processosnatfiaos no tecido peritendinoso
dos animais submetidos ao exercicio fisico, corene suplementacdo. Desta forma,
estes autores sugerem que o tratamento com estemd@mboélico-androgénico pode
danificar a remodelacdo do tecido dos tenddes dawmass que se submetem ao
exercicio fisico diminuindo a atividade das MMPs rdatriz, aumentando assim o
potencial para lesdo do tendao.

Por outro lado, em uma investigacdo com tenddpshas, utilizando a técnica
de microdialise por cateter inserido no tecido tpadinoso do tenddao de Aquiles,
Koskinen et al., (2004) verificaram um significatimumento da atividade da pro-MMP-
9 apos 6 horas do término de uma corrida em egieirama hora em velocidade alta
de 12 km/h. Este aumento da pro-MMP-9 persistiu patias mesmo apos nenhum
treinamento fisico adicional. Em contraste, a pfdf®42 s6 aumentou no terceiro dia
apos o treinamento fisico. Estes autores ndo desmwar a participagdo da MMP-9 no
processo de adaptacdo dos tenddes ao exercido, fisas ressaltaram que pode ter

ocorrido um processo inflamatério induzido pelaniéa de coleta por microdidlise. Ja
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em relacdo a MMP-2, os autores também destacana ¢éenica de coleta pode néo
refletir todo o contetdo de MMPs do tendao viste gla ndo atinge a producdo das
células internas do tendao.

Contudo, os estudos de Koskinen et al.,(2004) eqidr et al.,(2006) nao
avaliaram as duas regides do tendao de Aquilesagpaente quando submetidos. Ao
exercicio fisico. Desta forma, as regifes destdém@nque pela sua localizacdo estdo
sujeitas a forcas de tensdo e de compressao euaie€mn sdo capazes de diferenciar
suas estruturas e componentes quando submetidesinaules externos, merecem
atencdo especial no que se refere & importantédady das metaloproteinases,
procurando melhor entendimento das respostas didaptdestas regides do tendao de
Aquiles a diferentes tipos de treinamento fisico.

Os resultados dos principais estudos dos efe@gafdrentes tipos de exercicios
fisicos sobre a expressao e atividade de MMPs rigsutos e tenddes estédo

sumarizados na tabela 1.
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Tabela 1. Principais estudos sobre a expressao de MMPs emmdés e muasculos
humanos ou de animais submetidos a diferentes gigglexperimentais e treinamentos

fisicos.

Tipos de exercicio, estimulo mecéanico

ou lesédo — organismo Tendao Musculo Referéncias
Ruptura em tenddes supraspinatus MMP-1A, MMP-2V Riley et al.,2002
humanos MMP-3V

Resposta inflamatéria-ratos MMPA9 Kherif et al., 1999
Regeneracdo de novas miofibrilas- MMP-2A

ratos

Exercicio de alta intensidade de longa
duracéo - ratos

RNAmM MMP-9 ¥

Carmeli et al., 2005

Corrida de alta intensidade-ratos

MMPAS-

Carmeli et al., 2007

Protocolo de saltos com tratamento de
EAA -ratos

EDL MMP-2V¥
Gastro e Soleo MMP-2=

Marqueti et al., 2008

Ratos velhos imobilizados
(gastrocnemius /quadriceps)

MMP-2A, MMP-9 =

Ratos jovens imobilizados
(gastrocnemius / quadriceps)

MMP-2 A, MMP-9A

Bar-Shai M et al., 2004.

Corrida voluntaria giratéria-ratos RNAmM TIMPAL

Legerlotz et al.,_2007.

Uma sessdo de exercicios- humanos

MNP-nRNA

Rullman et al., 2007

Sem sobrecarga- ratos RNAm da MMP¥9

RNAmM MMP-9 ¥

RNAmM da MMP-2A
Contragdo concéntrica, excéntrica o0 IMP-1A
isométrica-ratos TIMP-2A mRNA

RNAmM da MMP-2A
TIMP-1A TIMP-2A RNAmM

RNAmM da MMP-9¥

RNAm da MMP-9V¥

Contragdo excéntrica -ratos RNAmM da MMW-2

RNAmM da_ MMP-¥

Heinemeier et al., 2007.

Les&o por esmagamento -ratos MMR&9

MMP-2 A
Regeneracéo/Miolise/ MMP-94A Zimowska et al., 2008.
Reconstrucao-(Soleus)-ratos
Regeneracéo/ Miolise (EDL) -ratos MMP¥W
Reconstru¢do muscular (EDL)-ratos MMR&-2
Ester6ide anabdlico-androgénico eMMPs V¥ Marqueti et al., 2006
salto vertical na dgua com sobrecarga
- ratos

MMPs TIMPsA

MMP-9ATIMP-1A, MMP- Koskinen et al., 2001
Contracdo excéntrica -ratos 2/ITIMP-24A

MMP-2=[ ] sérica
mMRNA MMP-9 ¥

Corrida excéntrica aguda - humanos

MME 2

Koskinen et al., 2002

Fluido do peritendineo calcanear 6MMP-94A, MMP-2V¥
horas ap6s corrida - humano TIMP-1= TIMP-2=

Fluido do peritendineo calcanear 2MMP-9 A, MMP-2 ¥
horas ap6s corrida - humano TIMP-1A TIMP-2 A

Fluido do peritendineo calcanear MMP-9 A, MMP-2 A
dias ap6s corrida - humano TIMP-1A TIMP-2 A

Koskinen et al., 2004

Contragdo excéntrica maxima 8 dias
apds exercicio-humanos

[1Sérica MMP %A

Contragdo excéntrica maxima 1, 2, 3,
4, e 14 dias ap06s exercicio-humanos

[1Sérica TIMP1A

Mackey et al., 2004
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2. Objetivos

2.1 O presente trabalho teve como nlojegteral:

Descrever os aspectos morfologicos e relacion&la® a atividade das
metaloproteinases de matriz nas regides de condoresde tensdo do tendao calcanear

do rato submetido a diferentes estimulos biomeo&nic

2.2 O presente trabalho teve por objetivo esmecdfescrever e avaliar:

Os efeitos do exercicio fisico de resisténciar({darem esteira) na atividade de
metaloproteinases (MMP-2 e MMP-9) de matriz nagdesgde compressao e tensao do
tend&o calcanear do rato.

Os efeitos do exercicio fisico resistido (saltortivcal) na atividade de
metaloproteinases (MMP-2 e MMP-9) de matriz nagdesgde compressao e tensédo do
tend&o calcanear do rato.

As alteracdes morfolégicas da regido distal e iptakno tendao calcanear do
rato submetido ao exercicio fisico de resistérmaida em esteira)

As alteracdes morfoldgicas da regiao distal e iptakno tendao calcanear do

rato submetido ao exercicio fisico resistido (seddical).
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3. MATERIAL E METODOS
Animais

Na presente pesquisa foram utilizados ratos maecitdtos (90 dias), da
linhagem Wistar, mantidos em biotério de pequenasiferos do departamento de
Morfologia do IB- UNESP, Campus de Botucatu, okdidwo Biotério Central da
UNIFESP —SP. Permaneceram em grupos de 4 animaigapma (polietileno), com
temperatura ambiente de (Z2€) e luminosidade (ciclo claro/escuro de doze horas
controlados, com livre acesso a agua e alimentég&do padréo Labina da Purina,
para ratos de laboratério). Todo o procedimentordalizado de acordo com os
Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotg#do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovado pela Ceéus de FEtica na
Experimentacdo Animal (CEEA) sob o protocolo n®083CEEA Botucatu —SP. Para
cada tipo de tratamento, foram utilizados 10 arsntiis quais foram removidos 0s

tendfes de ambos 0s membros

Grupos experimentais
Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 gsu

Grupo Controle: os animais do grupo controle permaneceram livnese@as gaiolas,

com agua e alimentacéo a vontade.

Grupo Treinado em Esteira Rolante os animais deste grupo foram submetidos ao

treinamento fisico composto de uma sesséo de aadi@ia em esteira rolante (Caloi
Fitness) com inclinagao (5%) (Fig.1a) e velocidé® metros por minuto) constantes,
durante 30min, por quatro dias consecutivos(Fig)1d,

Grupo_Adaptado_ao Meio Liguido: os animais deste grupo foram submetidos a

adaptacédo ao meio liquido durante 3 dias ( Tabé&ligl2a)

Grupo Treinado em Saltos os animais deste grupo apos a fase de adaptagéeiao

liquido durante 3 dias, na sequéncia, por quate donsecutivos, foram submetidos ao
treinamento fisico de uma sessao diaria compostasdeies de 10 saltos em cuba para
saltos (Fig.2b) de profundidade apropriada ao congmto dos animais(Fig. 2e). Entre
cada uma das séries de saltos foi feito um intervain a duragéo equivalente a 3 vezes
0 tempo gasto pelo animal para a realizacao desegadg verificado por cronémetro. A
sobrecarga utilizada foi constante, referente a B0%veso corporeo de cada animal
(Fig.2c,d)
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Tabela 1PROTOCOLO DE ADAPTAGAO AO MEIO LIQUIDO

FREQUENCIA INTENSIDADE VOLUME SOBRECARGA

(1 sesséo dia) Profundidade em cm (tempo em minutos) | (% do peso corporal)
1° 15 15 zero

2° 25 25 zero

3° 25 50 zero
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Figura 2. Treinamento de salto na 4gua com sobreca&y&eservatdrio de adgua
utilizado para fazer a adaptacdo dos animais ao hggiida B) Tubo de PVC com
um fundo antiderrapante para melhor realizacéosdtiss e a haste (seta) utilizada
para retirada do animal da agua apos cada sersalttes.C) Colete de borracha
utilizado para acoplar a sobrecarga ao corpo dmalnicontendo fecho de velcro
(seta), parafuso fixo com rosca e porcas removeeslar de borracha (seta vazia).
D) Imagem do colete ja acoplado ao térax do anifBplAnimal executando os
saltos na 4gud) Processo de retirada do excesso de 4gua do pelnduoais apds
o treinamentoG) Aquecedor elétrico (seta cheia), utilizado pamras® pelo dos
animais, posicionado préximo a gaiola (seta vazia).
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Figura 1. Treinamento em esteird) Esteira rolante (Caloi Fitness modelo CL
3502) com inclinacdo (5%) e velocidade ajustada f8m por minuto. Os animais
andavam em raias individuais feita em madeira nueditbx40x15cmB) No inicio

do treinamento, a maioria dos animais se recusagarana esteira, permanecendo
parados no fundo da raia, provocando lesdes. ($&d)lo 1° dia de treinamento,
um dos animais comecou a andar na posicao bipgdiendo as patas dianteiras na
diviséria frontal (seta D-E) Mediante tal observacao, optou-se por posicicodod
0S outros animais na mesma postufp.Para manter os animais nessa posicao
durante os 30 min de corrida, adaptou-se um parafagparte frontal da raia (seta) e
com um elastico passado por debaixo das escamsaanimais, foi feito um apoio
par melhorar a acomodacao na execuc¢ao do treinament

escapulas dos animais, fol feito urn apoio para melhor comodidade de execpgao do
treinamento.



Coleta do material

Fig.2 Os animais foram submetidos a eutanésia nos
. diferentes periodos pré-estabelecidos (Tabela 2), e
sempre apos 6 horas do término do treinamento
fisico. Este tempo foi determinado a partir das
“ observacdes de Koskinen et al., (2004). Apés uma
/ overdose de Pentobarbital soédico (100mg/kg),
aplicada intraperitonealmente, foi removido o tenda
do calcaneo e dividido em duas regifes (seta).
v ) Algumas amostras foram processadas para andlises
histologicas e outras imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido para analises bioquimicas

|

Tabela 2. Periodo do Experimento

DIAS DE TREINAMENTO 1° 20 30 40
GRUPO CONTROLE (GC) C C C C
EUTANASIA (E) E E
TREINADO EM ESTEIRA (ES) ES ES ES ES
EUTANASIA (E) E E
ADAPTADOS (ADP) ADP ADP ADP

EUTANASIA (E) E

TREINADO EM SALTOS (T) ADP ADP ADP T T T T
EUTANASIA(E) E E E

Processamento Histoldgico

Os tenddes foram fixados em paraformaldeido a 4%oblido em tampéao
fosfato 0,1 M pH 7,2, por 48 horas. Ap0s a fixagimaterial foi lavado em agua
corrente, desidratado em série crescente de etalefsnizado em xilol e incluido em
Paraplast (anexo 1) e em historresina (anexo 2je€de 5 um produzidos em
micrétomo rotativo, coletados em laminas selanigddieam corados pela hematoxilina-
eosina) para uma analise geral da estrutura daagiahexo 3), e pelo Azul de toluidina
0,025% em pH 4,0 para glicosaminoglicanos (anexBelp Mallory para o colageno
(anexo 5) PelaReticulina para fibras reticulares (anexo 6).

Os cortes foram observados em luz normal e potiaieafotomicrografados em

microscopio Leica DMLB.
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Extracdo das proteinas

O tendao foi dividido em duas porcoes: proximalclesivamente regido de
tensao) e distal (presenca de fibrocartilagem dgpcessao e de insercao).

Para a extracdo das enzimas, uma proporcdo de 8@ tegido para cada 0,1 ml
de uma solucéo de tampéao Tris-HCI| 50mM, pH 7,5tezwio 0,25% de Triton X-100 e
10 mM CaC} foi triturada em um homogeneizador do tipo Patitpor trés ciclos de 5
segundos cada um. O homogeneizado foi incubad@ poras a 2C para aumentar a
eficiéncia da extracdo (Hashimoto et al. 1998). Apste periodo, 0 homogeneizado foi
centrifugado a 12.000 RPM por 15 minutos°&.40 sobrenadante foi removido e o

conteudo de proteinas quantificado pelo métodoredfBrd.

Zimografia

Amostras da extracdo (30ug de proteinas) e delopetéeinases comerciais
(100 nanogramas) foram submetidas a eletroforebe;andicdes ndo-redutoras, em gel
de poliacrilamida a 8% copolimerizado com 0,1% dkatina. Depois da eletroforese,
os géis foram lavados duas vezes por 15 minutosneansolucdo de 2,5% de Triton X-
100 para remover o SDS, seguindo-se por duas lasage 5 minutos em solucdo
tampao tris-HCI 50 mM, pH 8,0, contendo 5 mM Ga€ll mM ZnCj. Posteriormente,
os géis foram incubados 12 horas na mesma solu@itCa Ao final, os géis foram
corados com Coomassie Brilliant Blue R-250. A massdecular relativa das bandas
foi determinada de acordo com o padrédo de pesoclalee das enzimas comerciais
utilizados na eletroforese. Foram realizadas asbsmiquantitativas por densitometria

das bandas.
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Abstract

Increased activity of MMP-2 and -9 wedound in calcanear tendon after
physical training. However, little attention hasehegiven to the distincts mechanical
loading that proximal and distal regions of thecaakar tendon are subjected. Here, we
evaluated the effect of two kind physical actistien tendon morphology and matrix
metalloproteinase activities in the both proximada{nly tensile loading) and distal
regions (tensile and compressive loading) of rdtarear tendon. Wistar rats from
control, water adapted, vertical jumping; treadmithning groups were sacrificed after
one and four days of physical exercise and six \aiter the end of the exercise
session. Metalloproteinases (MMPSs) activities wamnalyzed by gelatin zymography.
Some tendon samples were processed for histolagyddns from adapted and trained
animals showed active secretory cells and an iseckaellularity of peritendinous
sheath, but without inflammatory cells. In the proal region, both pro- and active-
MMP-2 were increased with vertical jumping, butyopfto-MMP-2 was increased with
treadmill running. In contrast, in the distal ragid®oth kind of exercises increased the
activity of pro- and active-MMP-2, but mainly treadl running that increased the
active-MMP-2 to about eleven and eight folds afbee and four days of training,
respectively. No activity of MMP-9 were observedioth tendon regions in this study.
In conclusion, distal region of calcanear tendom@st responsive to tissue remodeling
after physical training, mainly by treadmill runginthan proximal region and that

MMP-2 plays a major role in this adaptive response.

Keyswords: tendon, matrix metalloproteinases, physical trajngxercise, compressive
loading, zymography
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Introduction

The most portion of the majority of the tendons emastituted of parallel bunches
of collagen fibers interposed between alonged blasts and fibrocits, that support great
tractions forces (Birch, 2007). However, some tersdexperiments additional forces of
compression or friction against bone or cartilages] are kneed as wrap-around tendons
(Benjamin & Ralphs, 1998). In theses tendons, theasa that are subjected to the
compressive forces develop a fibrocartilage-liksue. Furthermore, tendons attachment to
the bone also presents a fibrocartilage of insestir enthesis (Benjamin et al., 2006). The
tendon’s fibrocartilages present a different celd a&xtracellular matrix composition and
organization. In contrast with typical tendon stases, tendon’s fibrocartilages presents
chondrocyte-like cells surrounded by a basophiéidgellular matrix with a higher content
of hyaluronan and large proteoglycans, such aseaggr and collagens type Il fibrils and
type VI microfibrils (Vogel et al., 1994; Felisbin® Carvalho, 1999; Covizi et al., 2001,
Carvalho et al., 2006). This specialization guaastto the tendon the hability to support
compressive forces without to compromise musclestrassion force to the bone.

Among the several wrap-around tendons of the mas)niia¢ calcanear tendon or
Achilles desperts a special interest in sportsraedicine (Benjamin et al., 2004; Shaw &
Benjamim, 2007). The calcanear tendon present®xmnpal region, closer to the muscle,
with the typical tendon structure to resist ten$deces exclusively. However, the distal
region, closer to the calcaneus bone, presentdilbnacartilages structures: the first it is a
compressive fibrocartilage, which progrides to iflation in older animals, and the
second it is the fibrocartilage of the enthesis\@oet al., 200 This specialized and
complex region of Achilles tendon has led Benjareinal., (2004) to propose the concept
of an “enthesis organ”. Futhermore, the enthests siies of stress concentration and,
consequently, are cummonly subjected to overusei@y (enthesopathies) that are well
documented in a number of sports (Benjamin e28Dg).

Besides acute exercise and physical training bae® demostrated to increase type
| collagen synthesis in peritendinous connectigsug of the Achilles tendon in humans, it
induced a transient increase in interstitial cotregion of the of type | collagen
degradation product also indicating a rise in typeollagen degradation with exercise
(Langberg et al., 2001).

Collagen degradation is initiated extracellularly & family of neutral zinc-

containing endopeptidases named matrix metallopages (MMPs), firstly by
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collagenases, such as MMP-1 and MMP-8, and latterliiMP-2 and MMP-9, which
are presented in tissues mostly as lappotMMPs (Nagase et al., 2006). MMP-1 and -
8 are generally considered to be the most effedivegrading the fibrillar types | and
Il collagen (Nagase et al., 2006). The gelatinab&dP-2 and -9, digest the denatured
collagens and exhibit specificity toward certairtivea collagen types. MMP-9, for
example, is capable of digesting type IV, Xl, ank¥ Xollagens, and MMP-2 is active
against a range of collagens, including types l@brcollagens and IV (Aimes &
Quigley, 1995). To control the activity of these N®&] cells also produce another class
of proteins called tissue inhibitors of matrix niegtaroteinase (TIMPs) (Nagase et al.,
2006).

Recently, it has been demonstrated that acute isgeesulted fast elevation of
interstitial amounts of pro-MMP-9 and TIMP-1 anthte, 3 days after exercise, of pro-
MMP-2 in human peritendinous calcanear tendon tissuekiKes et al., 2004), which
supports the viewhat MMPs (and their inhibitors) play a role in ECAdaptatiorto
exercise in tendon tissukloreover, Marqueti et al., (2006) also showed adase in
the MMP-2 and MMP-9 in rat calcanear tendon aftee fweeks of vertical jumping
training with final overload of 70% of body weighhterestingly, the activity of these
MMPs were reduced when the animals received thbaitaAAS (Deca-durabolin 50
and Durateston 50, alternately) simultaneously wiitle training, suggesting that
anabolic-androgenic steroid treatment can impasug remodeling in the tendons of
animals undergoing physical exercise by down rdmgamatrix metalloproteinase
activity, thus increasing the potential for tendiojary.

However,no previous studies also compared the effect of different set of
exercise in the calcanear tendon with regardnesdisetse two different regions. In this
sense, it seems to be extremely relevant to irgegstithe effects of the physical
exercise on morphology and activity of MMP-2 and MM in the compression and
tension areas of the tendon calcanear, for a betigerstanding of the participation of
these enzymes in the" turn-over" of the moleculeE@M in normal and pathological
physiologic situations in the tendons, submittedtwm different set of exercises,

resisted and resistance.

Material and Methods
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Adult male Wistar rats (13 weeks-old) were employedhis study. Animals
were obtained from the Central Stock breeder ofStete University of Campinas -
UNICAMP (Campinas, SP, Brazil) maintained under toaied temperature and
lighting conditions, and had free access to roflemd and water. All animal procedure
were performed in accordance with the National Resh Concil’'s Guide for Care and
Use of Laboratory Animals (199@) in accordance with the Ethical Principles in the
Animal Experimentation adopted by the Brazilian IEgé of Experimentation Animal
(COBEA) and approved by the Commission of Ethicshie Animal Experimentation
(CEEA) under the protocol n°® 63/07-CEEA Botucag&P-

Experimental groups

The animals were divided randomly into four expemtal groups r(= 10).
Controls Group (CT): they stayed with free mobilitytheir cages, with free water and
feeding. Adapted group (ADP): to reduce stress,attienals were adapted to water in
the tree first days (without over-load). Verticahdps Group (VJ): For four consecutive
days, they were submitted to a physical training diily session composed of 4 sets of
10 jumps into water (at 28- 2° C) tank of jumps of appropriate depth to the lerafth
the animals. Among each one of the sets of jumpwa$ made an interval with
equivalent duration to 3 times the time spent by #imimal to complete each sets,
verified by chronometer (a mean time of 20 secaiwdsomplete each set of jumps
followed by ~1 minute of interval). The used ovadowas regarding 50% of the body
weight of each animallreadmill Running Group (TR): a group of rats weubdmitted
to a daily session of 30 minutes of treadmill rumgnivith a speed of 13m/min with 5
degrees of inclination for four consecutive days.

The animals were submitted to the euthanasia withoverdose of sodium
pentobarbital (100mg/kg), applied intraperitonedlays 6 hours after of the end of the
physical training. This time was choosing followitige studies of Koskinen et al.
(2004). The tendons were removed and some samp@es processed for histological

analysis and other immediately frozen in liquidagen for biochemical analysis.
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Histology

The calcanear tendons were immersed in 4% parafdahyde dissolved in
phosphate buffer saline for 24h. Fixed samples waghed in PBS for 24h, dehydrated
in a graded ethanol series and embedded in glycatiagrylate resin (historesin
embedding kit, Leica Heidelberg). Semi-seriatednr¢8um) sections were obtained
and stained with Toluidine Blue 0,025% pH 4,0 farphological analysis.

The sections were analyzed in a Leica DMLB 80 oscope connected to a
Leica DC300FX camera and the images were digit@dlimeng image analyzer Leica Q-
win software Version 3.1 for Windows.

Zimography

Frozen samples of hight calcanear tendon were elivid two regions: proximal
and distal from five different animals per expemta group and were mechanically
homogenized in 50mM Tris buffer pH7.5 plus 0.25%otr-X 100 by Polytron for

30sec at AC. The homogenized were centrifuged and proteimetdd on supernatant
was quantified as per Bradford methods (BradfoB8¥,6). The extraction was made in

duplicate with left tendons from the same five aalsn Aliquots (2pig protein) from

each extract were subjected to electrophoresiglatig-containing polyacrylamide (8%
acrylamide) gels in the presence of SDS under daciag conditions as previously
described (Carvalho et al., 2006). The gelatin sates was present at 0.1% final

concentration in the gel. The gels (0.75mm thickyevelectrophoresed for 2 hours at
100V, #£C, in a Bio-Rad MiniProtean Ill system (Bio-Rad lahtories, Inc.,
Richmond, CA). Following electrophoresis, the gelere gentle shaking at room

temperature with 2.5% Triton X-100 in 50 mM Tris-H@H 8.4) (2 changes of 15
min). The gels were then incubated overnight (18hBb0 mM Tris-HCI (pH 8.4)

containing 5mM CaGl and LM ZnCl, at 37C. Following incubation, gels were
stained with Coomassie Blue. Areas of proteolypigeared as clear zones against a
blue background. Molecular mass determinations werade with reference to

prestained protein standards (Bio-Rad Laboratohes) coelectrophoresed in the gels.

The gels were also made in duplicate.
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Image gels were captured and the bands corresgpidieach enzyme form
were quantified by densitometry as Integrated @ptibensity (IOD) in an Image

Master VDS version 3.0 (Pharmacia Biotech). Theieslwere analyzed statistically.

Statistical Analysis

Values are expressed as meaBDB. One-way Anova analysis of variance was
performed to determine whether differences exisietaveen all groups (R0.05), and
then the Tukey-Kramer post-test was employed terdehe the significance of the
differences. A P value of < 0.05 was considerediaant. The statistical tests were

performed on Instat (version 3.0; GraphPad, Inan Biego, CA).

Results

The histological analyses showed in the figurec The typical morphology of
the rat calcanear tendon of the control animaleyshg the peritendinous sheath with
few vessels and cells (Fig. 1a). In the inner eftdndon proximal region, the fibrocytes
presented condensed and flattened nuclei with eztlagtoplasm (Fig. 1b). In contrast,
the distal region presented the typical morpholofggendon compressive fibrocartilage,
showing chondrocytes with spherical nuclei and @&ameytoplasm surrounded by
basophilic pericelular matrix (fig. 1c). After 3 yaof water adaptation (Fig 1d-f),
vertical jumping day 1 (not shown) and day 4 (Hig), treadmill running day 1 (not
shown) and day 4 (Fig. 1h), showed an increasehénthickness, vascularity and
cellularity of the peritendinous sheath. No inflaatory infiltrated were observed in
any tendon structure or region in this study. hi@ ihner of the tendons submitted to the
both physical training, the cells from both proxlmend distal regions presented
characteristic of more active and secretory cslish as loose chromatin and large well
stained cytoplasm (Fig 1d and e).

The figure 2 shows the gelatinolytic activity ofogpimal and distal tendon
regions of the different experimental groups. Thltive molecular masses of clear
bands were 72, 64 and 57 kDa which correspondset@io-, intermediate- and active-
MMP-2, respectively. No clear bands around 92 okBa from pro- and active-MMP-
9 were observed in this study. The analysis of ithegrated optical density (IOD)
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values, showed in the table 1, demonstrated thatMiP-2 gelatinolytic activity
increased significantly in the proximal and distagions of Achilles tendon after 6
hours and after 4 days of vertical jumping anddneidl running @ < 0,05). Water
adaptation increase pro-MMP-2 activity only in tiistal region. However, the active-
MMP-2 gelatinolytic activity increased significaytin the proximal region only after
vertical jumping P<0,05), while in the distal region all physical itiag increased
active-MMP-2, but mainly with treadmill running, which a eleven folds increase was
archived after 6 hours of physical trainirg €0,05) against eight folds increase with
VJ. Furthermore, active-MMP-2 remains eight folccremsed after four days of
treadmill running, while drops to four folds inceesafter VJ4 (P < 0,01).

Discussion

In addition to an increased collagen synthesis, atlaptation of tendon to
loading involves changes in the quality of the uesstructure, such as an increased
collagen cross-linking (Heinemeier et al., 200)rtkermore, a study has revealed that
MMPs-mediated collagen degradation also takes phatias process (Riley et al. 2001;
Koskinen et al. 2004; Marqueti et al., 2006). Hoamr\as far as we know, no previous
studies have attempted to well known tissue straategional variation that are present
in some tendons, such as Achilles tendon (Benja&iRalphs, 1998; Covizi et al.,
2001) in responses to physical training.

In this study, we evaluated separately the twooregiof rat Achilles tendon,
proximal and distal, with regards to the gelatitichactivity after two different kind of
physical training. The results present here, sugtped, in despite differences in cell
types, extracellular matrix composition and orgatian and mechanical loading, in
control rats both tendon regions present the sastagigolytic profile, with activities of
pro- and intermediate- forms of MMP-2. However,eafphysical training, the two
tendon regions exhibit different intensity of MMPaRtivation in response to the two
kind of exercises. Vertical jumping induced MMP-&igation in both tendon regions,
but treadmill running, besides appearing with lowensity, was able to induce a high
activation of MMP-2 in the distal region of Ach#lg@endon, but not in the proximal
region, in which only pro-MMP-2 activity was incesad. The reason for this absence of
MMP-2 activation in the proximal region with treadinnunning it not does mean that

tendon are not responding to the mechanical stispgiace tenocytes and peritendinous
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sheath cells appeared activated. We may specthiatdiMP-2 activation was still not
required, but the increases in pro-MMP-2 tissuéils could be further activated if
mechanical loading stimulus to perdure.

Marqueti et al., (2006) also observed a significactease in the gelatinolytic
activity of all three forms of MMP-2 in rat Achiketendon after five weeks of vertical
jumping program with overloading. However the aushdid not analyzed each band
neither each tendon region, proximal and distgassely.

In a study with human Achilles tendon submittedirteensive uphill running,
microdialysis technique were used to measure thigepdinous tissue gelatinolytic
activity (Koskinen et al., 2004). The authors oliedrthat pro-MMP-2 was increased
only after 3 days of exercise and suggested tlentitrodialysis technique could not
reflect MMP-2 tissudevels very well, because at least part of MMP-atimchedo
membrane-anchored MMPs (NAGASE, 1998

Besides its major role in removing denatured gella MMP-2 may also act
directly in tendon collagen turnover, since it hesen shown to have some activity
against triplehelical type | collagen (Aimes andigdey, 1995). Thus, in agreement
with Riley et al., (2001) and Marqueti et al., (B)Qve also suggested that MMP-2 is
the main gelatinase in tendon, in which can besadfter few hours of exercise.

Again, the results presented in this study contrait observed by Koskinen et
al., (2004) that found an increase in the pro-MMiR-Peritendinous tissue after 6 hours
of treadmill running and this increase remains 3odays even yet without adictional
training. The authors suggested that MMP-9, begidecipating in tissue remodeling,
could has a role in a potential inflammatory reattin the peritendinous connective
tissue of Achilles tendon induced by intensive ebger or in an inflammatory tissue
reaction caused by mechanical lesion of microdialpgsobe implantation. Marqueti et
al., (2006) also observed some MMP-9 activity inAahilles tendon after 5 weeks of
vertical jumping with 70% of body weight overloadinhowever, these authors also
found inflammatory infiltrate at the peritendinoskeath. In our study, inflammatory
infiltrate in the peritendinous sheath was not ol and this fact may be due to the
physical training program used. We choose low isitgnof treadmill running and
vertical jumping without a progressive increas@ewerloading and with a generous rest
inteval between each set of jumping. We chooseetlr@éning protocols just to avoid

inflammatory reaction, which will contribute sigi@ntly with gelatinases activity
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increase in tendon tissues. Thus, we believe tietabsence of inflammation may be
reason for the low level of MMP-9 activity obseniadhis study.

In despite any aspect of inflammation, here we fowellular and vascular
changes in peritendinous tissue after exercisen@dsin vasculatization of tendon
have been related by other as also adaptatioretex@rcise, in which is induced by an
increased expression of VEGF (Gavin & Wagner, 2@0ife et al., 2005; Nakamura et
al., 2008). Since, MMP-2 activity is frequently asmted with the process of
angiogenesis in several tissues (Lafleur et aD32®undhaug, 2005), the activation of
MMP-2 after exercise observed here may also hdatiaeship with changes in blood
vessels at peritendinous sheath.

In conclusion, the present findings indicate thMiR42 activation plays a major
role in tendon adaptation to physical training analt different kind of exercises can
stimulate differently the Achilles tendon regioriBus investigations on this tendon,

always as possible, should not neglect such magracteristic.
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Figure legends

Figure 1. Longitudinal sections of rat calcanear tendonnsiiby Toluidine blue. a)
The proximal region from control animals presengtoingated fibroblasts/fibrocytes
(arrows) between very well longitudinally orientedllagen fibers. The peritendinous
sheath (pe) showed few cells and blood vesselewheads). b) Detail of fibrocytes
from proximal region (arrow). c¢) The compressiongioa presents groups of
fibrochondrocytes (arrows) surrounded by a metaohata pericellular matrix and a
less oriented distribution of collagen fibers. dp¥mal region from 3 days water
adapted animals showing an increase in the catiplaround blood vessels from
peritendinous sheath (pe) and activated fibroblaghe inner of tendon (arrows). e)
Proximal region detail of figure d showing activdtibroblasts with loose chromatin
and large cytoplasm (arrow). f) Distal region fradndays water adapted animals
showing activated fibrochondrocytes (arrows). gyxmal region from day 4 vertical
jumping animals showing that peritendinous shep#) @ppeared thicker with evident
blood vessels (arrowhead). h) Proximal region frday 4 treadmill running animals
showing that peritendinous sheath (pe) also apgetimeker and with many cells
around blood vessels (arrowhead). Bars scale: @add h = 3@um; b, ¢, e and f = 10

pum.
Figure 2. Representative gelatin zymography showing that betdon regions present

clear bands with 72, 64 and 57 kDa that correspdad$e pro-, intermediate- and

active-MMP-2, respectively.
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Figure 1 Longitudinal sections of rat calcanear tendon sthioy Toluidine blue.
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Figure 2. Representative gelatin zymography.

Proximal region

Distal region

CT

vJ1 vJ4 TR1

TR 4 CT
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Table 1. Densitometric analysis of MMP-2 gelatinolitic bands from zymography of

vJ1 vJ4

TR4

calcanear tendon proximal and distal regions. Values represent mean + SD X10,000.

Tendon regions and experimental

MMP-2 forms

pro-(72 kDa)

inter-(64 kDa)

active-(57 kDa)

groups

control 2,03+£0,35A 6,6+ 0,95 0,41+ 0,22 A

Water adapted 2,76+ 0,41 AB 6,98+ 1,09 0,31+ 0,21 Aa

Vertical jumping day 1 4,12+ 0,68 C 8,95+ 1,59 1,48+ 0,35 Ba

Prox_imal Vertical jumping day 4 3,1+ 0,57 BC 7,99+ 1,37 1,28+ 0,32 B
region

Treadmill running day 1 3,91+0,64 C 8,41+ 1,45 0,65%0,29 Aa

Treadmill running day 4 3,14+ 0,61 BC 7,57+1,26 0,62+ 0,31 Aa

control 2,58+ 0,49 A 6,89+ 1,02 0,29+ 0,19 A

Water adapted 3,44+ 0,61 B 7,88+ 1,33 1,38+ 0,31 Bb

Distal Vertical jumping day 1 4,21+0,788B 8,38+ 1,48 2,45+ 0,52 Cb

region Vertical jumping day 4 3,86+ 0,66 B 8,92+ 1,54 1,420,418

Treadmill running day 1 3,77+ 0,67 B 8,41+ 1,51 3,39+ 0,72 Cb

Treadmill running day 4 3,88+£0,75B 8,52+ 1,49 2,65+ 0,55 Cb

Superscript letters indicate statistically significant differences P< 0.05.

Upper cases compare the same tendon region in different experimental groups.

Lower cases compare different tendon regions in the same experimental group

the rat



5. Conclusoes finais

- No tenddo do calcaneo dos ratos do grupo conteglesar das diferencas
morfofisioldgicas entre a regido proximal e distélp existe diferenca significante na
atividade gelatinolitica da MMP-2;

- ApGs o exercicio fisico a atividade da MMP-2 apidamente aumentada,
dentro de 6 horas, e participa do processo de aghptdos tenddes a este estimulo
mecanico;

- A atividade de MMP-2 na regido proximal do temd#e Aquiles € mais
estimulada pelo treinamento com salto na agua, agiguque na regido distal é o
treinamento em esteira que induz maior atividadi! bie;

- Na auséncia de processo inflamatério, a MMPa®, participa da remodelacéo
tecidual dos tenddes apds o exercicio fisico;

- Estudos envolvendo avaliagbes sobre os efeibosxércicio fisico sobre o
tenddo de Aquiles devem considerar esta respofteenitial das diferentes regides

deste tendao.
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7. Anexos
Anexol

Processamentos para inclusdo em Parafina ou Pasdpla
Pbs (solucéo estoque)
1) 51— 10x concentrado
408,50 NacCl
18,0g NaH PQ, H, O (fosfato de s6dio monobasico)
132,509 de NaHPQ, ,12 HO (fosfato de sédio bi-basico)
ou usar : Na PQ, 7HO (99,179)
Na HPQ, (anidro —52,509)
*diluir os sais gradualmente em 5 L de agua dektjla pH deve ser 7.2.
2) Solugéo de uso:
*diluir PBS 10x para 1x (100ml - 900ml de agua tdada)
Solucéo estoque PBS — 1 L (10x)

Medir Ph 7.2

81,7g de NaCl

3,69 de NablPOH,O

19,83g NaHPQ, 7H,0O

a formalina tamponada deve ter o Ph final de 7.4

1) Fixacéo

Formol 10% em

PBS (tampéao fosfato 10 mM pH7,4 + 8,5g de NaCl ém 1
Fixar por 24 a 48 horas

2) Lavagem
Apés as 24 horas fixados no formol, cada regiderdt#o foi colocado em um
vasilhame de plastico identificado. Por conseguiesses orgaos ficaram imersos em
agua corrente por mais 24 horas, necessériasgramg@o do excesso de fixador.

3) Desidratacao
Para a retirada de agua dos tecidos, o materialacld passou por uma série

crescente de alcool etilico (70%, 80%, 90%, 95%@%d), ja que o meio de inclusédo
mais utilizado é a parafina e, esse composto mais@vel em agua.

. Alcool 70% = 12 horas no minimo

«  Alcool 80% = 20’

«  Alcool 90% = 20’

«  Alcool 95% = 20’

«  Alcool 100% (1) = 40’

«  Alcool 100% (2) = 40’

«  Alcool 100% (3) = 40’

Obs.: Para a inclusdo em historresina basta degairaté o alcool 100% (1),
nao necessitando a posterior diafanizacao pararaagdo do alcool, ja que a resina é
miscivel em alcool.

4) Diafanizagao ou Clarificacao
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Esta etapa promove a retirada do alcool e permigeagparafina penetre no
tecido (porgque a parafina também néo é miscivélomol). Além disso, a diafanizacéo
remove a gordura dos tecidos, deixando-os tramklgci

«  Alcool-Xilol = 20’
. Xilol 1 =20’
. Xilol 2 = 20’

5) Incluséo:

Nesta etapa utiliza-se a parafina liquida mantidd0’aC numa estufa onde
serdo incluidos os 0rgaos, para promover a entladie composto na intimidade dos
tecidos a medida que o xilol evapora, para depeisdlidificada, constituir o bloco
histoldgico.

. Parafina 1 = 1 hora
. Parafina 2 = 1 hora
. Parafina 3 = 1 hora

6) Emblocagem
Apos a infiltracdo, deposita-se o fragmento a sardado no interior de uma
caixinha de papel ou plastico contendo parafinalifian e, & temperatura ambiente,
formar-se-4 um bloquinho, o qual sera levado aadtmo para o feitio dos cortes
histologicos. Neste momento deve-se orientar o nmhtbiolégico na caixinha, de
maneira que se promovam o0s cortes adequados agaetie tecido e estudo desejado.

7) Corte do Tecido

Essa técnica consiste em coletar o material, queréeer fino ou transparente
o suficiente para que o mesmo possa ser colocadtamliente sobre uma lamina, e,
assim, permitir as técnicas subsequentes de fixagaooloracdo. Esse tipo de
procedimento € utilizado para obtencdo de célatagas, podendo inclusive ser feitas
medidas e quantificacdes.

8) Distensao do corte

Apos o corte do tecido efetuado no micrétomo, a dié parafina obtida foi
colocada em alcool 30% e depois em banho-mariaefgia e dgua quente) para
realizar-se a distenséo e a pesca do corte emdanstologica.

9) Secagem

Esta etapa é realizada colocando-se as laminastefa & 37 C. E necessaria
para a adeséao dos cortes na lamina.

10) Coloracoes
Seguem abaixo os diferentes protocolos utilizadsspnaticas de coloracdes:
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Anexo 2

Processamentos para inclusdo em historresina:
Para o material ser incluido em historresina, eles@rd por um processo
diferente daquele que antecedeu a inclusdo emimerassim, teremos:

1°) Fixacdo e lavagem igual a descrita anteriorsgudrafina)
2°) Desidratacéao :
«  Alcool 70% = 1hora
Alcool 80% = 1hora
Alcool 90% = 1hora
Alcool 95% = 1hora
«  Alcool 100% = 1hora
3°) Infiltracdo da resina no material:
. Resina liquida de infiltracdo = 12 horas
. *Resina liquida de infiltracdo + poO ativador (pedix de
benzoila) = 4-12 horas
* Preparacdo: lenvelope do po ativador para cadanllfa resina.
4°) Emblocagem :
. Resina de emblocagem = resina + po6 ativador + epddor.
Deixar em estufa 37T até endurecer.
5% Desenformar do molde e colar o bloco de historeesem uma
“madeirinha”, com cola araldite.

-Coloracdo em historresina-

Hematoxilina/Eosina em historresina
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S |‘\;’\ f »
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i
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W i e SN {3
(A e B) Corte longitudinal da regido proximal (j@émcmiot

endinosa) do tend&o do calcaneo do
rato do grupo ADP mostrando fibras de musculo détjoe com fibras colagenas inseridas
(H/E20x)

1°)Corar com hematoxilina por 15’

2% Lavar em agua por 10’

39 Corar com eosina : 2'.

4°Lavam em agua corrrente : 2’

59 Secar ao ar ou em estufa - 1 hora
6°)Montar

Permount = para fixar a laminula sobre o corte
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Anexo 3

- Coloragéo pela Hematoxilina /Eosina (HE) (pamafiparaplast)

I be
.' ‘ L / : ‘ A‘ :, ’ , { / -
Corte longitudinal da regido de compresséao do teddacalcaneo do rato do grupo ADP
mostrando fibras colagenas paralelas com fibrodmiidis enfileirados (HE 20x)

Os cortes ja estendidos nas laminas impregnadqsadina, devem ser
deixados algumas horas, sempre verificando a pardirretendo para sobrar apenas o

corte na lamina. Na sequéncia proceder da sedomba:

1°) Desparafinizagéo
. Xilol 1 =10’
. Xilol 2 = 10’

2°) Hidratacao :
«  Alcool 100% = 5’
«  Alcool 100% =5’
«  Alcool 95% =5’
«  Alcool 70% =5’
. Duas lavadas em agua e permanecer lavando porni@gea
corrente

3°) Coloracéo:

. Hematoxilina =5’

. Duas lavadas em agua e permanecer lavando em @geaate até
gue apenas 0s nucleos fiquem corados em azul

. Passar no *diferenciador = 10 a 20s.

. Duas lavadas em agua e permanecer lavando porni@gea
corrente

. Eosina=2

. Lavar em agua = 5 a 6 vezes, para tirar o excassordnte

* Diferenciador : alcool 70% / HCI 0,5% - para timexcesso do corante
4° ) Desidratacao:
«  Alcool 95% =5’
«  Alcool 100% =5’
«  Alcool 100% =5’
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5°) Diafanizagéo:
«  Alcool-Xilol =5’
. Xilol 11 =5%
. Xilol 12 =5’
6° ) Montagem
* Permount = para fixar a laminula sobre o corte.
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Anexo 4

- Coloracéo pelo Azul de Toluidina (AT)
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Corte longitudinal da regiao proximal (juncdo mimtosa) do tenddo do calcaneo do rato do grupo
ADP (AT 100x). (C) Corte longitudinal da regido pimal do tendéo do calcaneo do rato do grupo VJ4
mostrando fibroblastos em atividade. (AT 100x)

1°) Desparafinizagéo ( como no HE)

2°)Hidratacdo ( como no HE)

39 Coloracéo :-colocar AT 0,025% em tampao Citfaséato 0,1 M ph 4,0 por 15°.
4°Lavar 5 vezes em agua destilada

5°Deixar secar ao ar por 12 horas

6°)Montar

Permount = para fixar a laminula sobre o corte.
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Anexo5

- Coloracéo pelo Mallory

( ) I\ iy ‘ (L ‘ i { ( \ {

1) | ¢ /
(A) Corte longitudinal da regido proximal (juncéddotendinosa) do tendao do calcaneo do rato
do grupo ADP (20x). (B) Corte longitudinal da remide compressao do tenddo do calcaneo do
rato do grupo ADP mostrando fibras colagenas em (dsllory 20x)

1°) Desparafinizacéo e hidratacédo (como no H.E)
2°) Lavar os cortes em agua
3°) Passar no Hematoxilina — 5
4°) Mallory solucdo A — 5°
5°) Mallroy solucao B — 5°
6°) Lavar em agua corrente para retirar 0 excesso
7°) Desidratar
. Alcool 95% = 5’
. Alcool 100% = 5’
. Alcool 100% = 5’

8°) Diafanizacéo:
«  Alcool-Xilol = 5’
. Xilol 11 =5’
. Xilol 12 =5’

9°) Montar
« Permount = para fixar a laminula sobre o corte.
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Anexo 6

- Coloracéo pela Reticulina

; ‘ (¥ . \

(A e B) Corte longitudinal da regido proximal (@& miotendinosa) do tenddo do calcaneo do
rato do grupo VJ4 mostrando fibras reticulareseenéradas com fibras musculares (Reticulina
100x)

Método de coloracddodas as substancias devem ser gotejadas soboetes
histoldgicos. Apds a reagéo, as laminas devem sio lmem lavadas, com a finalidade
de evitar a formacé&o de precipitado nos tecidos.

1°)Banhar em permanganato de potassio 1% por 5'.

2°%Lavar rapidamente em agua destilada.

3°)Banhar em acido oxalico 3% por 2'.

4% Lavar rapidamente em agua destilada

5%Banhar em alimen de ferro 1% por 3'.

6°Lavar rapidamente em agua destilada.

7°)Banhar em prata amoniacal por 3.

8%Lavar bem em 4gua destilada.

9%)Banhar em formol 10% por 3'.

10°)Lavar rapidamente em agua destilada.

11°Banhar em cloreto de ouro 0,2% = tempo indetero: gotejar a solugcao
sobre o corte e observar 0 microscopio até quérge a tonalidade desejada.
12°Lavar rapidamente em agua destilada. Secar.

13%Montar as laminas em balsamo do Canada.

Preparo das solucées:

Permanganato de potéssio 1#@issolver 1g de permanganato de potéssio
(KmnO4) em 100ml de agua destilada.

Acido oxalico 3%uissolver 3g de acido oxalico em 100ml de agutildés.

Alumen de ferro 1%adissolver 1g de alumen de ferro em 100ml de agua
destilada.

Prata amoniacal

- Nitrato de prata (AgNO3) 10%

- Hidréxido de sédio 10%

- Hidréxido de amonio (P.A.)

55



Misturar o nitrato de prata ao hidroxido de séai;m@ auxilio de um agitador
magnético. Adicionar o hidréxido de amonio atéssdiucéo do precipitado (no
maximo 4ml) e duplicar o volume da solucdo com atpsiilada.

Formol 10%:diluir 1ml de formol em 9ml de agua destilada.

Cloreto de ouro 2%dissolver 0,29 de cloreto de ouro em 100ml de agua
destilada.

Hipossulfito de sodio 2%dissolver 2g de hipossulfito de sédio em 100ml e
agua destilada.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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